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1. INTRODUCAO

A quantidade de ac¢ucares e de polissacarideos soluveis em agua (PSA) no en-
dosperma do milho é influenciada por diversos mutantes. Sugary-1 (suj) causa
?randes aumentos nos teores de agucares redutores, sacarose e PSA (9, 10). Amé;-

ose-extender (ae) resulta em maiores teores de acticares redutores e sacarose (8),
porém nao parece alterar a quantidade de PSA (18), quando comparado com nor-
mal. AYERS e CREECH (2) e CREECH (8) relataram que ae comportou-se como
epistatico sobre suj, em relagdo ao actiimulo de PSA. Segundo ANDREW e? alii
(1), wz (wary) causa ligeiro acréscimo no teor de ag;cares totais, quer isolada-
mente, quer em combinacio com suj. Entretanto, CREECH (&) encontrou teores
semelhantes de acucares totais em wzr (wxrwzx) e normal e obteve aproximadamen-
te 0 mesmo teor de aclicares totais em sujwzx (szélsul; wrwer) e suj. Os efeitos dos
%enes bty (brittle-1) e big (brittle-2) foram relatados por CAMERON e TEAS (7) e

EAS e TEAS (17). Ambos os genes aumentam os teores de acucares redutores e
sacarose; todavia ndo parecem modificar substancialmente a producédo de PSA,
quando comparados com normal. O mesmo tipo de efeito foi observado em du
(dull), por CREECH (8). O duplo-mutante bé]éslz_trl J’ oduziu muito actcar, porém
quase nenhum PSA (7). De acordo com CRE (8), sug (sugary-2) nao influencia
substancialmente as porcentagens de actcares redutores, sacarose e PSA, quando
ocorre isoladamente. Todavia, su2, bem como os genes du e wzr, quando combina-
do com suj, resulta em teores de PSA semelhantes ou superiores aquele encontra-
do no mutante simples suj (1, 5, 6, 8§, 11, 12).

Alguns mutantes do endosperma, como flg (floury-2) e 02 (opague-2), melho-
ram a qualidade da proteina do milho mediante aumentos no teor de lisina (14,
15). WATSON e YAHL (19) relataram que og resultou em maiores teores de actica-
res redutores e sacarose e no mesmo teor de PSA, quando comparado com nor-
mal. As diferencas encontradas foram atribuidas & maior proporcao germe/endos-
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perma encontrada em 02.

Neste trabalho sao relatados os efeitos de diversos mutantes do endosperma,
isoladamente ou em combinacdes duplo-mutantes com og ou fl2, sobre os teores
de acucares redutores, sacarose e PSA naquele tecido.

2. MATERIAL E METODOS

O material genético utilizado neste trabalho foi constituido da linhagem do
milho normal Oh 43, treze versdes mutantes simples e vinte trés versées du-
plo-mutantes daquela linhagem. Cada versao mutante simples era homozigética
para um dos seguintes genes: ae, bty, btz, bty(brittle4) du, flj (floury-1), fi2, h (soft-
starch), 02, shy (shrunken-1), sujy, su2 e wz. As versoes duplo-mutantes continham
o0 gene 02 em combinacio com cada um dos outros ou continhar o gene fI2 combi-
nado com cada um dos outros.

Sementes da linhagem normal e de cada versao mutante simples e duplo-mu-
tante foram plantadas numa unica parcela. Cada (S)arcela foi constituida por 4 fi-
leiras, cada uma delas com 3 m de comprimento. O espacamento entre fileiras foi
de 1 m, e o espacamento entre plantas na fileira foi de 33,3 cm.

Todas as plantas foram autopolinizadas. Apds a colheita, as espigas foram se-
cadas em secador sob ventilacao forgada. De cada parcela foram selecionadas 4
espigas bem granadas e de cada uma dessas foram retirados 10 graos da por¢ao
mediana. Dos 40 graos assim obtidos retiraram-se os endospermas, que foram mis-
turados. As amostras de endospermas foram moidas, inicialmente, num pequeno
moedor Wiley e, em seguida, num amalgamador Wig-L-Bug (Crescent Dental Mfg.
Co.). Parte de cada amostra foi secada em estufa, a 62°C, durante 14 horas, aproxi-
madamente. Amostras de 0,2 a 0,3 g de cada gendétipo foram retiradas, em duplica-
ta, para analise de acucares redutores, sacarose e PSA. Os métodos utilizados fo-
ram semelhantes aos de SHANNON (16). Acucares redutores e sacarose foram ex-
traidos 4 vezes com uma mistura de metanol: cloroférmio: agua (13:4:3 v/v, MCA).
Cada amostra foi suspensa em 10 ml MCA, em tubo de ensaio de 10 ml, e mantida
sob agitacao em banho de agua, a 30°C, durante 1 h. Em seguida, foi centrifugada
a 1.000 X g, durante 10 minutos, a temperatura de 0° a 2°C. O residuo foi lavado
mais trés vezes com 10, 4 e 4 ml de MCA, respectivamente. Cada tubo era mantido
em banho de agua (30°C), durante 30 minutos, entre as lavagens. Aliquotas em du-

