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I- INTRODUGAO

Sdoc conhecidas em milho pelo menos duas classes de mutantes
de endosperma albinos (Robertson, 1978). Numa delas, Classe I, os
mutantes possuem endosperma com colorag8o alterada, variando de
amarelo palido a branco, produzindo plé&ntulas albinas ou verde palido.
Em outra, Classe 1II, os mutantes, apesar de produzirem plantas
albinas n3oc apresentam alterag®es na colorag8o do endosperma. Em
ambas as classes encontra-se associado com o albinismo das pléntulas a
viviparidade do embrif%o, ou seja, a germinag3o prematura das sementes
ao longo da maturagfo CRobertson, 1855, 1975).

Os mutantes viviparos sdo caracterizados por um
desenvolvimento normal da semente, durante a ontogenia. Porém durante
os primeiros estidgios do amadurecimento ocorre um alongamento da
plimula e a semente germina,enquanto ainda est4 na prépria espiga. Ja
foram descritos vArios genes envolvidos com os mutantes viviparos em
milho . S3oc eles: VP,»  VP,» VP,» VP, VP,» VP, PS, W, al, y
CRobertson, 1958). A variedade de mutantes viviparos em milho estéa
relacionada com a complexidade dos mecanismos envolvidos na manutengio
e controle do estado de dorméncia das sementes.

Entre os mutantes da classe I s%o encontrados os mutantes
viviparos VP,» VP,» VP,s PS» Wg» al, yb.Anélises bioquimicas destes
mutantes indicaram que estes acumulam um ou mais precursores da via
biossintética de carotendides, sendo essa a provaAvel causa da
alteragfo na colorag3o do endosperma. Mesmo em sementes homozigotas

para os genes citados a expressfio desta caracteri{stica & variidvel. Em



uma mesma espiga alguns mutantes apresentam 100% de viviparidade,
enquanto outros podem se apresentar tanto dormentes como viviparos, ou
nem chegar a expressar a caracteristica. A frequéncia da expressfo
fenotipica caracteristica parece ser fortemente influenciada pelo
meio, sendo fatores importantes o© teor de umi dade, oxigénio,
temperatura, etc. (Robertson, 1975; Fong et al.,1983). Tem sido,
porém, bastante realgado que a viviparidade e a inibig%c da sintese de
carotendéides, nos mutantes da classe I, sejam causadas pela ag¢3oc de um
dnico gene, embora a natureza do processo metabdlico envolvido seja
ainda pouco conhecida (Wilson et al., 1973).

Um passo importante para se elucidar alguns aspectos da
viviparidade fol a constatagfo de que embri®es imaturos de mutantes da
Classe I »VP5 VP, VPg, Wg
abcisico , ABA (Brenner et al.,1977 ; Smith et al., 1978 e 18801, e

possuem niveis reduzidos de Acido

que quando transferidos para meioc de cultura contendo ABA tém seu
crescimento interrompido (Robichaud et al., 1980: Smith, 1878>. Isto
leva A suposig¢83o de que estes mutantes representam bloqueios na via
biossintética de ABA. Como a maioria dos fitohorménios, ABA & o
mediador de diferentes respostas fisiolégicas, incluindo promogfc da
embriogenese e prevengio da germinagfo precoce (Quatrano, 1987).

Embora a via biossintética do ABA seja ainda pouco
conhecida, evidéncias sugerem a existéncia de uma via metabdlica comum
para ABA e carotendides (Neill et al.,1986; Parry et al., 1990). Esta
via comum poderia explicar como um dYnico bloqueio metabdlico pode
levar tanto a deficiéncia em carotendides quanto a viviparidade.

Essas ddvidas tem estimulade a procura de mutantes de



carotenéides e viviparos em milho .Apesar de j& terem sido
identificados alguns locos relacionados com as vias metabdlicas de
carotendides e ABA, os produtos génicos correspondentes ainda nd3o
foram identificados. Em milho, apenas dois genes, vp, e vy foram
clonados CMacCarty et al.,1989; Buckner et 2al.,1990), e em ambos os
casos foi aplicada a técnica "gene tagging"” utilizando o transposon
Mu.

O interesse por este assunto no Laboratério de Genética de
Milho - UNICAMP passcu a surgir com o aparecimento de um mutante de
carotendide e viviparo associado A express8c de um transposon, cujo
fendtipo caracteristico é a produg8oc de sementes amarelo palido com
setores revertentes para amarelo normal.

Em milho, os transposons foram descritos hid mais de 40 anos
por Barbara McClintock (McClintock, 1951). Sabe-se hoje que os
transposons encontrados em milho s3oc semelhantes aos encontrados em
outros organismos, constitufindo-se em elementos naturais do genoma que
podem interferir na regulag3o e expressio génica CDoring et
Starlinger,1984).

