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1. INTRODUCAO

O endosperma do milho opaco-2 contém teores mais elevados de lisina (10) e
triptéfano (13), em relacéo ao do milho normal, com superioridade nutritiva cons-
tatada em dieta de ratos (11), suinos (5) e pessoas (2, 4, 16). Apesar disso, o cultivo
do milho opaco-2 tem sido limitado, pois a transferéncia do alelo recessivo opaco-
2 (09) para variedades e hibridos comerciais acarreta o aparecimento de caracte-
risticas indesejaveis. Por exemplo, o milho opaco-2 tem menor peso de 100 grios e
menor producao (8, 22), maior umidade por ocasido da colheita (&, 15), e é mais
susceptivel a certas doencas e praga comuns (I4). Além disso, apresenta proble-
mas de armazenamento (21) e maior porcentagem de quebra no beneficiamento
(8). Em razéo da textura farinhosa, que lhe d4 um aspecto diferente do aspecto
tradicional, sua aceitacdo comercial é também menor (21).

A recuperacgio da textura translicida de endospermas homozigéticos para o
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gene 09, sem alteracdo da composicdo aminoacidica, poderia ampliar significati-
vamente seu cultivo, uma vez que ofereceria, para o produtor, os mesmos riscos do
milho normal. Todavia, varios trabalhos (17, 19, 20, 24), que exploraram a variabi-
lidade genética natural, ndo foram bem sucedidos nesse sentido. De modo geral,
h4a uma tendéncia de diminuicao dos teores de lisina e lisina na proteina a medida
que aumenta a extensdo dos teores translucidos no endosperma. Por isso, seria
justificavel tentar induzir mutacao para endosperma translicido rico em lisina,
expediente recomendado apenas nos casos em que a exploragio da variabilidade
genética natural néo é eficiente (12). Em um relatério da PURDUE UNIVERSITY
(18) ha uma referéncia sobre experimentos em que foram utilizados os mutagé-
nicos quimicos alquilantes etil-metanossulfonato (EMS) e dietilsulfato (DES). En-
tretanto, nenhum dos mutantes para endosperma isolados se mostrou promissor.
LEITE (9) irradiou sementes de uma linhagem de milho opaco-2 com diferen-
tes doses de radiacdo gama e tratou sementes de uma variedade opaco-2 com
EMS em varias concentracoes. Nas geracdes de sementes R3 e M3 dos experimen-
tos com radiacdo gama e EMS, respectivamente, foram produzidos endospermas
translicidos. Determinar o tipo de heranca da translucidez nessas sementes e ava-
liar os teores de lisina e proteina na descendéncia dessas sementes constituiram

0s objetivos deste trabalho.

2. MATERIAL E METODOS

LEITE (9) irradiou sementes da linhagem de milho ‘183 opaco-2’, de endosper-
ma amarelo, com varias doses de radiacao gama; na mesma época, tratou semen-
tes da variedade ‘Opaco-2 Colombiano’, de endosperma branco, com o mutagéni-
co alquilante EMS, em varias concentracoes. As sementes R] e M) originaram
plantas que foram autopolinizadas sucessivamente, até as geracdes de sementes
R3 e M3. Foram utilizadas 36 espigas R2 da linhagem ‘183 opaco-2’ obtidas por
LEITE (9), as quais produziram de 1 a 25 graos completamente translicidos ou
com poucas (uma a trés) manchas opacas muito pequenas, totalizando 111 semen-
tes. Da variedade ‘Opaco-2 Colombiano’ fora utilizadas 20 espigas M2, que produ-
ziram, cada uma, de 1 a 39 graos translucidos com manchas opacas muito peque-
nas, num total de 119 sementes. As sementes translucidas amarelas produzidas
em espigas M2 nao foram utilizadas, por causa da possibilidade de contaminagio
com pdlen estranho.

