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RESUMO - Através do cruzamento da cultivar de milho superdoce BR-400 contendo o gene
brittle-1 com a populagio CM5-456 (QPM), de graos com endosperma vitreo-amarelo porta-
dores do alelo opaco-2 modificado, foram selecionadas 48 progénies endogamicas (5, + 1 sib)
com constituicdo fenotipica doce e graos de endosperma vitreo-amarelo. Estas progénies foram
submetidas a andlises eletroforéticas ¢ andlises quantitativas de lisina e triptofano. Padroes
prot€icos de polipeptidecs do grupo das zeinas foram utilizados com sucesso como ferramentas
auxiliares na identificagdo de progénies de constituigdo genotipica doce, com altos teores de lisi-
na e tripiofano ¢ endosperma vitreo-amarelo. Foram discutidas as relagbes entre padrGes
protéicos das zeinas e conteddo dos aminoécidos lisina ¢ triptofanc na protefna do endosperma.

Termos para indexagaio: Opaco-2 modificado, proteina, lisina, triptofano, brittle-1.

SELECTION OF HIGH QUALITY PROTEIN SWEET CORN PROGENIES
THROUGH ELECTROPHORESIS TECHNIQUES

ABSTRACT - Forty-eight endogamic sweet corn progenies (S, + 1 sib) with vitreous-yellow
kernels were obtained from crosses between a sweet corn cultivar based on the gene brittle-1
(BR-400), and a high quality protein maize (QPM) based on a modified opaque-2 allele
(CMS-456). These progenies were subjected to gel electrophoresis and quantitative lysine and
tryptophan analysis. Protein patterns of zeins were utilized with success as auxiliary tools for the
identification of the sweet corn progenies with high content of lysine and tryptophan associated
with a vitreous-yellow kernel characteristic. Relations between electrophoretic protein patterns
of zeins and the content of lysine and tryptophan present in the endosperm protein were

discussed.

Index terms: modified Opaque-2, lysine, tryptophan, brittle-1.

INTRODUCAO

O milho doce (Zea mays L.) apresenta altos
teores de agicares no endosperma. O cardter
doce no milho se deve a presenca de um ou v4-
rios genes mulantes que acarretam mudangas
no teor e no tipo dos carboidratos presentes no
endosperma dos graos. O milho doce € consu-
mido no estddio de grio pastoso, o qual ocorre
cerca de vinie dias apos a polinizagao, na maio-
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ria das cultivares. Nos Estados Unidos, ¢ uma
das hortalicas mais populares (Boyer &
Shannon 1983), embora no Brasil o seu consu-
mo ainda seja bastante reduzido (Tosello 1978),
o que se deve principalmente ao desconheci-
mento do produto ¢ 3 falta de cultivares ade-
quadas A comercializagio.

Virias mutagdes genéticas que afetam a
composicio quimica (proteinas e carboidratos)
do endosperma de graos de milho tém sido des-
critas (Coe & Neuffer 1977). Dessas, cerca de
quatorze tém sido utilizadas no melhoramento
do milho doce (Boyer & Shannon 1983).

Uma avaliagio das caracteristicas genéticas
das cultivares de milho doce existentes mostrou
que essas possuem uma base genética bastante
estreita (Garwood 1976). Excegdo ocorreu em
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um programa para obicngdo de cultivares de
milho doce adaptadas a condighes tropicais
(Brewbaker & Banafunzi 1975, Brewbaker
1977), onde a sclegao massal ¢ de “pedigree”™ foi
feita cm populagdes composias de ampla base
gendtica.

As cultivares de milho doce tradicionais sao,
na sua maioria, recessivas para o gene sugary-1,
e apresentam ainda duas limitagdes: um perfo-
do muito curto de colheila ¢ uma rdpida perda
no teor de agiicares logo apds a colheita (Boyer
& Shannon 1983, Brewbaker 1977). Ao contré-
rio, cultivares contendo endosperma brittle ou
shrunken mantém altos tcores de agicares por
periodos mais longos € apresentam baixa taxa
de conversao de agicares para amido, apos a co-
lheita. Devido a essa caracterfstica, cultivares
que possuem Os alelos brittle ¢ shrunken sio
chamadas superdoces, enquanto as que contém
0 gene sugary sdo conhecidas como doces
(Creech 1965, Jennings & McCombs 1969,
Holder et al. 1974a ¢ 1974b, Tsai & Glover
1974, Garwood et al. 1976, Hannah & Basset
1977).