Em vista disso, a existéncia de um mutante para carotendides
e viviparo, associado com a expressiio de um transposon, constitul-se
num fato de grande interesse nos estudos de mecanismos de
desenvol vimento das sementes e biossintese de carotendides. Para tal,
é necessirio que seja inicialmente caracterizado o tipo de mutante
envolvido, a famflia do transposon, e como este Gl timo esta
relacionado com a mutagdo. Em seguida pode-se partir para um
isoclamento do gene mutado, utilizando o transposon associado a este no
processo designado ''gene tagging” (Deoring, 1988). Este estudo bisico é

ainda importante por se tratar de um mutante para carotendide, cuja



importancia na qualidade nutritiva na dieta animal é indiscutivel.
Essa iniciativa atende a necessidade premente de se fazer uso de
modelos biolégicos adequados para estudos de regulagfio e interaglo
génicas, visando a expressZc de genes em individuos transgénicos, via

transposons.



I1- OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo a anidlise genética do
mutante de carotenéide /viviparo através de: estudos de padrdes de
segregag%o do mutante em viarios tipos de familias e testes de
alelismo, na tentativa de se identificar o loco mutadoc em quest3o, bem
como a famflia de transposon envolvido na mutag3o. Finalmente
pretendeu-se estudar o efeito do referide transposon em genes

anaAlogos.



I1I- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1~ MUTANTES DE CAROTENOIDES E VIVIPAROS

3.1.1- Carotendides

Os carotenéides s%c pigmentos lipo-soludveis de ampl a
distribuic%o nos tecidos fotossintéticos das plantas superiores, sendo
encontrados como constituintes dos cloroplastos. Sso também
responsiveis em parte, pela colorag8o de amareloc a vermelho presente
em tecidos da planta, como as flores, frutos e sementes.

Apesar de estarem relacionados usualmente com vegetais, a
distribuigfo destes pigmentos abrange também o reino animal, e
microrganismos. Um carotenéide de grande importancia na dieta humana é
o f3- caroteno, que constituf a principal fonte de provitamina A. A
vitamina A & essencial para o bom funciocnamento da vis3o, servindo

como preventivo da "cegueira noturna', xeroftalmia e cegueira, além de

ter papel importante na resposta imune (Sommer et al.,1981; Sommer,
19895.

Os carotendides s%o compostos isoprendides, C4o’ e sdo
sintetizados numa via metabdlica a partir de mevalonato. No
cloroplasto, os carotendides existentes em maior quantidade s#o

f3-caroteno e luteina, os mais importantes, seguidos das violaxantinas,
neoxantinas, a—-carotenos, B-criptoxantinas, zeaxantinas e
anteraxantinas que ocorrem em concentrag®es variaveis. Em flores
amarel as s3%c encontrados anteraxantinas e violaxantinas na forma de

esteres. Outras flores apresentam grandes quantidades de f3-carotenoc ou



licopeno, porém algumas acumulam carotendides espécie-especificos,
comoc é o caso da eschscholtzxantina em Esch#choltzia calilfornitca.
Carotendides raros e altamente espec{ficos s&oc responsiveis pela
coloragdo dos frutos , como a capsantina do pimentSo vermelho,
Capsicum annuum. Na maioria dos frutos é detectada a presenga de
grandes quantidades de licopeno ou de seus derivados.

A utilizag%o de sistemas livres de células, principalmente
de frutos como tomate e a pimenta vermelha, os passos principais da
via biossintética dos carotendides puderam ser determinados (Porter e
Spurgeon,1979). De maneira geral, a via biossintética envolve as
seguintes etapas:

1. Sintese de mevalcnato

2. Sintese de geranilgeranil pirofosfato

3. Sintese de fitoceno

4. Convers3oc de fitceno ,pigmento incolor, em licopenocs,
carotendides coioridos, passando por fitofluenos, {-carotenocs e
ner osSporenos.

5. Ciclizag%0c de licopenos ou neurosporenocs.

6. Modificag®es posteriores, tais como adigdes de grupos
hidroxilas, carbonila e epoxy.

Nas flores e frutos, os carotendéides est8oc localizados nos
cromoplastos, formados a partir de cloroplastos degenerados,
associados com estruturas da membrana interna ou entfo em agregados
cristalinos e glébulos osmofflicos. Nestes casos, a sintese de
carotendides & parte do processo de formag8o dos cromoplastos e
maturagfo dos frutos. Com isso, qualquer alteraglo ambiental ou
nutricional que interfira nos processos de florescimento e maturagio,

ir4d afetar o teor e composigfio de carotendéides (Britton, 1982).



