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1. INTRODUCAQ

MERTZ et alii (7) descobriram que o gene opaco-2 altera a composicéo ami-
noacidica do endosperma do milho (Zea mays L.), aumentando os teores de lisina
e triptofano, através da reducéo do teor de zeinas, proteinas pobres nos referidos
aminoacidos. A repressdo da sintese de zefnas foi apontada por DALBY (3). MOS-
SE et alii (9), MURPHY e DALBY (10) e SODEK e WILSON (12) como o principal
efeito do gene opaco-2, acarretando um aumento relativo das outras classes de
proteinas.

Segundo LEE el alii (6), a zeina contém seis subunidades, predominando as
fragoes zeina 1 e zefna 2. Essas duas subunidades tém, 4 excecio da metionina,
composicoes aminoacidicas semelhantes: ambas sfo ricas em acido glutamico,
prolina e leucina e pobres em lisina. Conforme MOSSE et alii (9) e SODEK e WIL-
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SON (13), o gene opaco-2 causa uma drastica reducao na sintese da zeina 1, afetan-
do muito menos a zeina 2. Similarmente, CARVALHO (2) verificou uma expressi-
va repressao da sintese das fracoes zeina 1 e zeina 2, especialmente da primeira.
nos endospermas opacos, com maior intensidade na sua porcao inferior.

MOSSE et alii (9) e SODEK e WILSON (13) também evidenciaram um efeito
secundario do gene opaco-2, qual seja, substancial elevacio do teor de aminoaci-
dos livres no endosperma do milho.

O objetivo do presente trabalho foi estudar, comparativamente, o teor e a
composicdao aminoacidica da fracao protéica e da fracao nitrogenada soltivel na
metade inferior e superior do endosperma e no germe, durante o desenvolvimento
dos graos de uma linhagem de milho normal e de sua versao opaca.

2. MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se no experimento as versoes normal (+/+) e opaco-2 (02/02) da li-
nhagem de milho n. 869 (dentada), cultivadas em 1979 por CARVALHO (2), que co-
letou as espigas aos 21, 28, 35, 42, 49 e 60 dias apos a polinizacao, armazenando-as
em congelador, a —20°C.

Das espigas mais uniformes de cada versao foram destacados, da regiao me-
diana, 100 (espigas de 21 dias) e 60 graos (demais épocas). A remocao do pericarpo
e do germe e a divisdo do endosperma foram efetuadas nos graos ainda congela-
dos. O endosperma inferior continha a regido proxima do pedicelo.

As amostras assim formadas sofreram trituracdo em almofariz gelado (amos-
tras de 21 a 35 dias) ou em moinho de facas, refrigerado a - 5°C (amostras de 42 a
60 dias), sendo, a seguir, transferidas para placas de Petri e secas por lLiofilizagdo.
Procedeu-se, entao, ao seu desengorduramento através de trés extragoes sucessi-
vas com hexano, a 4°C (duas de duas horas e uma a noite), com agitacao continua,
usando-se 10 volumes do extrator por um volume da amostra. Apos a remogao dos
extratos por aspiracdo, o hexano residual foi eliminado por jato de ar, & tempera-
tura ambiente, e 0 material foi armazenado em dessecador a vacuo, até sua poste-
rior utilizacao.

Para a determinacéo da composi¢ao aminoacidica total das diferentes partes
do grao, amostras de 30 a 50 mg do material liofilizado foram hidrolisadas com 5,0
ml de HCI 6N, sob atmosfera de N3, emn ampolas de vidro seladas, a 110°C, durante
24 horas. Apds evaporacao a vacuo dos hidrolisados, a 45°C, dissolveram-se os re-
siduos em 2,0 ml de tampao de citrato de sodio 0,2N, pH=22, o qual continha nor-
leucina como padrao interno. Na andlise quantitativa dos aminoécidos, aplicou-se
a técnica da cromatografia de troca ionica, segundo SPACKMAN et alii (15), num
Analisador de Aminoacidos BECKMAN, modelo 121.