No milho doce a redugao no acdmulo de po-
lissacarideos, principalmente amido, leva a um
aumento no teor de proteinas no endosperma
(Misra et al. 1975). As zeinas, do grupo das pro-
laminas, sdo as proteinas mais abundantes em
graos de milho normais, chegando a atingir
60% da proteina total do endosperma (Wilson
1983). Zeinas sdo proteinas deficientes em dois
aminodcidos essenciais, lisina e triptofano, o
que resulta na baixa qualidade nutritiva. Exis-
tem, no entanto, linhagens mutantes que
contém os genes “opaco-2" e “floury” que re-
duzem a sintese de zeinas e, conseqiientemente,
aumentam a percentagem de proteinas ricas em
lisina e triptofano, no endosperma. Mutantes
duplos de milho doce contendo altos teores de
agiicares e proteinas ricas em lisina e triptofano
tém sido desenvolvidos com © objetivo de serem
utilizados na alimentagdo humana como horta-
ligas de alto valor protéico (Misra et al. 1975,
Silva et al. 1978).

Recentemente, com a finalidade de melhorar
as caracteristicas agrondmicas de gendtipos
opacos, melhoristas tém utilizado modificado-
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res do gene opaco-2 na obtencio de cultivares
que associam alta qualidade protéica com en-
dosperma vitreo. Estes gendtipos sdo chamados
de Quality Protein Maize (QPM), (Vasal 1975,
Vasal et al. 1980, Magnavaca ¢t al. 1988).

O objetivo deste trabalho foi a oblengio de
mutantes duplos de milho doce de alto valor
nutritivo, contendo o gene brittle 1 associado a
um gene opaco modificado para endosperma vi-
treo, utilizando, para sua sele¢do, padroes
protéicos das zeinas, obtidos através de técnicas
eletroforéticas.

MATERIAL E METODOS

Como fonte do gene brittle-1 (bt bt,) foi utilizada
a cultivar de milho doce BR-400, lancada pela
EMBRAFPA (CNPMS/CNPH) com o nome de Super
Doce. A BR-400 € uma variedade derivada do com-
posto Hawaiian Super Sweet 9, de ampia base
genética (Brewbaker 1977), adaptada para cultivo nos
trépicos € capaz de acumular altos teores de aguicares
nos graos. A populagiio CMS-456 (QPM) foi utilizada
como fonte do gene opaco-2 (0,0,). O CMS-456
(QPM) foi obtido na EMBRAPA/CNPMS através de
selegdo massal feita na populagio POOL-26, prove-
niente do programa de melhoramento de milho de al-
ta qualidade protéica do Centro Internacicnal de Me-
joramiento de Mafz Y Trigo (CIMMYT), México. A
populagio CMS-456 (QPM) possui o gene opaco-2
associado a outros alelos que conferem ao endosper-
ma uma caracteristica vitreo-amarela. Como controle
foram também utilizadas as cultivares BR 106, Doce
Opaco e o CMS 20 Opaco.

Dos cruzamentos feitos entre 0 CMS-456 (QPM) e
a cultivar doce BR-400, foram selecionadas inicial-
mente 70 progénies F,, com grios de fendtipo normal
e constituigdo genotipica Bt,bt,0,0,. As quatro me-
thores plantas de cada progénie foram autofecunda- -
das. De cada espiga S, foram separados, utilizando um
diafanoscdpio, gréos de constituicdo fenotipica 0,0,Bt,
- opaca ndo-doce. Estes graos foram plantados, e as
plantas resultantes, autofecundadas. A escolha desse
grupo foi feita com a finalidade de aumentar a chance
de se obterem progénies 5, com gréios doces de cor
amarelo-vitrea associada a alta qualidade prot€ica. Fo-
ram selecionadas 48 progénies §,, as quais foram
submetidas a uma geragfio de cruzamento dentro de
cada familia (S, + 1 sib) com a finalidade de selecio-
nar progénies com sementes doce, amarelo vitreo e al-
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ta qualidade protéica; griios desse ditimo cruzamento
foram submetidos a eletroforese e as andlises quanti-
tativa de lisina tryptofano e de protefna total.