Nos tecidos fotossintéticos, os carotendides estdo
localizados em cloroplastos. Nestes, a maior parte dos carotendides
esti localizada nas membranas do tilacéide, associados com o© aparato
fotossintético. Durante a fotossintese os carotendides estio
envolvidos nos processos de absorg%c e transferéncia de energia
luminosa, no complexc de clorofila asb. Porém sua fungdo mais
importante & a de proteg8co dos sistemas fotossintéticos contra os

efeitos nocivos da fotoxidagfio, que pode ocorrer em condigdes de

excesso de luminosidade. Nestes casos, uma grande quantidade de
clorofilas excitadas s%o produzidas, levando & transferéncia da
energia em excesso para o Oxigénio, e produzindo IOc. um composto

oxidante e destrutivo. Os carotendides agem como moléculas quelantes
dessa energia excedente (Britton, 1882).Pode-se daf compreender que
uma deficiéncia em carotendides pode ser. bastante prejudicial &a
planta. Na auséncia destes, devido a mutagso ou utilizagdc de
herbicidas, ocorre uma fotoxidag#o das clorofilas e da maior parte do
sistema fotosintético CAnderson e Robertson, 1960). Com isso cessa o©
acumulo de protefnas e ribossomos dos plastideos (Reiss et al., 1883;
Harpster et al., 1984; Foierbend et al., 1979), limitando a formaglo
dos cloroplastos. Recentemente foi determinado que os mRNA codificados
no nidcleoc e cujos produtos génicos s8o transportados para oS
plastideos, também n%oc sZc acumulados em plantas deficientes em
carotendides, e expostas a lu=z. Entre esses mRNAs est8o os que
codificam nara a cukimidada manar da ribulose bifosfato carboxilase e
a protefina de ligag3o da clorofila ab, a LHPC C(Mayfield e Taylor,
18845.

Assim como nos croméforos, a biossintese de carotendides é

parte integrante da formag8o dos cloroplastos. Aparentemente, a



sintese de carotendides n%oc é paralisada apés a formag¥o do
cloroplasto , existindo uma grande quantidade destes disponiveis no
meio celular (Britton, 1982).

Devido a complexidade dos mecani smos envol vidos na

biossintese de carotendides, esta pode ser diretamente afetada pelas

condi ¢des ambientais e nutricionais. Plantas bem nutridas,
principalmente com relagio a nitrogénio e micronutrientes, tem um
maior teor de carotendides. A intensidade da 1luz & outro fator
importante na biossintese. Diferentes intensidades influenciam a

morfologia dos cloroplastos e a composig8o dos pigmentos (Goodwin,
1980). Outros fatores ambientais s%o a temperatura e o nivel de
oxigena¢fo, pois condigdes anaerdbicas sf%c inibitérias da biossintese.
Além disso, qualquer fator que induza clorose na planta, deficiéncia
de ferro e magnésio, tais como infecgéés por fungos, virus ou
bactérias, normalmente levam a um decréscimo no teor de carotendides
(Britton,1882D.

A nivel genético, pouco se sabe sobre a via biossintética de
carotendides e sua regulagdo. Um dos fatores que limitam esse
entendimente & o desconhecimente do papel, e até mesmo da origem, da
maioria das enzimas envolvidas nos passos metabélicos (Bramley e
Mackenzie, 1888). Apesar de j& terem sido identificados varios
mutantes de carotendides, em diferentes organismos, somente‘dois genes
relacionados com a biossintese desses pigmentos foram clonados até
hoje. Un deles €& o gene al-3, em Neurospora crassa CNelson et
al.,19839>, que aparentemente é um gene estrutural responsavel pela
sintese de geranilgeranil pirofosfato C(GGPP) sintetase, a qual
cataliza a convers%oc de isopentenil pirofosfato em GGPP C(Haring e

Turner, 1981). O outro gene clonado é o Y, »que ocorre em milho



CBuckner et al., 1990),possivelmente relacionado com a regulagio da
bicssintese de carotendides. |

Algumas tentativas tem sido feitas para se elucidar alguns
aspectos genéticos da sintese de carotendéides, em Myxococcus xanthus.
Esta & uma mixcbactéria que , quando iluminada com 1luz azul, produz
uma mistura de carotendides levando a uma alterag8o na coloragl3c das
colénias de amarelo, auséncia de carotendides, para vermel ho
CReichenbach e Kleinig, 1984). Este fato torna a M. xanthus um modelo
ideal para se entenderem as bases genéticas da resposta a luz na
biossintese de carotendides.

Atraveées da utilizaglo do transposon n-5, foram
identificados trés locos n%oc ligados, relacionados com a indugfo da
biossintese de carotendides pela luz (Martinez et al,18863. O loco car
R tem uma fungfo reguladora, e mutagdes nesﬂe loco levam a uma sintese
constitutiva produzindo fendtipo Car® , dando colénias vermelhas na
presenga e auséncia de luz. Um outro gene, car Q, foi identificado e
parece estar associado ao loco ca} R (Martinez et al.,1883). O gene
car A esta ligado ac loco car B, no qual varias mutagdes induzidas por
Tn-S levaram a um bloqueioc na sintese, inclusive nos mutantes Car®
CMartinez et al., 1986; Balsalobre et al.,1987). Além disso, car 4 é
um elmento cis—controlador da expressic de car B O terceiro loco
envolvido é o car €, que também bloqueia a sintese de carotendides e é
epistitico sobre o fendtipo Car®. Os fendtipos determinados por
mutag®d®es em car B e car C s3o Car CMartinez et al.,1989).

