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Apresentacao

Esta publicagdo tem como objetivo revisar as principais
mutagdes espontaneas que provocam alteracdes no conteudo
de acucares na semente do milho. Estas mutagdes dao
origem ao que conhecemos hoje como milho-doce. Este tipo
de milho vem ganhando espaco no Brasil e seu consumo
tende a aumentar, a medida que um maior nimero de hibridos
com diferentes combinagdes de mutagdes e dosagens alélicas
aparegcam no mercado, atendendo as diferentes necessidades
do consumidor e das industrias alimenticias.

Antonio Alvaro Corsetti Purcino
Chefe Geral
Embrapa Milho e Sorgo
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Milho Doce: Origem de
Mutacdes Naturais

Sylvia Morais de Sousa

Maria Cristina Dias Paes

Flavia Franca Teixeira

Introducéao

O milho doce € originario de mutacdes espontaneas que foram
descobertas ha cerca de 100 anos. Estas mutacbes bloqueiam a
sintese de amido e levam ao acumulo de acucares, principalmente
a sacarose. Este tipo de milho é muito comum nos Estados Unidos,
entretanto mais recentemente vem ganhando espaco no Brasil,
impulsionado pelas industrias de conservas alimenticias. Variedades
de polinizacao aberta se tornaram disponiveis nos Estados Unidos
no século 19, no entanto, a maior parte das cultivares atualmente
utilizadas s&o hibridos.

A mutacgdo espontanea mais comum que leva o milho a acumular
cerca de duas vezes mais agucares se encontra no locus sugary
(su). Hoje, porém, outros mutantes tém sido usados para melhorar
a qualidade do milho doce, dentre elas as mutagdes mais comuns
sd0 as nos genes sugary enhanced (se) e shrunken-2 (sh2). Nessa
revisao serao apresentados mais detalhes de como o gréo do milho
pode ser afetado, e quais sdo as mutagdes mais comuns e suas
caracteristicas.
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O grao do milho

O principal produto resultante do cultivo de cereais é, sem duvida,
0 grao, apesar de caules e folhas serem utilizados para silagem.
Em termos botanicos, o grdo é uma cariopse, tipo de fruto em que
a parede da semente (testa) encontra-se fundida com a parede

do fruto (pericarpo) (LAZZERI; SHEWRY, 1993). O milho é uma
graminea de origem centro e sul-americana, pertencente a tribo
Andropogoneae, que engloba também o sorgo, o Trypsacum e o
Coix (CLAYNTON, 1973, 1983). A semente do milho € composta
basicamente de duas partes: o endosperma e o embrido (Figura
1). Eles sédo produzidos por meio de um processo de fertilizagdo
dupla, unica em plantas superiores (revisado por RUSSELL, 1992).
A fusdo de um nucleo espermatico com a célula-ovo origina o
zigoto que resulta no embrido. Ao mesmo tempo, uma segunda
célula espermatica funde-se com uma célula binucleada central que
resulta na origem do endosperma de natureza triploide (RUSSELL,
1992). = =

Aleurona (3n)
Endosperma (3n)

Embrido (2n)

Figura. 1. Representacao esquematica das principais partes que
compoem a semente madura de milho.

O endosperma apresenta fungdes diferenciadas em plantas
monocotiledéneas e dicotiledéneas. No primeiro grupo, o
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endosperma possui fungdo de armazenamento de nutrientes a
serem utilizados durante a germinagédo da semente e no inicio

do crescimento da nova planta. Na maioria das dicotiledéneas, o
endosperma assiste a embriogénese nutrindo o embrido apenas
nos estagios iniciais, sendo completamente assimilado durante o
processo. Os cotilédones, folhas formadas durante a embriogénese,
assumem a fungao de tecido de reserva de nutrientes a serem
utilizados durante o processo de germinacao (LOPES; LARKINS,
1993).

A embriogénese do milho resulta na formagéo do endosperma e do
embrido. Este ultimo é formado por uma estrutura cotiledonaria, pelo
escutelo e pelo eixo embrionario. A formacao do embrido ocorre em
duas fases, a primeira € o periodo de morfogénese inicial, quando
todos os tipos de tecidos e estruturas do embrido maduro estédo
sendo formados, e a segunda é quando ocorre a elaboragao e
deposicao de produtos de estoque (CLARK; SHERIDAN, 1988).

No milho, as paredes celulares do endosperma comegam a formar-
se no terceiro dia ap6s polinizagdo (DAP), completando-se no
quinto DAP, quando o tecido torna-se completamente celularizado

e uninucleado. O periodo de crescimento mais intenso do
endosperma ocorre de 8 a 13 DAP, com a ocorréncia simultanea

de divisdes celulares e aumento de volume das células. Com

12 DAP, o endosperma preenche a regido central da semente e
neste estagio a camada externa de células, a aleurona, encontra-
se completamente diferenciada. As divisbes celulares cessam na
regiao central do endosperma, e 0os nucleos iniciam um processo de
endoreduplicacao (duplicagdo cromossdmica sem mitose) que eleva
substancialmente o conteudo de DNA. No milho, de 10 a 20 dias
apos a polinizagcédo (DAP), o conteido de DNA aumenta de 3 vezes
para até 600 vezes o conteudo do genoma haploide (revisado por
SABELLI; LARKINS, 2009).