A fracdo aminodcidos livres foi extraida de 100 mg das amostras liofilizadas,
as quais sofreram agitacdo com 1,0 ml de NaCl 05N, a 4°C, durante 30 minutos,
conforme o método de LANDRY e MOUREAUX (5). Seguiram-se a centrifugacao
da suspenséao obtida a 2.000 x g, sob refrigeragédo, durante 15 minutos, e a remocéo
quantitativa do sobrenadante, cujo volume foi completado até 50 ml. As albumi-
nas e as globulinas foram, entao, removidas de aliquotas de 25 ml dos extratos,
por precipitacao em meio de TCA, a 5%. Apos repouso de 12 horas, a 4°C, proce-
deu-se a uma centrifugacio, a 11.000 x g, durante cinco minutos, sob refrigeracao.
Seguiram-se duas lavagens dos precipitados protéicos com 2,0 ml de TCA, a 5%,
evaporacio a viacuo dos sobrenadantes combinados e dissolugdo dos residuos em
6,0 ml de agua destilada.

Os extratos desproteinizados foram divididos em duas aliquotas iguais de 3,0
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ml, submetendo-se uma delas a hidrdlise, em meio de HCI 1N, em estufa, a 110°C,
durante trés horas, conforme recomendacao de SODEK e WILSON (12), para con-
verter a glutamina e a asparagina em acido glutamico e acido aspartico, respecti-
vamente. As duas aliquotas dos extratos (hidrolisada e nao-hidrolisada) foram, en-
tao, processadas e analisadas como anteriormente descrito para os hidrolisados
protéicos.

Os teores dos aminoéacidos protéicos foram obtidos por diferenca entre os teo-
res dos aminoéacidos totais e dos aminoécidos livres. Na avaliacdo da quantidade
de proteinas de cada amostra, expressa com base no N protéico, somaram-se os
conteudos de nitrogénio dos residuos dos aminoécidos protéicos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Contelido protéico e composi¢cao aminoacidica das proteinas das partes
do grdo de milho

As partes inferior e superior do endosperma normal, de modo geral, sempre
contiveram maiores quantidades de proteinas durante o desenvolvimento do
grao, em relacio ao endosperma opaco-2, ao passo que tendéncia inversa foi obser-
vada para os germes (Figura 1). CARVALHO (2), trabalhando com ¢ mesmo mate-
rial vegetal, mostrou que a maior causa das diferencas encontradas nas duas par-
tes do endosperma foi a repressao da sintese das zeinas, notadamente da zeina 1,
nos endospermas opacos. Ja a superioridade protéica dos germes opacos sobre os
normais resultou, em grande parte, de um maior acimulo de albuminas e globuli-
nas, como evidenciado pelo mesmo autor.

Entre os 42 e os 49 dias ap6s a antese, ocorreu um decréscimo da quantidade
de proteinas nas duas partes dos endospermas, especialmente dos normais. Daf
em diante, até o final da maturacéao, somente os endospermas superiores conti-
nuaram a acumular proteinas. INGLE et alii (4), trabalhando com endospermas
normais inteiros, mostraram, nessa fase, uma estabilizacfo, seguida de incremen-
to da sintese protéica. A Figura 1 indica, ainda, que a sintese de proteinas parece
terminar mais cedo na regido inferior do endosperma.

Na Figura 2, verifica-se que, praticamente em todas as fases do desenvolvi-
mento do grao, as quantidades de lisina foram sempre maiores nos endospermas
opacos, 0 mesmo ocorrendo com o dcido glutamico, prolina e leucina nos endos-
permas normais. Essa tendéncia diferencial esta de acordo com as observacoes, de
NELSON et alii (11), BATES (1) e SODEK (14), de serem as zeinas mais abundan-
tes nos endospermas normais, pobres em lisina e mais ricas em acido glutamico,
prolina e leucina que as demais fracoes protéicas. As maiores diferencas ocorre-
ram na regido inferior do endosperma, compativeis com a maior reducio da sinte-
se de zeinas nessa regiao, verificada por CARVALHO (2).

A identidade de formato das curvas de variacao dos trés aminodcidos abun-
dantes nas zeinas e das proteinas (Figura 1) sugere que a queda do contetido pro-
téico ocorrida entre os 42 e os 49 dias apods a polinizagéo resultou, em boa parte, de
uma degradacao das zeinas, embora CARVALHO (2) s6 tenha verificado queda
significativa da quantidade de zeinas na regifo inferior dv endosperma normal, no
mesmo periodo.