Para as andlises de protefna € aminoécidos, os
gréos foram submersos em dgua por um perfodo de
20 min, apds 0 que removeu-se o pericarpe e embrido
com o auxilio de um bisturi. A porgfio do endosperma
restante foi entdo triturada em um moinho tipo ciclo-
nc, ¢ a farinha obtida, coada em peneira de malha
0,35 mm.

A percentagem de protefba das cultivares em estu-
do foi determinada multiplicando-se o teor de N, obti-
do pelo método de Kjeldahl, pelo fator 6,25 (Associa-
tion of Official Agricultural Chemists 1980).

As andlises de triptofano ¢ lisina na fragio protefna
das amostras foram realizadas de acordo com o méto-
do descrite por Hernandez & Bates (1969).

O fracionamento protéico para a separacfo dos di-
ferentes grupos de proteinas foi feito seguindo-se o
esquema proposto por Landry & Moureaux (1970},
com algumas modificagdes. Uma amostra de vinte mi-
ligramas de farinha foi suspensa por 10min em
2004x1 de uma soluglio 0,5 M de NaCl sob agitagdo e
sumetida a uma centrifugagio a 3.000 g por 10 min
para extra¢gdo das albuminas e globulinas (Fracéo I).
Para a extragdo das zeinas, o precipitado da fracio I
foi lavado com dgua, centrifugado ¢ suspenso em 2-
propanol 70% (2-PROH), ¢ novamente centrifugado
(Fragdo Il). A seguir, 0 precipitado foi novamente
suspenso em solugio de 2-PROH 70% e 3% de 2-
mercaptoetanol (2-ME), e centrifugado (Frag¢io III).
Finalmente, para a extragio das glutelinas, o precipi-
tado da fracho III foi suspenso em tampdo boraio
{TB) pH 10, com 3% de 2-ME e centrifugado (Fragio
IV). Esta foi suspensa em TB pH 10 com 3% 2-ME e
0,5% de dodecil sulfato de sédio (SDS), e também
centrifugado (Fracdo V). A propor¢ao 1:10 entre o
peso da amostra € o volume da solugdo extratora,
tempo de incubagfo de 10 min com agitagfo € a cen-
trifugacfio de 3.000 g por 10 min, utilizados no prepa-
ro da fracao I, foram mantidos no preparo das demais
fragGes.

Fez-se também a exiragic conjunta das zeinas
(Fragdes II e III), ressuspendendo o precipitado da
Fragio 1 diretamente em solugfio contendo 2-PROH
(70%) e 2-ME (3%).

Para obtengdo dos padrdes eletroforéticos das pro-
tefnas presentes nas diferentes fragtes, os sobrenadan-
tes destas foram misturados na propor¢do 1:1 com
uma solug¢fo tampéio contendo 62,5 mM de tris-HCI
pH 6,8, 2,3% de SDS, 5% de 2-ME, 10% de glicercl e
0,1% de azul de bromofenol. A mistura foi aquecida
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em banho maria a 100°C por 5 min, e 50 i foram
aplicados no gel.

Os géis foram preparados com 5% de acrilamida,
regido de formagio de camadas (Staking gel), ¢ 15%
de acrilamida, regifio de separacio (Running gel). A
corrida foi desenvolvida a temperatura ambiente, apli-
cando-se uma corrente constante de 12 mA por uma
hora, seguida de um perfodo de trés horas a 24 mA.
Para a colorago das bandas protéicas, foi utilizada
uma solucdo de coomassic azui brilhante R-250 a
0,1%, dilufjda em etanol/dcido acético/dgua (50:10:40
V/V) por 12 horas. Para lavagem do gel, foi utilizado
metanal/4cido acético/dgua (5:10:85 V/V).