A camada celular mais externa do endosperma, a aleurona, é

11
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conservada durante os processos de maturagao e secagem

da semente. E um tecido formado por células morfolégica e
funcionalmente distintas das outras células do endosperma. Quando
as sementes comegam a germinar, estas células, estimuladas por
acido giberélico produzido pelo embrido, iniciam a producao de
enzimas hidroliticas. Estas enzimas catalisam a degradacao das
macromoléculas de reserva: amido, proteinas e DNA acumulados
durante o desenvolvimento do endosperma.

O endosperma do milho constitui a principal fonte de nutrientes para
a germinacéo do embrido. A maioria do carbono e do nitrogénio
utilizados nos estagios iniciais do desenvolvimento deriva de amido
e de proteinas de reserva que sdo conhecidas pelo nome de zeinas.
O conjunto destes produtos de reserva compde aproximadamente
90% do peso seco do endosperma maduro. A produgéo e o
acumulo de zeinas e de amido iniciam-se de 10 a 14 DAP nas
células da camada sub-aleurdnica. O acumulo de proteinas e

amido ocorre segundo gradiente crescente da regiao externa

para o interior, coincidindo com diversos eventos de diferenciacao
celular, provavelmente disparado por um rapido decréscimo na
razao entre os reguladores hormonais citocinina e auxina (LUR,;
SETTER, 1993). Na semente madura, o endosperma é diferenciado
em duas partes principais: o endosperma amilaceo e a camada de
aleurona. As células da regido central do endosperma acumulam
amido de forma abundante, e as regides periféricas sao mais ricas
em proteinas de reserva. No final da maturagéo da semente, o
endosperma amilaceo transforma-se num tecido mole e quebradico,
enquanto que a regido proteica torna-se dura e translucida
(SHEWRY; CASEY, 1999).

O metabolismo do amido no grédo
do milho

O grao de milho doce usa a sacarose que vem translocada das
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folhas para a biossintese de amido. A sacarose translocada é
clivada tanto pela sacarose sintase, que produz UDP-glicose

e frutose, quanto pela invertase, que cliva a sacarose, de uma
maneira irreversivel, em glicose e frutose (WINTER; HUBER,
2000). Os produtos clivados pela sacarose sintase e invertase

sao convertidos em glicose-1-fosfato pela acdo da hexoquinase,
fosfoglucomutase, fosfoglucoisomerase e UDP-glicose
priofosforilase (UGPase). A glicose-1-fosfato é utilizada pela ADP-
glicose pirofosforilase (AGPase) para produzir ADP-glicose, 0 passo
fundamental da sintese de amido (SPIELBAUER et al., 2006).

No endosperma, o amido é encontrado em duas formas: amilose
e amilopectina. Na amilose predominam cadeias lineares de
aproximadamente 1.000 residuos de glicose unidos por liga¢des
a(1-4), apresentando um baixo nivel de ramificagao a(1-6), de
aproximadamente 1 a cada 1.000 residuos. Ja a amilopectina
apresenta a mesma composi¢cao da amilose, porém apresenta

um alto indice de ramificagao. Cadeias de aproximadamente 20
residuos de glicose ligados a(1-4) s&o unidas por ligagdes a(1-6) a
outros ramos da molécula de amilopectina.

Tanto a amilose quanto a amilopectina sao sintetizadas a partir de
ADP-glicose, que por sua vez é sintetizada a partir de glicose-1-
fosfato e ATP em reacgéao catalisada pela enzima ADPGPPase (ADP-
glicose pirofosforilase). Na proxima etapa de sintese do amido,

a enzima SS (starch synthase — enzima sintetizadora de amido)
catalisa a formacgao da ligacao a(1-4) entre a extremidade nao
redutora da cadeia pré-existente e uma molécula de ADP-glicose.
Finalmente, as ramificacbes a(1-6) sdo produzidas pela enzima
SBE (starch branching enzyme — enzima ramificadora de amido)
(revisado em MARTIN; SMITH, 1995).

No amiloplasto, o amido € sintetizado a partir de ADP-glicose pela
agao concentrada de varias isoformas de amido sintases, enzimas
ramificadoras de amido, e enzimas desramificadoras de amido. As
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mutacdes que afetam as enzimas sintetizadoras de amido levam

a fendtipos mais brandos da semente com alteragdo nas razoes
dos dois principais componentes do amido, amilose e amilopectina,
enquanto a quantidade total de polissacarideos ndao é modificada
drasticamente.