As plantas oriundas de sementes R3 ou M3 foram autopolinizadas e cruzadas,
como macho, com plantas da linhagem ‘L Cip 1196 opaco-2 branco’, desenvolvida
pela SEMENTES AGROCERES S/A. O alto vigor apresentado por muitas plantas
foi considerado como evidéncia de contaminacio de espigas R2 ou M2 com pdlen
estranho; por isso, aquelas plantas nio foram utilizadas. As proporc¢oes fenotipi-
cas Translicido: Opaco foram testadas pelo teste X2 (23).

Retiraram-se amostras de, no maximo, 30 sementes, com endosperma transla-
cido, de espigas de plantas nao vigorosas, autopolinizadas, provenientes de se-
mentes R3. Como essas plantas segregaram quantidade insuficiente de sementes
com endospermas uniformemente opacos, removeram-se amostras de endosper-
mas parcialmente translucidos (opacos modificados) para servirem de controle. As
sementes foram dissecadas e, nos endospermas com pericarpo, foram determina-
dos os teores de proteinas, pelo método semimicro Kjeldahl (1), e os teores de lisi-
na, pelo método colorimétrico do TNBS (acido trinitrobenzeno sulfénico), descrito
por ESTEVAO et alii (6).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

As segregacoes Translicido: Opaco, obtidas da autopolinizacdo de plantas
provenientes de sementes R3 completamente translicidas e do cruzamento des-
sas plantas com opaco-2, ndo diferiram, respectivamente, das proporgoes espera-
das, 3:1 e 1:1, 4 excecdo do cruzamento da planta 151-4 (Quadro 1). Entretanto, o
desvio significativo, nesse caso, pode ser explicado pelo pequeno nimero de se-
mentes e pela eliminacdo das sementes podres, cuja maioria poderia ser opaco-2,
em consequiéncia de sua maior susceptibilidade a muitas doencas (14). Esses resul-
tados sdo coerentes com a suposicdo de que o alelo normal O9 é responsavel pela
translucidez nos endospermas R3. CASPAR e SINGLETON (3) relatam a inducéo
de mutacio génica por radiacdo gama, mas a possibilidade de reversao induzida
(og — O2) nas sementes R pode ser descartada, pois 9 das 15 plantas descen-
dem do controle, isto é, semente R] nio irradiada (Quadro 1). Além disso, nao
houve segregacéio 3:1 nas espigas R2 obtidas por LEITE (9), nas quais as sementes
R3 translicidas foram produzidas. A reversdo espontanea em plantas Rg também
é improvavel, pois a freqiiéncia de endospermas R3 translicidos é muito elevada
em relacdo a taxa de uma mutacio de normal para opaco-2 por 300.000 gametas
femininos (7). Outra possibilidade seria a contaminacéo de espigas Rg com pdlen
estranho. Entretanto, o pouco vigor das plantas originadas dessas sementes difi-
culta essa explicagdo, pois, no caso de contaminacéo, seria esperado vigor maior
que o apresentado usualmente pela linhagem. Portanto, a origem do alelo normal
O9, nessas sementes, permanece sem explicacéo conclusiva. Para facilitar a inter-
pretacio dos resultados em experimentos dessa natureza, seria aconselhavel a uti-
lizacdo de linhagem opaco-2 de endosperma branco (recessivo). Assim, as conta-
minacoées seriam identificadas pelo fen6tipo amarelo (dominante) do endosperma
ou, quando isso nao fosse suficiente, pela produgio de plantas fenotipicamente di-
ferentes das da linhagem.

No Quadro 2 estdo relacionados os teores de lisina, proteina e lisina na protei-
na em amostras de endospermas transliicidos produzidos pela autopolinizacio
das plantas listadas no Quadro 1. Os dados mostram que os endospermas transla-
cidos nio tém teores de lisina e lisina na proteina tao elevados quanto os verifica-
dos no controle, que foi constituido de endospermas opaco-2 modificados. De mo-
do geral, a porcentagem de proteina na amostra foi superior nos endospermas
translicidos. A reducao dos teores de lisina e de lisina na proteina com o aumento
da vitreosidade do endosperma opaco-2 foi também constatada por outros autores
(17, 19, 20, 24).