Com base nes#es fatos fol proposto um modelo de regulaglo da
biossintese de carotendides em M. xanthus, onde car R codifica uma
protefna produzida ou ativada na auséncia de 1luz, responsiavel pela

repressfo de car Q. Na presenga de luz, car Q produz uma protefna que

10



ativa a transcrigfc de car B, através de interagi%c a nivel de DNA com
o sftio car A, e também provavelmente a expressfoc de car C.. Neste
caso, tanto car B como car C seriam genes estruturais (Martinez et
al., 1888D.

Em milho, a biossintese de carotenéides tem sido estudada a
partir dos mutantes de endosperma que apresentam deficiéncia em
carotendides. Além de serem encontrados nos tecidos fotossintéticos,
os carotendides fazem parte da composigloc do endosperma de suas
sementes. Os dois tipos principais de carotendides encontrados s%o o
3—caroteno e as xantofilas, o©os quais s2%o responsiveis pela coloragfo
amarela das sementes. Sua fungfo no endosperma do milho n%o é, no

entanto, conhecida (Goodwin, 1986).

3.1.2- Mutantes de Carotendide e Vivipafos em Milho

O processo de desenvolvimento e maturag8c de sementes em
milho envolve uma série de eventos, nos quais cada componente exerce
um papel especi{fico. O controle desses eventos depende de numerosos
genes, que quando sofrem mutagdes podem alterar o desenvolvimento
normal da semente. 0O fendtipo do endosperma da semente de milho
constilul um reflexo imediato dessas alterag®es. Por isso, os mutantes
de endosperma tem uma grande importAncia na elucidag8oc de mecanismos
de regulagldo e expresslo génica desses processos.

Os mutantes de endosperma podem afetar muito ou pouco o
desenvolvimento da semente. Entre estes, ¢ descrita uma classe de
mutantes em milho, que condicionam uma germinagfo precoce. Nestes
mutantes, a germinag8o ocorre enquanto a semente estid ligada 2 espiga,
e por isso foram denominados viviparos (Mangelsdorf, 1930; Lindstrom,

1923; Eyster, 1931; Sprague, 1836). Nor mal mente, nesses mutantes a

11



germinagdo envolve apenas © desenvolvimento da pldmula, com pouca ou
nenhuma germinag%c da radfcula (Robertson, 1955).

Além de promoverem a dgerminagdo precoce, os mutantes
viviparos estf%o relacionados com outros tipos de alteragdes
fenotipicas na semente esou planta. Estudando um dos mutantes
viviparos, vpg © translocag&és do cromossome B, ‘Robertson 152>
demonstrou que a viviparidade ¢é determinada pelo genétipo do
endosperma.

Posteriormente Robertson (1975) estabeleceu duas classes de
mutantes produzindo plantulas albinas em milho:

- Classe 1, caracterizada por sementes com endosperma
variando de amarelo limfc a branco e plantulas albinas. Alguns alelos
desses mutantes podem, As vezes, originsr plantulas verde pailide ou
verdes. Nesta classe, sf8o inclufdos os mutanfes viviparos da Classe II
CRobertson, 1955). Até hoje, foram identificados os seguintes locos:
VP, VPp» VPgr PS5, al, Yo Vg que s3o viviparos e z, lec, ly, lw, lw,,

e

ce, lw_,, lw,, y, que apresentam dorméncia.

Y748’ 3 4

-~ Classe 1I, caracterizada por mutantes albinos, sem
alterag%o da coloragfo do endosperma. Pouco se sabe a respeito destes

mutantes, cujos locos identificados sdo: v, Wy, W 4, Vs v, w

g ¥

9’

w w e wd.

10° V11> Yizr Vi3 Yig Vs

A nivel bioquimico, os mutantes da Classe I representam
mutantes de carotendides, sendo que uma parte, VPor VP VPgs ps, atl,

w acumulam um ou mais precursores da via biossintética, como

3’ ygl
fitoceno, fitoflueno, [ -caroteno, licopeno e neurosporenco CAnderson e
Robertson, 1973). Os outros mutantes n3o acumulam nenhum precursor.

Foi demonstrado também, que os mutantes da Classe I s%o capazes de

sintetizar clorofila, e que a auséncia de pigmentag3c & devida a

ie



fotoxidag&c CAnderson e Robertson, 1973D.

E interessante observar que os mutantes da Classe 1 que
acumulam os precursores de carotendides, s%c também viviparos. Estes
mutantes, por serem objeto de interesse deste trabalho, s%o
caracterizados a seguir, de acordo com Robertson (1955, 18975).

~vp,: esse gene ¢ responsiavel pela colorag8o do endosperma que
varia de amarelo palido a branco, e pela produglio de pléantulas
albinas. As sementes mutantes homozigotas s20c menores do que as
sementes normais, de uma mesma espiga. O mapeamento feito com auxilio
de translocag®es localizou este gene no brago curto do c¢romossomo 6,
entre bmf e pr. Acumula fitoeno e fitoflueno.