As pequenas e grandes subunidades de AGPase sao codificadas
pelos genes Brittle-2 (Bt2) e Shrunken-2 (Sh2) , respectivamente
(BAE et al., 1990; BHAVE et al., 1990). No endosperma de milho
selvagem, a principal atividade da AGPase esta localizada no
citosol, com uma menor atividade no amiloplasto (DENYER et al.,
1996). A ADP-glicose citosdlica € supostamente transportada para o
amiloplasto pela proteina de membrana Brittle1 (BT1) (SULLIVAN;
KANEKO, 1995; SHANNON et al., 1998). Mutagbes que afetam

a sintese ou transporte da ADP-glicose resultam em fenétipos
severos do grao. A perda de funcéo de Bt1, Bt2, ou Sh2 levam a
fendtipos semelhantes, marcados pelo baixo conteudo de amido
(70-80% menor) e um aumento da concentragédo dos agucares
soluveis (HANNAH et al., 1993). Mutagbes na Sh1 e Sus1, que
codificam as duas isoformas das isoenzimas da sacarose sintase
em endosperma do grao (CHOUREY, 1981; ECHT, CHOUREY,
1985), levam a condicao fendtipos suaves nele associadas com
22% e 47% na reducéo do teor de amido de um mutante unico de
sh1 e os duplos mutantes sh7sus?, respectivamente (CHOUREY
et al., 1998). No endosperma do mutante amylose extender (ae),

a quantidade relativa de amilose é aumentada devido a auséncia
da enzima ramificadora de amido IIb (SBEIIb) (BOYER; PREISS,
1978). Em contraste, o mutante waxy (wx) ndo tem a enzima amido
sintase granular (GBSSI) e tem 0 amido composto somente por
amilopectina (NELSON; RINES, 1962). O gene Sugary-1 (Suf)
codifica uma enzima do tipo isoamilase desramificadora (JAMES
et al., 1995), que esta envolvida na sintese de amilopectina.

Além do amido, as sementes su7 acumulam um segundo tipo de
poliglucano, que é um fitoglicogénio altamente ramificado e soluvel
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em agua, em detrimento a amilopectina (WANG et al., 1993a). O
gene se1 é um modificador recessivo do su7 (FERGUSON et al.,
1978). O gene dull1 (du1) parece ser um determinante na estrutura
do endosperma, sendo que as mutacoes du1 afetam a atividade

de duas enzimas envolvidas na sintese de amido, a amido sintase
Il (SSII) e a enzima ramificadora de amido (SBElla) (GAO et al.,
1998). A Figura 2 mostra o esquema resumido da via do amido e os
mutantes da via.

Endosperma

Sacarose
Sacarose @ Amido
sintase @
S| /
UDF Glicose Amilose Amilopectina btf
Desramificadora de
Amido amido set
UDP Blicose pirofosforilase Sl Ramificadora de
Transportador de [EEEET atmido @
ADP glicose Amido sintase
B T i S rius s i s mas smmsn | smsmumwinnsg > ADP Glicose dut)
T
Invertase ADP Glicose &brz ) ADF Glicose
pircfosforiiase @ pirofosforilase
Cliooge fi S snsanssnamsais fivianuiiaias >  Glicose 1-P
Transportador de
Frutose hexose fosfato
Fosfoglicomttase
Erutose B.P > Glicose 5-Pressssssssrsrncsnafisneannsnanas » Glicose6-P
Transportadorde
hexose fosfato
Citosol Plastideo

Figura. 2. Esquema resumido da via do amido em semente de
milho. Os mutantes sus?, sh1, bt2, sh2, wx1, dui, ael, sul, set1 e
bt1 aparecem circulados em frente a regiao onde sofrem alteragao.

Tipos de mutacdes na via de amido

Dentre os atributos essenciais de qualidade desejavel para

a producao comercial de milho doce fresco ou processado, o
conteudo de agucar na semente € universalmente importante. Em
genotipos de milho doce, o principal agucar é a sacarose, que é
elevada em detrimento do amido, especialmente a amilopectina.
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Mutacgdes de milho doce tém sido tradicionalmente divididas em
duas classes. De modo geral, a classe | de mutacoes afeta as
reacdes citosolicas no inicio do processo de sintese de amido,
antes do amido ser sintetizado, e a classe Il de mutacdes afeta
as reacoes dentro do amiloplastos, que envolvem diretamente a
montagem dos granulos de amido (BOYER; SHANNON, 1983).
Os detalhes de algumas das principais mutagdes responsaveis
pela alteracido da qualidade e/ou quantidade de amido em milho
(NEUFFER et al., 1997) estao resumidas na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo dos principais mutantes da via do amido e os
respectivos genes mutados.

Amylose-

extender1 aet

Brittle 1 bt1

Brittle2 bt2

Dull1 dut

Shrunken2 sh2

Sucrose
synthase

v
ol

SBEIIb

Translocador de
adenilato

AGPase
(subunidade
pequena)

SSS
AGPase

(subunidade
grande)

Sacarose
sintase

10

[}

Vitreo, manchado,
alto conteudo de
amilose

Semente madura
colapsado, angular,
translucido e
quebradico

Similar ao sh2

Vitreo e manchado

Inflado, transparente,
Sementes doces
colapsam na
secagem tornando
angular e quebradicas

Endosperma inflado
que colapsa ao secar,
formando sementes
com endentagdes
suaves
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Continuagao Tabela 1.