Quanto a composicao percentual dos aminoacidos nas proteinas do endosper-
ma, a contribuicdo da lisina foi sempre maior nas duas regiées do endosperma
opaco do que nas suas correspondentes normais, ocorrendo um diferencial mais
elevado na regido inferior (Figura 3). Os altos valores observados aos 21 dias ap6s



VOL.XXXIV,N.0196,1987 581

(ES)

o= . | = :
O 2 28 3542 49 60 O 21 28 3542 49 60 O 28 35 42 49 60
Dias apos a polinizagdo

FIGURA 1 - (A-C). Conteudo de proteinas na regiao superior(ES)
e inferior (EI) do endosperma e no germe (G)
de sementes de milho normal (—) e opaco-2
(---), durante o seu desenvolvimento.

a antese sao compativeis com a verificacao de CARVALHO (2) de que, nessa épo-
ca, as zeinas praticamente inexistern no endosperma, predominando as albumi-
nas, proteinas ricas nesse aminodcido.

O acido glutamico apresentou comportamento atipico, somente predominan-
do nas duas regiées do endosperma normal apés os 42 dias da polinizacéao. Consi-
derando que os dados da literatura, consubstanciados nos trabalhos de MERTZ et
alii (7), NELSON et alii (11), MISRA et alii (§) e SODEK (14), referem-se ao endos-
perma maduro, pode-se admitir que, durante os estadios iniciais de desenvolvi-
mento do grio, determinada fragdo protéica possa ter variado nido apenas em
guantidade, mas também em composicao aminoacidica.

Embora a prolina tenha, de modo geral, apresentado a tendéncia esperada, foi
a leucina que, em termos de contribuicao percentual, ao apresentar ampla supre-
macia nas duas regides do endosperma normal, melhor indicou a sintese diferen-
cial das zeinas nos dois tipos de milho.

3.2. Conteudo e composicao da fracao aminodcidos livres

As diferentes partes dos graos opaco-2 sempre contiveram maiores quantida-
des de aminoécidos livres, em relacéo aos graos normais (Figura 4). Nas duas re-
gides do endosperma opaco, aos 60 dias ap6s a antese, as quantidades encontra-
das superaram mais de 20 vezes as dos seus correspondentes normais, confirman-
do o efeito secundirio do gene opaco-2, relatado por MOSSE et alii (9) e SODEK e
WILSON (12). Esse acumulo, provavelmente, resultou de uma menor demanda de
aminoécidos livres, em decorréncia da reducéo da sintese protéica, especialmente
das zeinas (Figura 1).

Os germes opacos, na maturacdo do grao, acumularam sete vezes e meia mais
aminoacidos livres do que os normais. Esse acimulo pode ter-se originado, pelo
menos em parte, da migracdo de aminodcidos livres da regifdo inferior do endos-
perma, cuja fracdo aminoacidica declinou sensivelmente nos tultimos estadios de
desenvolvimento do grao (Figura 4).

As tendéncias opostas de variacdo das curvas dos aminodcidos livres e das
proteinas (Figura 1 e 4), nas duas partes dos endospermas normais, sugerem uma
substancial utilizacdo dos aminoacidos na sintese de proteinas de reserva, quase
esgotando o «<pool» desses compostos ao avizinhar-se a maturacéo, indicando um
possivel corte no suprimento de aminodcidos através do pedicelo. Por outro lado,
o paralelismo das mesmas curvas nas duas partes dos endospermas opacos evi-
denciou uma correlacio positiva entre os dois parametros e grande excesso de
aminodcidos livres, relativamente a sua demanda para uma sintese protéica mais

reduzida.
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sementes de milho normal (—) e opaco-2
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FIGURA 4 - (A-C). Aminoacidos livres totais na regiao superior
(ES) e inferior (EI) do endosperma e no ger-
me (G) de sementes de milho normal (—) e

opaco-2 (---), durante o seu desenvolvimen-
to.

Tanto as quantidades como os teores dos aminoacidos livres individuais
variaram muito durante o desenvolvimento das diferentes partes do grao (Figuras
5, 6, 7 e 8). Tal variacéo ja tinha sido observada por LANDRY e MOUREAUX (5),
20 analisarem o grao inteiro do milho normal. De modo geral, as tendéncias obser-
vadas de alguns aminodcidos coincidem com as encontradas por esses autores, co-
mo queda dos teores de alanina e glutamina e elevagio dos niveis de lisina, proli-
na, 4dcido aspartico e asparagina (Figura 7 e 8).