As sementes R3 e M3 translicidas, mas com manchas opacas muito pequenas,
originaram plantas gue, quando autopolinizadas ou cruzadas com opaco-2, produ-
ziram apenas endospermas uniformemente opacos efou opacos modificados.
Como parte dessas sementes R3 ou M3 sdao provenientes das sementes R1 ou M1
que serviram de controle, isto é, ndo foram irradiadas ou tratadas com EMS, po-
de-ser concluir que sua translucidez quase completa nio foi induzida. Além disso,
LEITE (9) obteve endospermas da linhagem ‘183 opaco-2' quase completamente
translicidos, mas o alto grau de modificacdo do fen6tipo opaco-2 nao se manteve
na descendéncia. Portanto, deve haver, na linhagem e variedade utilizadas, siste-
mas genéticos desconhecidos que modificam drasticamente a expresséo do alelo

02.
4. RESUMO

Sementes com endosperma completamente vitreo, translucido ou com peque-
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QUADRO 2 - Médias dos teores de lisina (L), proteina (P) e 1i-
sina na proteina (L/P) em amostras de endospermas
completamente transliicides, obtidos da autofecunda-
cao de plantas provenientes de sementes translici -
das de espigas RZ

Planta L $P $L/P
117-3 0,121 8,08 1,50
121-2 0,142 11 7T 12l
121-5 0,120 10,24 1,18
121-6 0,120 9,64 1,24
122-1 0,127 11,83 1,06
146-1 0,119 11,82 1.,/01
146-2 0,122 11,19 1,09
148-1 0,123 1139 1,08
148-2 0,122 10,73 114
149-1 0,126 11,11 1,13
151-4 0,120 8,30 1,44
153-1 0,127 12,49 1,02
154-2 0,144 11,89 1,21

Op. Mod.1l/ 0,192 9,36 2,09

+ 0,023 + 1,52 + 0,40

1/ Controle constituido pela média das médias de amostras de

endospermas opacos modificados com até 30% de setores trans-

lticidos, classificados v15ualmente. retiradas de plantas
provenientes de sementes translicidas de espigas R2

nas e poucas manchas opacas foram obtidas de plantas provenientes de sementes
homozigdticas para o gene opaco-2 tratadas ou nao com radiacdo gama e etil me-
tanossulfonato.

As segregacoes Translucido: Opaco obtidas da autopolinizacao ou do cruza-
mento de plantas provenientes de sementes completamente translicidas indica-
ram que 0 alelo normal O9 foi responsavel pela translucidez total das sementes.
Os teores de lisina dos endospermas translicidos foram semelhantes aos teores
encontrados em endospermas de milho normal.

As plantas derivadas de sementes translucidas, porém com pequenas e pou-
cas manchas opacas no endosperma, produziram apenas sementes opacas ao se-
rem autopolinizadas ou cruzadas com a linhagem opaco-2.

Os resultados deste trabalho permitem concluir que: (a) a mutacéo induzida
néo parece constituir um método promissor para a obtencao de milho opaco-2 de
endosperma translicido, com alto teor de lisina, e (b) ha sistemas genéticos desco-
nhecidos que modificam drasticamente a expressao do gene opaco-2.
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5. SUMMARY

From experiments in which opaque-2 maize seeds were treated with gamma
rays and ethil methanesulfonate, and their respective untreated controls, seeds
with hard, vitreous endosperms were obtained. Some of these were completely
vitreous, with no evidence of opaque endosperm tissue. Others had very small and
few (one to three) areas of opaque tissue. Plants derived from completely vitreous
endosperm seeds were self pollinated and crossed to an opaque-2 inbred. The
segregation of vitreous to opaque seeds indicated that the normal allele at the
opaque-2 locus was responsible for the vitreousity of the endosperm. Lysine
content of the vitreous endosperm was comparable to that of normal endosperms.
Plants derived from vitreous seeds with few and tiny spots of opaque tissue pro-
duced, upon selfing or crossing to the opaque-2 inbred, only opague-2 seeds.

It is concluded that: (a) induced mutation may not be an effective tool to
obtain vitreous opaque-2 endosperm with high lysine content; and, (b) there are
unknown genetic systems which severely modify the expression of the opague-2
gene.
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