VPg: produz sementes com endosperma variando de amarelo
padlido a branco. Localiza-se no c¢romossomo 1, 2a esquerda do 1loco
P.Acumula fitoeno, fitoflueno e (—caroteno..

“VPgy: fenotipicamente atua de modo semelhante a vps.
inclusive no tipo de precursores de carotendéides acumulados. Por ém
suas sementes s2o fortemente viviparas, sendo rara a ocorréncia de uma
semente dormente. Localiza-se no cromossomo 7, A& esquerda de glf.

-ps: difere dos demais pela coloraglo do endosperma mutante,
que ao invés de ser lim%o ou branco é rosa. As pléntulas também tem
coloragfoc rosa. Localiza-se no cromossomo 5. Acumul a fitoeno,
fitoflueno e licopeno.

—w3:produz também endosperma de colofa¢50 amarelo limSoc a
branco, sendo o Ultimo mais frequente, segregando sementes viviparas
ocasiocnalmente. Localiza-se no cromossomo 2 e acumula fitoeno,
fitoflueno e [ —caroteno.

-al: difere dos demais por produzir quantidades vari&veis de

tecido branco e verde, nas plantulas. As vezes a quantidade de tecido
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verde & suficiente para que a planta cresga até a maturidade.
Localiza-se no cromossomo 2 e também acumula‘ fitceno, fitoflueno e
{ —caroteno.

Vg possul invariavelmente endosperma amarelo lim&o.
Normalmente produz plantas verdes, e hs vezes plantas verde palido.
Também, neste caso, podem ser obtidas plantas maduras homozigotas, ao
contrario dos outros mutantes que s3o letais. Localiza-se no
cromossomo 10. Acumula fitoeno, fitofluenc e [ —-caroteno.

A alteragfo na colorag3o do endosperma nesses mutantes, gque
pode variar de amarelo lim3o a branco, parece ser determinada por
genes modificadores (Robertson, 1978). Estudos demonstraram que o
"background" genético altera a coloragloc do mutante. Robertson notou
esle falo wao bLiansleiir todes esses3 mutantes de Classe I para a
linhagem Mi4. Nesta , os genes modificadoreé devem ter se perdido,
pois todos os mutantes apresentaram endosperma branco, com excegfo de
um alelo de VP, € VY, que originaram endosperma lim3oc (Robertson,18975).

Junto com esse fato, a observaglo da viviparidade é
importante. A sua expressfc & variAvel entre e dentro dos mutantes.
Além da influéncia de fatores ambientais, tais como teor de umidade e
estado nutricional da planta, & também possivel a ag3o de genes
modificadores na expressfoc dos mutantes viviparos (Robertson,18785).

Com os estudos de expressifo desses mutantes, entl3o, a
hipétese de que existe uma correlag3o entre a sintese de carotendides
e viviparidade, sugerida a principioc por Eyster (¢1931), tem sidoc
confirmada.

Wilson et al (19733 estudandc a relag8o entre a mobilizag8o
de material de reserva, condi¢®es nutricionais de endospermas e

embri®des normais e viviparos Cvpl e vp53, chegou as seguintes
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conclus®es. As mudangas fisiolégicas observadas nos embrides viviparos
s%o semelhantes em sementes viviparas evnormais. diferindo no fato que
os embri®es viviparos come¢am a se desenvolver ainda com endosperma
rico em nutrientes soltveis. Além disso, o teor de umidade em embrides
viviparos € maior do que em embrides normais.

Um dado importante para se elucidar alguns aspectos da
viviparidade foi a constatag%oc de que embrides imaturos de mutantes da
Classe I, como VP, VP VP, € Wy, possuem niveis reduzidos de Acido
abci{sico - ABA (Brenner et al., 1977; Smith et al., 1978, e que
quando transferidos para meio de cultura contendo ABA tém seu
crescimento interrompido CRobichaud et al., 1980; Smith et al., 1978).
Isto levou A suposigfo que estes mutantes poderiam representar
bloqueios na via biossintética de ABA.

O 4cido abcisico €& um regulador de. crescimento enddgenc da
planta, o qual sugere-se esti intimamente relacionado com a manutengdo
do estado de dorméncia da semente. Além disso, o ABA tem um efeito
direto na expressfo génica de embrides em desenvel vimento, pois ABA
exdgeno inibe a transcrigfo de genes caracter{sticos da germinag3o
CQuatrano et al, 1983) e ativa genes caracteri{sticos da embr i ogénese
CDure, 19895).