Conforme SODEK e WILSON (12), na maturacéo, a soma dos teores de acido
aspdrtico, asparagina, Acido glutamico e glutamina constitui cerca de 65% da fra-
¢ao aminoacidos livres no milho normal e 70% no opaco. No presente estudo, os
valores encontrados foram de 57% e 76% no endosperma superior e de 50% e 72%
no endosperma inferior do milho normal e opaco-2, respectivamente. Nos germes
dos dois tipos de milho, a prolina, seguida de asparagina, predominou ampla-
mente sobre os demais aminoacidos no final do desenvolvimento do gréo, consti-
tuindo mais de 50% da fragdo aminoacidos livres (Figuras 7 e 8).

A quantidade de lisina livre nas duas regides do endosperma foi, em geral,
maior na versio opaco-2. Como o milho normal sintetizou, nas duas partes do en-
dosperma, mais proteinas que o opaco (Figura 1) e como o diferencial protéico re-
sultou, essencialmente, da repressdo da sintese das zeinas no mutante, segundo
CARVALHO (2), a maior disponibilidade de lisina livre no endosperma pode ser
atribuida a um maior influxo do aminoicido na semente e, ou, a uma maior taxa
de sintese no endosperma. No germe, a superioridade em lisina da versiao opaco-2
foi flagrante, notadamente no grao maduro, no qual a relacao obtida foi de quase
20:1. A contribuigdo molar da lisina a fracdo aminoacidos livres das duas partes
do endosperma foi sempre superior na versao normal. Tal fato, embora em desa-
cordo com os dados de SODEK e WILSON (12), pode ser racionalizado em termos
de menor demanda do aminoécido para a sintese das proteinas dos endospermas
normais, mais ricas em zeinas e, conseqgiientemente, mais pobres em lisina. No
germe opaco-2, o teor de lisina cresceu continuamente com o tempo, ao contrario
do observado no germe normal, chegando a atingir mais de 10% da fracéo aminoéa-
cidos livres, numa base molar, na maturagio do grao.

Verificou-se maior acimulo de prolina livre nos endospermas opacos, prinei-
palmente na sua regifo inferior, durante o desenvolvimento do grao (Figura 6 D-E).
Isso pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo menor grau de utilizagao do
aminoacido, em face da repressio da sintese de zeinas, nas duas regioes do endos-
perma, a qual, conforme CARVALHO (2), é mais intensa na parte inferior, uma vez
que, segundo SODEK (14), as zefnas sdo mais ricas em prolina do que as albumi-
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FIGURA 5 - (A-L).

Dias apds a polinizagdo

Quantidade de acido aspartico, asparagina,
acido glutamico e glutamina livre na regiao
superior (ES) e inferior (EI) do endosperma
e no germe (G) de sementes de milho normal
(—) e opaco-2 (---), durante o seu desen-

volvimento.
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FIGURA 6 - (A-L).
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nas, globulinas e glutelinas. O germe opaco mostrou intensa acumulacao de pro-
lina livre dos 49 aos 60 dias apds a polinizacgao, coincidentemente com grande acu-
mulo de aminoacidos livres (Figura 4) e, de acordo com CARVALHO (2), de sintese
de globulinas, proteinas pobres no aminoacido. E provavel que, nessa etapa final
do desenvolvimento do grao, tenha ocorrido substancial fluxo de aminoacidos li-
vres do endosperma inferior opaco para o germe e aciimulo de prolina livre, em fa-
ce de sua baixa utilizacdo metabdlica. A contribuicdo da prolina para a fracao
aminoacidos livres tendeu a ser maior nas trés partes do milho normal, possivel-
mente como reflexo da variacao dos demais aminodcidos (Figura 8 D-F).

A quantidade de acido glutamico e de glutamina (Figura 5 G-L), notadamente
de amida, revelou-se nitidamente superior nas trés partes do milho opaco-2. Em
termos de contribuiciao percentual, a superioridade do opaco-2 ocorreu apenas no
caso da glutamina (Figura 7 J-L). Tal tendéncia poderia ser explicada como uma
consequiéncia da repressao da sintese de zeinas no endosperma opaco, as quais
sao particularmente ricas em acido glutamico (amida incluida).

