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FIGURA 27. Representagio esquemstica das gels de agarcse utiliza-
das na scparagiio dos antfgenos. CNPMS, Sete Lagoas,
MG. 1986.

CARACTERIZAGCAO IMUNOELETROFORETICA DE
ESPECIES E RACAS FISIOLOGICAS DE Azospirillum

Um grande nimero de trabalhos estdo sendo desenvol-
vidos com o objetivo de estudar fixagOes biologicas de N por
microorganismos associados com rafzes de gramineas. Uma
das maiores dificuldades nesse estudo estd na caracterizacio
dos diversos microorganismos envolvidos nessas associagoes.
Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a possibilidade
de utilizacdo de técnicas de imunoeletroforese na identifica-
¢do de espécies e ragas fisiologicas de Azospirillum, bacté-
rias responsiveis pela fixagdo de quantidades significativas
de N em associagOes com rafzes de varias gramineas.

A bactéria utilizada como fonte de antigeno para pro-
dugdo de anticorpos foi A. brasilense 245, multiplicada em
meio-de-cultura liquido, sendo concentrada e purificada atra-
vés de centrifugagOes diferenciais. Os anticorpos foram pro-
duzidos em coelhos. A separagdo dos diferentes antigenos
foi feita por eletroforese, em GELS de 1% de agarose con-
tendo anticorpos na sua porgao superior, de acordo com es-
quema apresentado na Figura 27.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura
28. Como pode ser observado nos padroes de precipitagao
obtidos, existe uma consideravel heterogeneidade antigéni-
ca entre géneros, espécies € mesmo entre ragas fisiologicas
de uma mesma espécie. Assim, anticorpos produzidos contra
antfgenos dessas bactérias podem vir a ser utilizados como-
sondas biol6gicas especfficas para identificagdo e caracteriza-
¢do dessas bactérias, bem como sondas para monitorar aati-
vidade das mesmas na rizosfera de plantas hospedeiras. -
Edilson Paiva, M0nica E. Carvalho, Maria J.V.V.D.Peixoto
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FIGURA 28. Separagio imunoeletroforética de antigenos de diferentes
gtneros, espécics ¢ ragas fisiologicas de bactérias que fi-
nmNﬁema-ocagSoeomgnmInmCNPMS,Sewh-

SELECAO DE PROGENIES DE MILHO DOCE DE
ALTO VALOR NUTRITIVO ATRAVES DE TECNICAS
ELETROFORETICAS

As protefnas encontradas no endosperma do grdo de
milho podem ser divididas em quatro classes, de acordo com
sua solubilidade: albuminas, globulinas, prolaminas e gluteli-
nas. As prolaminas, também conhecidas como zefnas, sdo
as protefnas mais abundantes, chegando a atingir até 60%
da proteina total do endosperma. Entretanto, as zefnas apre-
sentam um baixo valor nutricional, pois sdo deficientes em
amino4cidos essenciais, principalmente lisina e triptofano.
Técnicas de fracionamento de protefnas e técnicas eletroforé-
ticas t€ém mostrado que h4 mudangas no teor e no tipo de
zefnas quando se comparam graos de milho normal, de bai-
x0 valor nutritivo, com graos de milho contendo genes mu-
tantes (Opaco 2, "floury” 2 etc.), com teores elevados de lisi-
na e triptofano.

O objetivo deste trabalho foi utilizar padroes protéicos
especificos das zeinas, obtidos através de técnicas eletroforé-
ticas, como ferramentas de auxflio & selegdo em um progra-
ma de melhoramento genético de milho doce de alto valor
nutritivo.

A variedade de milho doce BR 400, portadora do Ge-
ne Brittle-1 (alto teor de agGcar e protefna com elevados nf-
veis de lisina e triptofano) foi cruzada com a populagio
CMS 456 de ampla base genética, portadora do gene Opa-
co-2 associado a genes modificadores de endosperma. Plan-
tas da geragdo F, foram autofecundadas e, de cada espiga,
foram separados, utilizando um diafanoscOpio, griios nor-
mais com constituigdo genotfpica (O, O, Bt -). Esses griios
opacos com endosperma normal (O, O, bt, bt, ) foram plan-
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FIGURA 29. Padr6es protéicos de dez progénies de constituicio genotf-
pica 0202btibt: e fenétipo doce nfo opaco, obtidos por
eletroforese em gel de acrilamida. As letras nas colunas
classificam as progénies em trés grupos, de acordo tom o
padriio protéico das zefnas. CNPMS, Sete Lagoas, MG. 1987.