A via biossintética de ABA tem recebido a ateng3c dos
pesquisadores hid mais de trinta anos. Os estudos mais recentes
demonstraram a existéncia de uma via indireta para sintese de ABA em
plantas superiores, cujos precursores s%0 as xantofilas, carotendides
oxigenados como a violaxantina e neoxantina (Zeevaart et Creelman,
1988). Esses dados s%o0 reforgados com os experimentos envolvendo o uso
de inibidores da carotenogénese, como a fluridona, que também inibe a

sintese de ABA (Fong et al, 1883; Henson, 1984; Moore et al, 1985); e
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com a utilizag¥%c dos mutantes deficientes em carotendéides de milho
para estudos do metabolismo de ABA C(Neill et al, 1986>. Num estudo
mais aprofundado, Parry et al (19900 determinaram que o© principal
precursor de ABA em plantas superiores é o 9’ —¢cis-neoxantina,
sintetizado a partir de trans-violaxantinas.

O fato das vias metabdlicas de ABA e carotendides terem
passos comuns, explica a relagl3o entre os mutantes de carotendides e
viviparidade. Em milho, j4 foram clonados dois genes relacionados com
mutacdes nessas vias: P CBuckner et al, 19800 e -vpf CMcCarty et
al.,1989>. O gene vp, é um dos mutantes que controlam a viviparidade
em milho, apesar de n3o apresentar bloqueio na sintese de carotendides
e ABA (Neill et al, 1987). Porém os embri®es mutantes possuem  uma
baixa sensibilidade ac horménic (Robichaud et Sussex, 1986), sugerindo
que o vp, pode ter um efeito regulador CMcCérty et al,1889D.

O mutante Ly apresenta um bloqueio na sintese de carotendides
que ocorre aparentemente s4 no endosperma, J& que as plantas
originadas de sementes lim%o s%o verdes. Este mutante porém n3o &
viviparo. Experimentos onde o transposon Mu fol inseride no gene Yl
deram origem a um alelo, y,—mum, que crigina sementes amarelo limioc e
plantas wverdes, quando crescidas a 25°¢c, e plantas verde paAlido quando
crescidas a 35°C. Este alelo alterado, foi utilizado para a clonagem

de Yy CBuckner et al, 1990).

3. 2—- TRANSPOSONS EM MILHO

Os transposons foram descritos pela primeira vez em milho por

Barbara McClintock (1951),que os denominou elementos controladoeores.
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Sabe-se hoje que os transposons sf%o encontrados em todos os organismos
estudados, sendo considerados elementos naturais do genoma (Fedoroff,
1983). SZ%0 distinguidos das demais sequéncias de DNA pela sua
capacidade de se transpor dentro do genoma, através da excisio e
inserg8c. A caracteristica marcante dos transposons é a sua capacidade
de condicionar muta¢®es instiveis com fenétipos revertentes, numa
frequéncia elevada. As mutagdes ocasionadas por eles podem ser
revertidas tolalmente para o fenétipo selvagem, pela excis3o do
elemento, ou se tornarem mutag®des recessivas estaveis devido a

excisdes imprecisas.

Os transposons s%o caracterizados por serem elementos com
extremidades repetidas invertidas, denominadas TIR , as quais estl3o
ligadas » regiflo codificadora das enzimas necessarias para a

transposig8o. De acordo com a presenga ou naé de uma etapa envolvendo
sintese de RNA durante a transposig3c, os elementos de transposigfo
podem ser classificados em duas categorias: os transposons e oS
retrotransposons. Na primeira categoria estﬁ¢ a maioria dos
transposons de plantas e bactérias descritos. A segunda categoria
inclue aqueles elementos cuja estrutura é igual ou parecida com a dos
retrovirus, sendo que jA foram descritos em diversos organismos como
em fungos, nho homem e em milho (Fedoroff, 1889. Em .milho,
representantes de retrotransposons sfo o Bsl e o Cin4, cujas regides
codificadoras apresentam homoclogia com a transcriptase reversa viral
CJonhs et al., 1985; Schwarz-Sommer et al., 1885). A maioria dos
sistemas de transposons descritos em milho pertencem a2 primeira
categoria.

Uma propriedade interessante dos transposons € a sua capacidade

de estabelecer parametros préprios de desenvolvimento. Evidéncias
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genéticas confirmam que a frequéncia de transposi¢goc e o tempo de
reversfo sfo regulados pelo préprioc elemento (McClintock, 1951, 1956,
1965). Essas variag®es na fungfo do elemento s8o detectadas através de
padr&es de revers®es somidticas alteradas, tanto no tempo quanto no
espago, mudangas de estado, ou por inativag®es reversiveis de
elementos inteiros, designados mudanga de fase.

Entre os transposons estudados podem ser distinguidos duas
categorias de elementos. Os autdnomos e os n3o-autdnomos. Um elemento
autédnomo é capaz de promover a sua excisfBico e sua transposiglo
independentemente de outros elementos, apresentandc um padr3o de
heranga instidvel da mutagfo. Um elemento nfoc—-autédnomec n3oc € capaz de
se excisar e transpor por si sé, necessitando para tal da presenga do
elem=nto autd4nomo. Isso resulta numa heranga estidvel da mutaglo
ocasionada por ele, na auséncia do elemento. autdnomo. Os elementos
autdnomos sf%o capazes de ativar um elemento n¥o-auténomo tanto em cis
quanto em trans, suprindo-lhe as fun¢d®des necessiarias para ativag3o da
transposigfo , e também de outros mecanismos genéticos associados com
os transposons (Fedoroff, 1883).