licata foram retiradas do sobrenadante obtido nas lavagens e secadas sob venti-
acao, a temperatura de aproximadamente 45°C, em tubos de ensaio graduados de
10 ml. Acucares redutores foram determinados pelo teste de Nelson (13). Duas ali-
quotas adicionais foram retiradas do sobrenadante e secadas como foi descrito an-
teriormente. Em cada tubo foi colocado 1 ml de solucao de invertase (0, 1 mg/ml,
Sigma). Os tubos foram colocados em banho de dgua (30°C), durante 40 minutos,
para favorecer o desdobramento da sacarose. O teste de Nelson foi usado como
antes, e o teor de sacarose foi determinado subtraindo-se os teores de acucares re-
dutores obtidos previamente.

Para a extracdo de PSA, o residuo obtido da extraciao dos agucares foi nova-
mente suspenso em 10 ml de solugao de etanol a 10% e mantido em camara fria
durante 14 horas, aproxXximadamente. O material foi centrifugado a 1.000 x g, du-
rante 10 minutos, a temperatura de 0° a 2°C, e o sobrenadante foi filtrado em fi-
bras e vidro. O sobrenadante combinado de seis extracoes teve o volume comple-
tado para 100 ml, e o teor de carboidratos totais foi determinado pelo teste do aci-

do fenol-sulfirico (13).

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Como pode ser visto no Quadro 1, nenhum mutante simples acumulou menos
acucares totais (soma de acgucares redutores e sacarose) que normai, embora a
porcentagem de acucares redutores tenha sido ligeiramente inferor em fIj e h.
Sugary-1 produziu actimulos notaveis de acucares redutores e sacarose, como ob-
servado por CULPEPPER e MAGOON (9, 10). Os genes ae, bt], big, bt4, /12 e shy
produziram aproximadamente 2 a 2,7 vezes mais acucares redutores que normal.
Acumulos de sacarose de 2 a 5,3 vezes superiores ao normal foram encontrados em
bi1, bta, btg e shy. Outros trabalhos (7, 17) relataram que bt] e biz acumulam mais
icucares redutores e sacarose que normal. O gene 03 resultou em ligeiro acumulo
de acucares redutores e sacarose, quando comparado com normal. Resultados se-
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melhantes foram obtidos por WATSON e YAHL (19). Os genétipos aeo2 e wzro2
acumularam menos aclcares redutores e mais sacarose que ae e Wz, respectiva-
mente. Em geral, o efeito da combinagao do gene 09 com os outros genes sobre o
acumulo de agucares foi pequeno, havendo tendéncia para maior acumulo no du-
plo-mutante. As diferencas, entretanto, nao evidenciaram qualquer interacao que
resultasse em acumulo substancial de aclicares totais nos duplo-mutantes com o
gene 02. Ao contrario de 09, o geneﬂ%einteragiu com os outros (exceto suj e 09), re-
sultando em grandes aumentos nos teores de acglcares redutores e de sacarose. A
interacao de fl2 com bt elevou o teor de sacarose ao nivel encontrado em suy fla.
Como se nota no Quadro 2, suj determinou actimulo de PSA de cerca de 317 .

QUADRO 2 - Porcentagem de polissacarideos soliveis em agua
(PSA) em endospermas de gendtipos mutantes simples
e duplo-mutantes
_ PSA (% do peso seco)
Genotipo

Mutante Duplo-mutante Duplo-mutante

simples com o, com fl,
ae 0,73 £ 0,01 0,44 + 0,02 0,64 = 0,00
bt1 0,91 + 0,02 0,60 = 0,02 0,99 + 0,01
bt, 0,79 = 0,02 0,90 + 0501 0,80 = 0,01
bt4 0,84 + 0,04 0,86 = 0,03 0,99 = 0,01
du 0,74 + 0,02 0,45 + 0,03 - | R o |
f1, 0,97 + 0,08 0,76 + 0,00 0,67 + 0,01
f1Z 1,09 + 0,07 0,71 + 0,02 —
h 0,97 + 0,07 0,61 + 0,01 0,59 + 0,03
0, 1,11 * 0,07 - 0,71 + 0,02
Shl 0,78 = 0,03 0,74 + 0,04 0,67 + 0,01
Suy 30,97 = 0,47 30,71 = 0,50 20,28 + 0,33
su, 0,98 + 0,01 0,83 £+ 0,03 0,87 + 0,02
WX 1,27 = 0,03 0,68 + 0,03 1,13 + 0,04
Normal 0,87 + 0,01 - -