tados e as plantas resultantes autofecundadas. Dessa autofe-
cundacdo foram separadas 48 progé€nies com constituicdo
genotipica (O,0,btbt) e fen6tipo doce (Brittle 1) ndo opaco,
resultante da presenga de modificadores de endosperma pa-
ra 0 Gene Opaco-2 Dessas progénies fo-ram retiradas amos-
tras (pequenos pedagos do endosperma dos graos), as quais
foram submetidas a andlises eletroforéticas e anélises quanti-
tativas de lisina e triptofano.

Como pode ser observado na Figura 29, houve variabi-
lidade entre as progénies quanto ao tipo € quantidade de ze-
fnas presentes no endosperma dos graos. Assim, baseando-
se no padrdo eletroforético das  zefnas, foi possivel reunir
as progénies em trés grupos distintos: grupo a - Progénies
que apresentaram baixos teores de Y zefna (peso molecular
27 kD); grupo b - Progénies que apresentaram quantidades
equivalentes de Y e 0.zefnas (pesos moleculares 27, 21 e 19
kD, respectivamente); grupo ¢ - Progénies com altos teores
deY zefna e baixos teores deozefnas (Figura 29).

Anilises quantitativas mostram que os teores de lisina
e triptofano foram mais altos nas progénies classificadas co-
mo grupo ¢, ou seja, aquelas que apresentaram altos teores
dey zefna e baixos teores de O zefnas (Quadro 138). A per-
centagem de lisina e triptofano na protefna do endosperma
das progénies do grupo foram semelhantes aquelas encontra-
das nos progenitores (BR 400, CMS 456). As progénies dos
grupos a e b apresentaram baixos teores de lisina e triptofa-
no',cbmpaﬂveis aos de um milho comum (BR 106) utiliza-
do como testemunha (Quadro 138).

Os resultados mostraram que padroes protéicos das ze-
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fnas, obtidos através de técnicas eletroforéticas, podem ser
empregados com sucesso como sondas biologicas em progra-
mas de melhoramento de milho de alta qualidade protéica.
- Edilson Paiva, Sidney N. Parentoni, Walter A. Rodrigues,
Maria José V.V.D. Peixoto, Elto E.G. Gama.

QUADRO 138. Padroes eletroforéticos, percentagens de protefna’ to-
tal do endosperma e percentagens de lisina e triptofa-
no nessa protefna. CNPMS. Sete Lagoas, MG, 1987.

Progénies/ Padrfo  Protefna total Lisina  Triptofano
Cultivares eletroforético do na na
(zefnas)Y e0') (%) protefna  protefna
(%) (%)
Grupo a 153 19 0,39
Grupo b 15,9 19 0,38
Grupo ¢ 14,6 31 0,68
BR 400 135 31 0,68
CMS 456 124 31 0,69
Doce Opaco 12,6 50 1,16
CMS 20 Opaco 86 41 0,92
BR 106 86 15 0,28
! Médias de 3 ou mais repetighes.

CONTEUDO E DISTRIBUIGAO DE GAMA-ZE{NA
NO ENDOSPERMA DE GRAOS DE MILHO

Como ja € conhecido, a baixa qualidade nutritiva do
milho para alimentagido de seres humanos € outros animais
monogastricos € devido a pequena quantidade de lisina e trip-
tofano presente na fragdo prot€ica do endosperma denomi-
nada zeina. Mutantes como opaco-2 € outros apresentam re-
dugdes no teor das zefnas com um aumento de outras fra-
¢Oes protéicas mais ricas em lisina e triptofano, resultando
num grao de alto valor nutritivo. Entretanto, esses mutantes
apresentam caracteristicas agronOmicas indesejiveis, como
baixa produtividade, devido 2 diminuicdo da densidade dos
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FIGURA 30. Gel de acrilamida mostrando a distribuicio das diferen-
tes classes de Zefna no de duas cultivares
de milho. Colunass | ¢ 2 cultivar Blanco Dentado (QPM),
3 e 4 cultivar W64A (Normal). Colunas 1 ¢ 3 paric mais
dura, 2 ¢ 4 partc mais mole do endosperma. CNPMS, Se-
te Lagoas, MG. 1987.