As diminutas quantidades de leucina na fracao aminodcidos livres (Figura
6 J-L) comprovam a observacao, de SODEK (14), da pequena contribuiciao de ami-
noécidos, cuja biossintese requer rotas metabdlicas longas.

4. RESUMO

Realizou-se um trabalho para determinar os efeitos qualitativos e quantitati-
vos do gene opaco-2 sobre os amino4acidos protéicos e livres na metade superior e
inferior do endosperma e nos germes, durante o desenvolvimento do grao de mi-
lho, utilizando-se as versoes normal e opaco-2 da linhagem n. 869.

O menor acumulo de proteina nas duas regiées do endosperma opaco, notada-
mente na inferior, pode ser atribuido & repressiao da sintese das zeinas. O maior
contetdo protéico, contudo, ocorreu nos germes opacos.

As quantidades e os teores de lisina nas proteinas do endosperma foram, em
geral, maiores na versao opaca, e os de dcido glutamico, prolina e leucina na ver-
sao normal, em consonancia com os teores desses amino4cidos nas zeinas. A leuci-
na constituiu-se no melhor indicador da sintese diferencial das zeinas nos dois ti-
pos de milho.

Nas trés partes do grao ocorreu ampla superioridade dos aminoacidos livres
no milho opaco. As tendéncias opostas das curvas de varia¢cao dos aminoacidos li-
vres e das proteinas, nas duas partes do endosperma normal, sugerem uma inten-
sa utilizagéo dos primeiros na sintese protéica; o seu paralelismo na versiao opaca
evidenciou uma certa independéncia entre o acumulo de aminoacidos e a sua uti-
lizacdo metabdlica.

Tanto as quantidades como o0s teores dos aminoacidos livres individuais va-
riaram acentuadamente durante o desenvolvimento dos endospermas. Nos endos-
permas maduros, o dcido aspartico, o dcido glutdmico e suas amidas predomina-
ram; nos germes, a prolina, seguida da asparagina.

As maiores quantidades de lisina livre ocorreram nas duas partes dos endos-
permas opacos, os maiores teores, contudo, pertenceram a versao normal, possivel
reflexo de uma menor demanda para a sintese das proteinas do endosperma, ricas
em zeinas. O maior actumulo de prolina, acido glutamico e glutamina nos endos-
permas opacos pode ter resultado da repressao da sintese das zeinas, proteinas
ricas nesses aminoacidos.
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5. SUMMARY

(DIFFERENTIAL EFFECT OF OPAQUE-2 GENE ON FREE AND PROTEIN
AMINOQACID LEVELS IN DIFFERENT PARTS OF CORN GRAIN
(Zea mays L.) DURING ITS DEVELOPMENT)

The effects of opaque-2 gene on the levels of free and protein amino acids in
the upper and lower halves of endosperm and in the germ, during grain deve-
lopment, were studied by using the normal and opaque-2 versions of corn line 869.

The lower protein accumulation in the two regions of opaque-2 endosperms,
especially in the lower one, can be attributed mostly to the repression of zeins syn-
thesis. Opaque-2 germs were, however, richer in proteins than the normal ones.

In general, the higher levels of lysine in the endosperm proteins were found in
the opaque version and those of glutamic acid, proline and leucine, in the normal
one; this was consistent with zeins poorness in lysine and richness in the other
amino acids. Leucine best showed the differential synthesis of zeins in the two
types of endosperms.

The amounts of free amino acids were much higher in the three parts of opa-
que-2 grain. The pool size of free amino acids and the protein amounts in both re-
gions of normal endosperms were inversely related, but in the opaque-2 version
both showed the same behavior of variation. The levels of individual free amino
acis changed markedly during grain development. In the mature grain, aspartic
acid, glutamic acid and their amides predominated in both kinds of endosperms,
and proline, followed by asparagine, in the germs.

Higher free lysine amounts were found in the opaque endosperms; the higher
lysine content, however, appeared in the normal ones, a possible effect of a lower
demand of the amino acid for the synthesis of endosperm proteins, richer in zeins.
The greater accumulation of proline, glutamic acid and glutamine in the opaque
endosperms could be due to the reduced synthesis of zeins, which are rich in these
amino acids.
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