Enrugado e
Sugary1 sut DBE 4 translucido

Observado apenas
em linhagens suf;

Sugary inflados, palido,

sel Desconhecida 2 seca lentamente,
enhancer1 .
a cor varia com o
background
Opaco, endosperma
Waxy1 wx1 GBSSI 9 cor vermelha com

iodina
Fonte: Adaptada de Schultz e Juvik(2004).

ael

Os alelos mutantes ae 7 conferem um fenétipo vitreo e manchado
ao endosperma nos graos secos € aumentam a propor¢ao da
amilose no endosperma de cerca de 25% (selvagem) a até 70%
(mutantes homozigotos) (SHANNON; GARWOOQD, 1984). Além
disso, a amilopectina presente apresenta menos ramificacoes
a-1,6 do que a amilopectina normal. Estas ligagbes s&o catalizadas
pela enzima ramificadora de amido (SBE) e multiplas isoformas ja
foram purificadas do endosperma de milho (GUAN; PREISS, 1993).
Evidéncias genéticas e bioquimicas sugerem que ae1 codifica
SBEIl. Essa relagao foi confirmada por meio da comparacao

do clone ae1 obtido pelo alelo induzido por transposon (ae1-
5180::Mu) (STINARD et al., 1993) com um clone de cDNA de
milho SBEIIl usados para SBEII de ervilha (Psium sativum L.)
(FISHER et al., 1993). O transcrito ae? de 2,7 Kb esta presente em
endospermas selvagens apds 20 dias da polinizagdo, mas n&o é
detectado em plantulas selvagens. InUmeros alelos do ae? foram
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isolados (revisado por STINARD et al., 1993), todos com excegao
de um (ae71-5180::Mu1) s&o recessivos. Esses alelos interagem
com wx1 para produzir fenétipo de endosperma nao ceroso do tipo
sh2 e produz uma plantula verde palido. Ja com su1, a interagéo
resulta em semente ndo sugary quase normal na aparéncia. Um
alelo dominante, Ae1-5180 (STINARD et al., 1993), condiciona

ao fendtipo e as interagcdes genéticas tanto com uma dose de
endosperma quanto com trés doses de alelos de referéncia, ael e
Ae1+. A viabilidade é boa e a classificacao € geralmente pobre, mas
com boa wx1 ou su1.

bt1

Os alelos mutantes brittle1 (bt1) (MAGELSDORF, 1926; WENTZ,
1926) levam a um fendtipo murcho do gréao de milho, resultante
da redugédo do acumulo de amido durante o desenvolvimento do
endosperma. O alelo dSpm, bt1-m::dSpm, mostra instabilidade,
tanto somatica, quanto germinal, na presenca de Spm (Suppressor-
mutator). Usando sondas da sequéncia Spm, um fragmento de
restricao deste alelo foi clonado e fragmentos ndo Spm foram
usados para isolar os clones de cDNA selvagem bt7 (SULLIVAN
et al., 1991). A sequéncia deduzida de aminoacidos derivados do
clone de cDNA contém 436 residuos com um peptideo de transito
putativo de 75 aminoacidos. O polipeptideo putativo maduro BT1
tem similaridade de sequéncia com diversas proteinas envolvidas
na translocagao de solutos especificos através do envelope

de membrana mitocondrial. Seguindo o transporte in vivo em
cloroplastos isolados, o polipeptideo maduro BT1 se mostrou
localizado na membrana do envelope do cloroplasto (LI et al.,
1992). Imunolocalizagdes bioquimicas e de microscopia eletrénica
indicaram que a proteina BT1 € uma proteina de membrana do
amiloplasto do endosperma (SULLIVAN; KANEKO, 1995; CAO et
al., 1995). Estes achados sugerem um possivel papel da proteina
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BT1 como um translocador de metabdlitos da membrana do
amiloplasto. O mRNA Bt1 é detectado no endosperma, mas nao
no embrido ou plantulas (SULLIVAN; NELSON, 1993). Um clone
gendmico do alelo selvagem Bt1+W64a foi isolado e sequenciado
(T. Sullivan e S. Matino-Catt, ndo publicado).

A estrutura do elemento bt7-m::dSpm é composta por 219 pb de
final 5" e 1392pb de final 3’ do Spm, com um insercao de 1.7 Kb

de sequéncia ndo Spm de origem desconhecida (SULLIVAN et al.,
1991). Outros alelos de elementos transponiveis induzidos incluem
bt1-m2, um alelo putativo Spm (R. Schmidt, ndo publicado); bt7-
m3::dSpm (F. Burr, ndo publicado); bt7-m4::Ds (B. McClintock,

nao publicado); e bt7-2054::um, um alelo isolado da linhagem
Robertson’s Mutator (T. Sullivan, ndo publicado). Outras mutagdes
espontaneas foram coletadas, incluindo bt7-ON7605, bt1-ON7712,
bt1-ON8123, bt1-ON8133 (O. Nelson, néo publicado), assim como
outros tantos alelos induzidos por EMS: bt7-ON8114 (O. Nelson,
nao publicado); bt1-N797, bt1-N2308, bt7-N2309 (M.G. Neuffer,
nao publicado); e bt71-2903, bt1-2408 (T. Sullivan, nao publicado). O
alelo de referéncia bt1-R produz o RNA de abundéncia reduzida e
tamanho maior do que o selvagem. Bt71-av155, aparentemente uma
delecao derivativa espontanea (M. Alleman, n&o publicado), ndo
tem nenhuma hibridacao detectada com o DNA ou RNA de bt17 (T.
Sullivan, ndo publicado).

du1l

As mutacgbes du1 definem um gene com uma fungao importante na
sintese de amido, como indicado por extensas analises estruturais
do amido do endosperma de mutantes du1 e pelos efeitos dessas
mutagdes quando combinada com outras deficiéncias genéticas em
enzimas da via biossintética de amido (SHANNON; GARWOOD,
1984; NELSON; PAN, 1995). A mutacao referéncia du1-Ref foi
identificada pela primeira vez como um modificador recessivo de
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su1-Ref e sut1-amylaceous (su1-am) (MANGELSDOREF, 1947).
Mutacgdes do du1, quando em homozigose em backgrounds

nao mutantes, resultam em grados maduros, com uma aparéncia
manchada, vitrea, e um pouco opaca, que é referéncia para o
fendtipo dull. A expressao deste fendtipo, entretanto, depende do
background genético (MANGELSDORF, 1947; DAVIS et al., 1955).