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Na Fig. 1 sao apresentados padrdes obtidos
por eletroforese das albuminas, globulinas, pro-
laminas (zeinas) e gluielinas, extraidos do en-
dosperma de graos de milho doce das cultivares
BR-400 ¢ Doce Opaco. Diferengas marcantes
€estao presentes nos polipeptideos das fragoes 11
e lII, que constituem o grupo das zeinas, pro-
teinas soliveis em dlcool (2-PROH) na ausén-
cia (Fragdo II) € na presenga (Fragfo I1I) de um
agente redutor (2-ME). A quantidade de zefnas
presentes no endosperma da cultivar doce nao
opaca (BR-400) foi maior do que aquela da cul-
tivar doce opaca (Doce Opaco). Houve uma re-

FRAGOES PROTEICAS

| [} in v _ v
A B A B A B A B A B

FIG. 1. Padrdes de eletroforese das proteinas pre-
sentes na Fragfio I (Albuminas e Globulinas),
nas fracdes 11 e I1I (Zeinas) e nas fragbes IV
e V (Glutelinas), extraidas de endosperma
das cultivares Doce Opaco (A) e BR-400 (B).
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dugio visivel no teor das zeinas (Fragdo Il e III)
na cultivar Doce Opaco em relagio A cultivar
BR 400 Doce ndo-opaca (Fig. 1). Alguns poli-
peptideos foram mais afetados pela presenga do
gene Opaco-2 do que outros, & semelhanga do
descrito por Larkins (1980) para cultivares opa-
cas n#o-doces. Este efeito do gene opaco-2, re-
duzindo diferericialmente a sintese ¢ o acimulo
de diferentes polipeptideos de zefnas na cultivar
Doce Opaca, foi explorado como critério de se-
legdo na obtengdo de mutantes duplos de milho
superdoce de alto valor nutritivo, contendo o
gene brittle-1 associado a um gene opaco-2 mo-
dificado para endosperma vitreo. Para tal, foi
feita uma extragio conjunta das zeinas
(Fragdes II ¢ 1II) do endosperma de grios de
varias progénies (5, 4 1 sib), de genétipo doce
¢ fendtipo de coloragio vitreo-amarela.

Na Fig. 2, sfo apresentados os padrdes
protéicos das diferentes classes de zeinas pre-
sentes no endosperma de graos de dez progé-
nies (5, + 1 sib) escolhidas ao acaso. H4 uma
nitida variacdo entre as progénies quanto ao ti-
po € quantidade dos polipeptideos de peso mo-
lecular 27, 22 e 19kD. Baseando-se nas va-
riagdes dos padroes eletroforéticos das zefnas
(Fig. 1), foi possivel agrupar as progénies em
trés grupos distintos. Grupo A, progénies 2,4 e
10, que apresentam baixos teores do pelipepti-
deo de peso molecular 27 kD; grupo B, progé-
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nies 6, 7 ¢ 9, apresentando quantidades equiva-
lentes dos trés polipeptideos (27, 22 ¢ 19kD); e
grupo C, progénies 1, 3, 5 e 8 com altos teores
do polipeptideo 27 kD e reduzidos teores dos
de22¢e 19kD.

As progénies agrupadas nos trés grupos des-
critos A, B e C foram submetidas a anilises
quantitativas de protefna total do endosperma e
dos aminoicidos lisina e triptofano presentes
na protefna. Os resultados obtidos (Tabela 1),
mostram que os teores de lisina e triptofano fo-
ram mais altos nas progénies do grupo C, ou se-
ja aquelas que apresentaram altos teores do po-
lipeptideo 27 kD e baixos teores dos de peso
molecular 22 e 19 kD. O contetido de lisina e
triptofano na proteina dos graos do grupo C foi
semelhante ao encontrado nos progenitores
CMS-456 (QPM) e BR-400, 60% maior do que
o das progénies dos grupos A ¢ B, 100% maior
do que a culiivar de endosperma normal
(BR-106) ¢, 40 e 25% menor do que os das cul-
tivares Doce Opaco e CMS-20 Opaco, respecti-
vamente, as quais possuem o gene Opaco-2 ndo
modificado. Os genétipos QPMs sdo conheci-

TABELA 1. Representacio esquemitica de padrées
eletroforéticos de zeinas presentes nos
grupos A, B e C de progénies de milho
doce e percentagens de proteina total,
lisina e triptofano em cultivares de mi-
Tho doce, doce opaco, opaco, QPM, nor-
mal e progénies dos grupos A, B e C.