A existéncia de elementos n3c-auténomos que podem ser ativados
forneceram a base para classificagf3o dos transposcons. Isso deve-se ao
fato de que um elemento n3o-autd4nomo sb & ativado por um . determinado
elemento autdnomo correspondente (Peterson, 18980D. Elementos que
interagem entre si e possuem o mesmo modo de aglo pertencem a uma
mesma famflia. Em milho haA vArias famflias de transposons descritas,
sendo que as mais conhecidas s2o: Ac CautdnomodDs (n3o-autdnomod; Spm
Cautdnomod /dSpm (nfc-autédnomod; Dt Cdottedd; Mu (mutatord, como <cita
Fedoroff, (1883). Outra caracteristica importante é a capacidade de

expressdo dos transposons. Mesmo em linhagens onde se apresenta
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silencioso, podem aparecer plantas expressande a atividade de
transposig%o. Essa ativagio pode estar relacionada com uma resposta a
um estresse gendmico. Este pode ser uma quebra cromossdmica ocorrida
apdés a exposigfo a uma radiag3oc ionizante, ou ent3oc decorrente de
problemas durante a meiose (Doring e Starlinger, 1985). Uma

aplicag8o praAtica dos transposons €é a possibilidade destes serem

utilizados como marcadores genéticos, por isso denominados “tag', para
identificag3o e clonagem de locos génicos. Este processo, denomi nado
“"gene tagging"”, & um instrumento eficaz na c¢lonagem de genes cujos
produto génico & desconhecido. Em milho, virios 1locos ja foram

clonados utilizando transposons. S%o eles: Bzi, Bz2, A1, Ci, P, R, Oz'

Vp1 (Doring, 19890.

3.2.1- Sistemas de Transposons

Dentre os sistemas de transposons em milho, os mais
estudados s3o descritos a seguir.

- Ac/Ds

Este foi © primeirc sistema de transposigfio descrito, por
McClintock (1951D>. A principio foi identificado o elemento Ds
CDissociador) como sende um loco envolvido com sitio de quebras
cromoss®micas. Em estudos genéticos subsequentes, fol identificado o
elemento Ac Cativador) como um elemento capaz de promover a sua
inser¢%o e consequentemente capaz de causar mutagdes de heranga
instdvel. O elemento Ds (dissociador) foi enti3c caracterizado como
sendo um elemento nio—-autondmo, cujas mutagdes por ele determinadas sé
eram instdveis na presenga de Ac (McClintock, 1855).

A nivel molecular varios elementos Ac e Ds foram

identificados e clonados até agora. O elemento Ac tem 4,6 Kb de
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comprimento, possuf uma extremidade repetida invertida de 11 pares de
bases e causa uma duplicac%o de 8 pares de bases nos sitios de
inwci oo (Muller -Neuman et al., 1984; Pohlman et al., 1984). Codifica
um Gnico RNA de 3,5 Kb (Kunze et al., 1987).

A maioria dos elementos Ds clonados representam delegdes do
elemento autdnomo Ac (Fedoroff, 19890, sendo que todos tem em comum a
TIR de 11 pares de bases, como é o caso de Dsl que possuf{ pouco mais
do que os 11 pares de bases em comum (Sutton et al., 1984>. Todas
essas deleg®es de Ac originando Ds, levam a comprovag8c de que o©
produto génico codificado é essencial para transposigéio.

Nem todos os elementos Ds s%c capazes de causar duebras
cromossémicas, que sf%co o tipo de alterag3o mais frequentemente
associado com a famf{lia. Todos os Ds clonados que levam a isso <80
estruturalmente semelhantes: possuem 4 Kb dé comprimento que consiste
de um elemento Ds inserido num segundo. Este "duplo Ds" & constitutdo
de duas cépias identicas de um Ds, sendo que uma destas cépias esta

inserida na outra com a orientagfio invertida (Doring et Starlinger,

1886>.

Elementos da famflia Ac/Ds j4 foram descritos associados a

. VY ny

mutag®des em diferentes locos, como wx, P, R, sh, bz, Adh, e
citadas por Doring.e Starlinger (1988).

~-Spm-/dSpm

Estd ¢é também uma familia de dois componentes: Spm
Celemento autondmo) e dSpm (elemento defectivod. O sistema foi

identificado independentemente por McClintock (19540 e Peterson
C1953). Este tltimo chamou o elemento Spm Csupressor, mutador) de En

Cativador) e o dSpm de I Cinibidor). Ambos os sistemas s3o idénticos a
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nivel genético e molecular (Masson et al., 1987, Pereira et al.,
1986D.