O teor de carboidratos totais em graos maduros do mutante du1

€ ligeiramente inferior ao normal (CREECH, 1965; CREECH,;
McARDLE, 1966). O teor de amilose aparente de amido nos
mutantes du1 € um pouco ou muito elevado em comparacgao

com o normal, dependendo do background genético (SHANNON;
GARWOOD, 1984), embora as propriedades dos polissacarideos
da fragdo amilose aparente, essencialmente, néo sejam alterados
(DVONC Het al., 1951). Aproximadamente 15% do amido no
endosperma de mutantes du1 esta na forma conhecida como
“material intermediario”, que se distingue de amilose e amilopectina
pelas propriedades de complexagado amido-iodo (WANG et al.,
1993a,1993b). Analise das fracdes combinadas amilopectina/
material intermediario indicaram que o amido dos mutantes du1 tem
o maior grau de ramificagdo entre uma grande variedade de graos
normais e mutantes analisada (INOUCHI et al., 1987; WANG et

al., 1993a, 1993b). Granulos de amido de mutantes du1 parecem
ter propriedades estruturais e fisicas normais, apesar de alguns
granulos de forma anormal serem encontrados no endosperma do
mutante (SHANNON; GARWOOD, 1984).

Alelos mutantes du1, quando combinados com outras mutacdes
que afetam a sintese de amido, resultam em uma ampla gama de
alteragbes mais expressivas do que os mutantes unicos (revisto
em SHANNON; GARWOOD, 1984; NELSON; PAN,1995). Duplos
mutantes contendo du1-conjuntamente com as mutacdes wx-,
ae-, suf-, ou su2- aumentam o conteudo de agucares soluveis

e reduzem o amido total em comparagao com qualquer um dos
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mutantes isolados. Os mutantes duplos, por vezes, produzem
polissacarideos distintos do amido encontrado em gréos dos
mutantes isoladamente. Estes efeitos pleiotrépicos sugerem que
o produto do du1 pode ter efeitos amplos sobre a biossintese de
amido no endosperma de milho (GAO et al., 1998).

Coerente com seus efeitos pleiotropicos, as mutagdes du1 causam
reducdo da atividade de duas enzimas de biossintese de amido

no endosperma aparentemente nao relacionadas, SSll e SBElla
(BOYER; PREISS, 1981). SSII € uma das duas amido-sintases
identificadas na fragao soluvel do endosperma de milho. A atividade
de SSII in vitro requer um primer exdgeno de glucano, e sua massa
molecular nativa foi determinada em diferentes estudos como
sendo de 95 ou 180 kD (BOYER; PREISS, 1981; MU et al., 1994).
SBElla é uma das trés isozimas SBE conhecidas no endosperma
(BOYER; PREISS, 1978; FISHER et al., 1993, 1995; GAO et al.,
1997). Assim, du1 pode codificar para uma proteina de regulagao
da expressao ou atividade de SSIl e SBEIla. Outra possibilidade é
que du1 codificaria uma destas duas enzimas, e de algum modo, a
deficiéncia primaria desta enzima afetaria a atividade da segunda
(GAO et al., 1998).

Seis novas mutacdes du1 geradas pelo sistema Mutator foram
identificadas. Uma parte do I6cus dut foi clonado por transposon
tagging, e quase todo o comprimento da sequéncia do cDNA

foi determinada. Du1 codifica para uma proteina de 1674, que
compreende uma porg¢ao que é semelhante ao SSlll de batata,
bem como uma regido unica. Os transcritos Du1 estdo presentes
no endosperma durante a biossintese de amido, e 0 mMRNA né&o

foi detectado em folhas ou tecidos de raiz de milho. O tamanho
predito para o produto do gene Du1 e seu padréo de expresséo
séo consistentes com os da SSII de milho. O produto do gene Du1
contém duas regides repetidas unicas no seu N-terminal. Uma delas
contém uma sequéncia idéntica a de um segmento conservado das

21
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SBEs (GAO et al., 1998).

sh1 e sus1

O gene sh1 codifica a enzima sacarose sintase (SS1), que

cataliza a quebra da sacarose e UDP em UDP-glicose e frutose.
Os mutantes homozigotos deste gene acumulam apenas 40%

do amido encontrado no endosperma de sementes selvagens
(CHOUREY; NELSON, 1976). O gene foi clonado (GEISER et

al., 1980, 1982; BURR; BURR, 1982; SHELDON et al., 1983),
sequenciado e sua estrutura determinada por comparacao do cDNA
e clones gendmicos (WERR et al., 1985). Estudos de hibridagéo

in situ demonstraram que a expressao do sh1 é restrita a células
do endosperma que estao sintetizando amido ativamente (CHEN;
CHOUREY, 1989; HEINLEIN; STARLINGER, 1989). Sh1 é também
expresso em outros tecidos, como raizes e brotos, além disso, sua
expressao € induzida por anaerobiose (SPRINGER et al., 1986). O
significativo aumento da expresséo do gene na presenga do intron
1 da sh1 foi investigado por uma variedade de construgdes génicas
introduzidas em protoplastos de milho (VASIL et al., 1989; MAAS et
al., 1991).