FIG. 2. Zimogramas dos componentes das zeinas
presentes no endosperma de milhos superdo-
ces provenientes de dez progénies (S, + 1
sib) obtidas do cruzamento da cultivar
BR-400 com a populagiio CMS-456 (QFM).
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Padroes

Progénies/ eletro- Prote{?a Lisina® Tripto-
cultivares . total fano?
foréticos
%
Grupe A (doce) 15,3* 1.9 039
Grupo B (doce) 15,9 1,9 0,38
Grupo C (doce) 14,6 3,1 0,68
BR 400 (doce) 13,5 3,1 0,68
CMS 456 (QPM) 9.6 31 0,69
Doce-opaco 12,6 5,0 1,16
CMS-20 opaco 86 41 0,92
BR 106 (normal) 86 1,5 0,28

1 ¢ no endosperma
2 % na proteina total
2 Meédias de 3 repetigdes
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dos por apresentarem teores de lisina e tripto-
fano intermedidrios entre gendtipos normais
{BR 106) e aqueles contendo o gene Opaco-
2 ndo modificado (CMS 20 Opaco) (Vasal et al.
1980, Magnavaca et al. 1988, Paiva et al. 1991),
e esta tendéncia pode também ser observada
nas progénies do grupo C, nfo mostrando agio
interal€lica entre o gene brittle 1 ¢ 0 gene Opa-
co-2 modificado nesse grupo. As progénies dos
grupos A ¢ B apresentaram teores de lisina e
triptofano comparaveis aos da cultivar de milho
de endosperma comum BR-106.

Verificou-s¢, nas progénies do grupo C, uma
relagdo positiva entre o conteiido do polipepti-
deo de 27 kD ¢ o alto teor de lisina e triptofano
na proteina do endosperma de grdos do grupo
C. Este tipo de relagio foi também descrita por
Wallace et al. (1990) ¢ Paiva et al. (1991) em es-
tudos de extragio, quantificagdo e distribuicio
de zeinas em graos de milhos normais ¢ QPMs,
onde foi demonstrado que, para se ter a carac-
terfstica de endosperma vitreo associada a altos
teores de lisina e triptofano, o grio precisa con-
ter também altos teores do polipeptideo de
27 kD, denominado por alguns autores de ga-
ma-zefna.

O maior teor de protefna total presente nos
gendtipos doces (Tabela 1), e atribuido A re-
dugdo do acimulo de amido, a qual resulta num
aumento da participagdo das proteinas no peso
seco dos graos doces.

Recombinagdes entre  quinze progénies
(S, + 1 sib) selecionadas ¢ pertencentes ao gru-
po C foram feitas, obtendo-se um sintético de
milho superdoce, adaptado aos trépicos, de
ampla base genética, com alta qualidade protéi-
ca, coloracio amarelo-vitrea de grio ¢ boas ca-
racterfsticas agrondmicas, e que passard a inte-
grar o programa de methoramento de milho do-
ce do CNPMS/EMBRAPA ¢ servird ainda co-
mo material bisico em trabalhos de biclogia
molecular que envolvam estudos de modifica-
dores do gene Opaco-2.

CONCLUSOES

1. Padrboes protéicos de zefnas, obtidos
através de técnicas eletroforéticas, podem ser
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utilizados com sucesso como marcadores na se-
lecao de milho doce de alta qualidade protéica.

2. Hd uma relagio positiva entre o teor de
zeinas de peso molecular de 27 kD e o alto teor
de lisina e triptofano no endosperma de grios
de milho.

3. A utilizagio da cultivar QPM amarela
CMS-456 permitiu a obtengio de mutantes du-
plos de milho superdoce com coloragio amare-
lo.vftrea associada e caracteristica de alta quali-
dade protéica.

4. Nos mutantes dupios de milhos superdo-
ces de alta qualidade protéica (grupo C), os ale-
los brittle-1 e Opaco-2 nio mostraram agio in-
teralélica, tendo em vista que os teores dos
aminodcidos e protefna foram semelhantes aos
progenitores isolados.
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