Este efeito de suj ¢ conhecido ha muito tempo (9, 10). Em geral, os efeitos dos ge-
nes ae, bt1, btz, du, 02, suj, sug e wr sobre o acumulo de PSA sdo semelhantes aos
relatados por outros autores (1, 5, 6, 8, 11, 12). Os genes big, f11, fl2, h e sh1 nao pa-
recem ter influenciado a producao de PSA. Os efeitos de 03 e fis em combinacées
duplo-mutantes com os outros genes foram variaveis. O gene 02 nao influenciou o
acumulo de PSA quando combinado com bty, shj e su], mas causou ligeiro acrés-
cimo de PSA quando combinado com bf2 e reducdo quando combinado com os
outros genes. Os teores de PSA dos duplo-mutantes que envolviam fla com biy,
bta, blg e du foram semelhantes aos dos respectivos mutantes simples. Quando
combinado com 0s outros genes, flg tendeu a reduzir a porcentagem de PSA.
Quantitativamente, essa reducao foi grande em suyfla.

Os dados apresentados neste trabalho e os resultados obtidos por BARBO-
SA e GLOVER (3, 4) indicam a possibilidade de se associarem, no endosperma do
milho, teores elevados de actcares e proteina de boa qualidade. Nesse sentido, os
duplo-mutantes btiflg, btafla, btafl, shifl2, su1fls e sujo9, entre outros, sao po-
tencialmente tuteis para a obtencao de milho doce, rico em lisina. Milhos com es-
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sas caracteristicas podem ser de interesse na fabricacao de certos tipos de alimen-
tos ou para consumo no estédgio de desenvolvimento que caracteriza o milho-ver-
de. BARBOSA e GLOVER (dados nao publicados) verificaram que. naquele esta-
gio de desenvolvimento, sz102 tem elevados teores de agucares e de lisina.

4. RESUMO

A linhagem de milho normal Oh 43, treze versoes mutantes e vinte trés du-
lo-mutantes daquela linhagem foram utilizadas neste trabalho. Cada versao mu-
nte simples era homozigética para apenas um dos seguintes genes: ae, bty, bi2,
btg, du, fl1, fl2, h, 02, shy, suj, su2 e wr. Dos genodtipos duplo-mutantes, doze ti-
nham o gene 02 combinado com cada um dos outros e onze tinham fI combinado
com cada um dos outros. O objetivo foi determinar o efeito dos mutantes simples
e das combinacdes duplo-mutantes sobre o acimulo de acgucares redutores, saca-
rose e polissacarideos soluveis em dgua (PSA) no endosperma. Em geral, a exce-
cdo de f1 e h, 0s mutantes simples acumularam mais acucares redutores, sacarose
e, conseqientemente, mais agucares totais que normal. A combinagao de o2 com
os outros genes tendeu a produzir ligeiros acréscimos nos teores de agucares redu-
tores e de sacarose, em comparacio com os valores encontrados para os respecti-
vos mutantes simples. Constituiram excegoes os genotipos aeop e wxog, que redu-
ziram os teores de acgucares redutores, e bf202, que reduziu o teor de sacarose. O
gene fl2 interagiu com os outros (exceto 02 e suy), produzindo grandes acimulos
nos teores de aclcares redutores e sacarose.

O acumulo de PSA nio parece ter sido influenciado pelos genes big, f11,fl2, h e
shjy. Os efeitos dos outros mutantes simples foram semelhantes aos relatados na
literatura. Os genes o2 e flz tenderam a manter ou reduzir o teor de PSA, quando
combinados com os outros es.

Genotipos como btyfl2, btaflz, btaflz, shifl2, suifl2 e sujo2, entre outros, podem
ser potencialmente Gteis na obtencao de milho com elevados teores de agucares e
proteina de boa qualidade.

5. SUMMARY

The effects of the genes ae, bt1, big, btg, du, fl1, flg, h, 02, shy, suj, sug and wz,
and their double-mutant combinations with o9 and fI2 on the accumulation of re-
ducing sugars, sucrose and water-soluble polysaccharides (WSP) in the endosperm
of maize were investigated. With the exception of fI1 and %, all single mutants
accumulated more reducing sugars and sucrose than normal. Opaque-2 tended to
inerease reducing sugars and sucrose when combined with the other genes. Ex-
ceptions were the genotypes aeog and wzrog, which decreased reducing sugars.
and bi409, which reduced sucrose content. The gene fI2 interacted with the other
genes (except 0z and su]) causing drastic increases 1n reducing sugars and sucro-
se.

The genes bt4, fl1, f12, h, and sh] did not seem to affect WSP accumulation.
The effects of the other genes on WSP content were in general agreement with
those previously reported in the literature. Water-soluble polysaccharide content
was either reduced or not materially affected when og or fla were incorporated
with the other genes.

Genotypes such as bt1flg, blafla, biafle, shiflz, suiflz and sujog, among others,
may be potentially useful for the development of sweet corn with high protein
quality.
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