O sus1 (antigo ss2, ssB ou css) é o gene estrutural para a sacarose
sintase 2 (SS2), uma isoenzima da SS1. Ela esta localizada a 32
unidades no mapa da sh7 no cromossomo 9 (McCARTY et al.,
1986). A linhagem contendo o alelo nulo da sus7 é fenotipicamente
selvagem (CHOUREY et al., 1988). Sondas sh1 foram usadas
para clonar o segundo gene (McCARTY et al., 1986; GUPTA et al.,
1988). Ao contrario da sh1, sus1 é expresso em diversos tecidos,
incluindo o embrido e o pélen (McCARTY et al., 1986; CHOUREY
et al., 1988; HANNAH; McCARTY, 1988). O gene sus1 foi clonado
e sua estrutura determinada pela comparacao da sequéncia de
clones genémicos com clones de cDNA isolados do endosperma e
embridao (SHAW et al.,1994). A posi¢ao dos 14 primeiros introns da
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sus1 e sh1 éidéntica. O ultimo intron da sh1 nao esta presente na
sus1. O ultimo intron e o exon da sh7 tém significativa similaridade
de sequéncia, sugerindo que estes devem ter surgido de duplicacéao
interna. As sequéncias dos exons de sh1 e sus1 sao virtualmente
idénticas; as sequéncias dos introns mostram consideravel
variabilidade (SHAW et al., 1994).

Os endospermas dos mutantes shrunken colapsam durante a
secagem do grao, dando um aspecto endentado a coroa e/ou aos
lados dele. O fendtipo colapsado do mutante é resultado da reducéo
do nivel de amido e a degeneracgao das células do endosperma

em desenvolvimento. Mutantes EMS mostraram complementacéo
interalélica (CHOUREY; NELSON, 1976). Subunidades da proteina
SH1 copolimerizam com a isoenzima SUS1, codificada pelo l6cus
sus1, de uma maneira tecido-especifica (CHOUREY et al., 1988). A
germinacao de graos shrunken é baixa em condi¢gdes de campo e
as plantulas, apesar de poderem ter seu desenvolvimento retardado
no inicio do desenvolvimento, sdo normais apos o estabelecimento
das plantas.

Os primeiros elementos Ds (elemento de transposi¢cao nao
autdénomo) foram identificados por analise de Southern blot pelos
alelos de McClintock sh7-m6233, sh1-m5933 e sh1-m6258 (BURR,;
BURR, 1981, 1982; FEDOROFF et al., 1983). Os primeiros
elementos tipo Ac/Ds foram clonados do alelo sh7-m5933
(COURAGE-TEBBE et al., 1983). Sh1-m6933 carregam o
complexo, insercao de 30 Kb no intron 7 que contém o elemento
duplo Ds (COURAGE-TEBBE et al.,1983). sh1-m6795 (BURR,;
BURR, 1982) e sh1-m6258 (BURR; BURR, 1982; DORING et

al., 1990) contém insercdes no intron 14. Sh1-m6233 (BURR;
BURR, 1982; COURAGE-TEBBE et al., 1983; WECK et al., 1984;
SPRINGER et al., 1986) contém o element duplo Ds no intron 1.
Sh1-1746, sh1-4020, sh1-9026, e sh1-9626 foram isolados de
linhagens Mutator. Todos tém inser¢des na regido 5'UTR: sh17-



24

Milho Doce: Origem de Mutacdes Naturais

4020 e sh1-9026 contém elementos do tipo Mu1, sh1-1746 contém
uma insergao de 1.4 Kb que parece néo relacionada com o Mu7 ou
Mu1.7, e sh1-9626 contém uma insergéo de 5.5 Kb (ANDERSON
et al., 1991). Sh1bz1-m4 é um duplo mutante, onde o alelo bz1 é
instavel enquanto o gene sh1 foi apagado (BURR; BURR, 1981).
Além desses, varios outros mutantes foram descritos para o gene
Sh1 (CHOUREY; SCHWARTZ, 1971; MOTTINGER et al., 1984).

sh2 e bt2

Os genes sh2 e bt2 codificam as subunidades da ADP-glicose
pirofosforilase no endosperma (TSAI; NELSON, 1966; HANNAH;
NELSON, 1976). sh2 (BHAVE et al., 1990) e bt2 (BAE et al., 1990)
foram clonadas e a estrutura génica da sh2 determinada (SHAW;
HANNAH, 1992). Muitos tecidos contém ADP-glicose pirofosforilase,
porém apenas o endosperma é afetado nos mutantes sh2 e

bt2. Os equivalentes de sh2 e bt2 do embrido, agp1 e agp2,
respectivamente, também foram clonados (GIROUX; HANNAH,
1994).

Os gréaos translucidos dos mutantes sh2 sao grandes, estufados

e muito doces na fase leitosa e colapsam durante a secagem,
tornando-se angulares e quebradigos, assim como os do bf2. A
falha da ADP-glicose pirofosforilase causa acumulo de sacarose

e lipideos ao invés de polissacarideos sollveis em agua e amido
(LAUGHNAN, 1953). Este mutante é conhecido como “superdoce”
pela industria de milho. A germinagao € pobre e produz plantas
menores, porém normais. Foi feita selegcao para superar a ma
germinacgdo e o crescimento pobre das plantas para a produgéo de
milho doce. Os mutantes apresentam auséncia do transcrito e do
polipeptideo imunorreativo (BARTON et al., 1986; PREISS et al.,
1990).

O alelo sh2 induzido Ds, sh2-m1::Ds foi isolado (HANNAH;
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NELSON, 1976) e os revertidos apresentaram diferentes niveis
de enzima e parametros cinéticos (TUSCHALL; HANNAH, 1982).
Este mutante contém um elemento Ds de 1.68 Kb que pode fazer
processamento perfeitamente, apesar de em baixa frequéncia
(GIROUX et al., 1994).

Aproximadamente 30 mutantes espontaneos de sh2 e bt2 ja
foram descritos (HANNAH et al., 1980), mas a maioria nao foi
caracterizada ao nivel molecular. O alelo de referéncia sh2-R
contém uma insercao de pelo menos 7.8 Kb.

sul

su1 é expresso no grao de milho durante a biossintese de amido.
A proteina predita € um membro da familia da alfa-amilase das
enzimas hidroliticas de amido e tem alta similaridade com as
enzimas de bactérias que hidrolizam as ramificagées a-(1,6) do
amido. A proteina expressa da su1, SU1, funciona como uma
isoamilase. A perda de fung¢ao do gene su1 resulta no acumulo no
endosperma de agucares e do fitoglicogéneo altamente ramificado
e soluvel em agua. Graos maduros e secos portadores do genétipo
su1 tém aparéncia enrugada, vitrea e translucida. O alelo mutante
su1-4582::Mut (su1-m1) foi usado para clonar uma porg¢ao do
gene su1 (JAMES et al., 1995). A estrutura do gene continua em
investigacao.

Os alelos su1 incluem os seguintes mutantes espontaneos: o

alelo de referéncia, su7-R (CORRENS, 1901); su1-am (amilaceo)
(MANGELSDOREF, 1947), su1-Bn2 (Brawn, nao publicado), su7-66
(CREECH, 1968), sus1-st (amilaceo) (DAHLSTROM; LONNQUIST,
1964), e su1-P (CREECH, 1968). Um mutante induzido por EMS,
sut-cr (crown) foi identificado no campo por J.L. Kermicle (BRINK,
1984), e outros trés mutantes foram identificados por T.D. Sullivan
(su1-2401, su1-2402 e su1-2901). Alelos mutantes de su7 foram
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identificados em elementos transponiveis, incluindo trés alelos
com o background Mutator (S.S. Robertson, M.G. James, nao
publicado). Estes foram designados su7-m1 (su7-4582::Mu),
su1-m2 (su1-2412::Mu), su1-m3 (sus1-3162::Mu), su1-m4 (sut-
7110::Mu), sus1-5 (su1-8064::Mu), su1-m6 (su1-489::Mu), su1-m7
(su1-5051::Mu), e su1-m8 (su1-3837::Mu). Dois alelos foram
identificados no background Ac/Ds: su1-A1 e su1-A3 (M.G. James,
nao publicado). Oito alelos foram identificados no background Em
(Spm) (P.A. Peterson, ndo publicado): su1-8101-3, su7-Ac30394,
su1-Ac30396, su1-Ac30397, su1-Ac30398, su1-Ac30399, sut-
30400, e su71-30401. Cada uma destas mutacdes é recessiva.

Fenotipicamente, su7-am, su71-66, e su7-P sdo normais e
apresentam o fendtipo sugary apenas como duplo mutantes com
dut ou su2. O alelo su1-st é quase normal na sua aparéncia. Os
alelos su1-Bn2, su-cr, e su1-2412 mostram variagdes intermediarias
do fendtipo em relacdo a sus71-R. Ambos su1-Bn2 e su7-st séo
alelos recessivos de su1-R, onde suf-am, ss71-66, e sus-P sao
semidominantes.

wx1

wx1 codifica a enzima glucosil transferase amido sintase granular
(GBSS) responsavel pela biossintese de amilose no endosperma,
polen e saco embrionario (NELSON; RINES, 1962). Nessa
mutacao o endosperma é opaco composto quase inteiramente

de amilopectina (coloragao vermelha em presenca de iodo), que
substitui a amilose (coloragédo azul) também no podlen e saco
embrionario. A aparéncia opaca ndo € vista até a semente secar
completamente. Este gene foi clonado por Shure et al. (1983) e sua
sequéncia, determinada por Klosgen et al. (1986). A caracterizagao
de diversos alelos ndo mutantes Wx7 revelou significativo RFLP
resultado de ambas as inser¢des na sequéncia 5’ flanqueadoras
(WESSLER; VARAGONA, 1985; SPELL et al., 1988) e uma
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pequena delegdo no intron 6 (WESSLER et al., 1990). A sequéncia
transiente, responsavel pela localizac&o da proteina waxy para o
amiloplasto ja foi caracterizada (KLOSGEN et al., 1989; KLOSGEN;
WEIL, 1991).

Os alelos wx 71 formam uma das melhores colegdes de mutantes
dentre as plantas superiores. Nelson (1968) gerou um mapa
genético da maioria destas mutacdes e Wessler e Varagona (1985)
revelaram uma excelente correlagdo entre os mapas fisicos e
genéticos.

Os alelos wx1 foram a fonte do primeiro elemento Ac clonado do
wx1-m9 (FEDOROFF et al., 1983), elemento dSpm do wx71-m8
(SCHWARZ-SOMMER, et al., 1985), e elemento Em/Spm do
wx1-844::Em (PEREIRA et al., 1985, 1986). O elemento Ac do
wx1-m9 e wx71-m7 foi sequenciado e foi descoberto que eram
idénticos (MULLER-NEUMANN et al., 1984). Outro alelo Ac,
wx1-B3, também foi clonado (BARAN et al., 1992). Os alelos Ds

do waxy incluem wx7-m1 (elemento Ds1) (WESSLER et al., 1986),
wx1-m5 (WEIL et al., 1992), wx7-m6 (FEDOROFF et al., 1983),
wx71-m9 (delegao derivada do Ac wx7-m9) (FEDEROFF et al., 1983;
POHLMAN et al., 1984) e wx71-B4 (elemento Ds2) (WESSLER et
al., 1987; VARAGONA; WESSLER, 1990). O alelo fenotipicamente
selvagem Wx7-m5 tem um elemento Ds na posi¢ao -470 na regiao
flanqueadora 5'. A transposicao deste Ds no gene waxy (resultando
em derivados instaveis nulos) revelou uma transposi¢ao intragénica
do Ds que ocorre em alta frequéncia (WEIL et al., 1992). Derivados
do Wx7-m5 contendo dois elementos Ds levaram a uma quebra do
cromossomo 9. Analise destes derivados proporcionou evidéncia
molecular que a quebra de cromossomos resultam de eventos de
transposicao aberrantes. Os elementos Ds do wx7-m1, wx7-m9, e
wx1-B4 sao processados de um pré-mRNA (WESSLER et al., 1987;
WESSLER, 1991a, b; PURUGGANAN; WESSLER, 1992). O alelo
wx1-Mu5 contém o elemento Mu8 (FLEENOR et al., 1990).
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Wx1-Stonor, wx1-G, wx1-I/K, wx71-M, e wx1-B5 contém insercbes

de retrotransposon de 4.5-6.2 Kb (VARAGONA et al., 1992;
PURUGGANAN; WESSLER, 1994; WHITE et al., 1994) A expressao
remanescente wx7 dos alelos wx17-stonor, wx7-G e wx71-B5 se

deve a leitura direta seguida por processamento da sequéncia

do retroelemento do pré-mRNA wx7 (VARAGONA et al., 1992).
Ainsercao de 5.7 Kb do alelo wx71-M (designada magellan) é um
retrotransposon do tipo ‘gypsy’ que tem sido usado como ferramenta
para enderecar questdes sobre a evolugao dos retrotransposons

m milho e seus parentes selvagens (PURUGGANAN; WESSLER,
1994). Os alelos wx1-1 e wx71-K sdo presumidamente idénticos,
tendo eles insertos de 4.8 Kb do retrotransposon do tipo ‘copia’
(designado Hopscotch) (WHITE et al., 1994) no mesmo sitio no
exon 12. Wx1-B1, wx1-B, wx71-B6, e ex1-C4 sao delegdes com
estruturas incomuns (WESSLER et al., 1990). wx7-1240 foi induzido
por EMS (etil metanosulfanato) e tem a mesma delegéo de 30

pb que o alelo espontaneo de referéncia wx71-C (OKAGAKI et

al., 1991). wx1-BI2 é provavelmente um contaminante de wx7-C
(OKAGAKI et al., 1991).

Conclusao

Uma das razdes pelas quais o milho doce nao é muito difundido
no Brasil é a falta de sementes, o que leva o consumidor ao
desconhecimento deste tipo de milho. Este mercado, no entanto
tende a crescer, uma vez que as caracteristicas exigidas pelo
consumidor sao diferentes daquelas presentes no milho verde
comum. O milho doce tende a ter uma maior concentracao de
agucares e uma menor concentracdo de amido, resultando em
produtos com caracteristicas sensoriais melhoradas, incluindo
atributos como a docura e a maciez. A concentracédo de agucares
dos milhos doces mais comuns, su e se, variam de 9-16% e 14-35%
e do milho superdoce, sh2, varia de 28-44%. Novos hibridos com
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diferentes combinagdes de mutagdes e dosagens alélicas podem
ainda surgir no mercado, atendendo as diferentes demandas do
consumidor e das industrias alimenticias nos aspectos grau de
agucar e qualidade.
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