O elemento Spm tem 8,3 Kb de comprimento e tem TIR de 13
pares de bases, flanqueando a regifio codificadora CMasson et al.,
1987). A excisf%o leva a uma duplica¢fo do sfitio de insergfo de 3 pares
de bases. O elemento codifica pelo menos dois produtos, denominados de
tnpA e tnpB . A protefna tnpA é codificada por um transcrito de 2,5
Kb. TnpB é codificada por um transcrito de & Kb. A transcric¢foc de
tnpA, e provavelmente de tnpB, ¢é iniciada a 209 nucleotideos da
extremidade esquerda do elemento, e termina com dois s{tios de
poliadenilag%o localizados préximos a extremidade direita . o
transcrito de tnpA é o mais abundante, compreendendo 11 exons e 10
introns CPereira et al., 1986). O primeiro intron possuf cduas ORF
(fases abertas de leiturad, as quais prov#velmente codificam tnpB.
Ent%c provavelmente, os dois transcritos se sobrepZem e representam
produtos de processamneto alternativo, a partir de um Gnico mRNA
- CGierl, Saedler et Peterson, 1989D.

Todos os dSpm analisados representam delegd®es internas de
Spm (Fedeoroff, 1989), e sua transposiglo s& ocorre na presenga do
elemento intacto, Spm.

McClintock isolou alguns elementos com funglo
intermediaria, aos quais chamou de Spm fraco (McClintock, 1963D. Estes
ativam a fun¢fo de transposigfio numa frequéncia menor e numa fase
tardia do desenvolvimento. Molecularmente este elemento tem uma
deleg%o interna de 1,6 Kb que remove parte das ORFs do primeiro exon
CMasson et al., 1987). As propriedades genéticas das mutagdes
ocasionadas pela insergfo de dSpm sfo varidveis. O nome da famf{lia se

refere ao fato de que uma inser¢fc destes pode levar a inibigdo total
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ou parcial da expressfo do gene no qual est& inserido, dando origem a
fendtipos intermediarios entre o normal e o© mﬁtante . Este fato pode
ser ilustrado observando-se o fenétipo desse tipo de mutag8c no loco
A. Este loco é um dos responsiveis pela sintese de antocianina na
aleurona da semente, sendo que o alelo mutante a inibe a sintese desta
e a semente é incolor. Quando esti mutag3o é produzida pela inserg3o
de um elemento dSpm, a semente possuf uma coloraglio palida, na
auséncia de Spm. Porém na presenga de Spm, a semente ¢é incolor com
setores revertentes fortemente pigmentados (Fedoroff, 1883).

De maneira geral, a famflia Spm/dSpm & caracterizada por
elementos ativos durante todo o ciclo de desenvolvimento da planta, e
cuja fungfo mutadora se expressa relativamente cedo durante o ciclo.
Além disso, a regulagfio do nadrfo de express3o do elemento ¢ feita
pelc préprio, através de mecanismos Vafiados CFedoroff, 19890,

Geneticamente, © controle da expressfc ¢é feito através de dois

componentes, denominados fase '"setting" e fase “programa" . A primeira
determina se o elemento estid geneticamente ativo ou inativo;, e a
segunda determina a heranga do elemento, isto &, quando, onde e com

que frequéncia ele seri revertido durante o desenvolvimento da planta
(Fedoroff et Banks, 1888).

O sistema Spm/dSpm fol associade a diferentes locos
envolvidos na biossintese de antocianinas (A, AI' Bz, €25 e no loco Wx

(Doring et Starlinger, 1886).

-Bg-rbg
Este sistema foi descrito pela primeira vez como sendo
responsivel pela instabilidade no loco 02 Copaco-2). Neste sistema, o

elemento Bg ¢ o elemento autonémo e o rbg o n3c autondmo (Salamini,
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1981; Montanelli et al., 1984). Somente Bg pode induzir a transposicio
dele e do rbg.

Foi demonstradc que elementos Bg sZ%Zo encontrados em
diferentes localizag®es nos cromossomos (Montanelli et al., 1884)D. No
entantoc, aparentemente, este elemento apresenta uma especificidade
peloc loco 02 (Montanelli et al., 19843. Recentemente, porém, foi
identificada uma mutag8o no loco waxy causada pela inser¢g8co de um
elemento bg (Motto et al., 1988). Além disso, altas taxas de mutagio
no loco “shrunken" ((sh) e instabilidades cromoss&micas foram
verificadas na presenga de um sistema Bg/rbg ativo (Marotta et al.,

1886; Motto et al., 1887).

~Ug-rug
o sistema Ug C"ubiquitous"j/ruq foi identificado

primeiramente em progénies de estoques infectados com o© Virus do

Mosaico do Trigo (WSMVD. E um sistema de dois elementos, semelhante
aos previamente descritos. A atividade de transposig8o foi
primeiramente detectada no loco AI’ da biossintese de antocianinas. A
inserg8oc neste loco do elemento nio-autondmo, rug, levam aoc
aparecimento do mutante a-ruq, que origina sementes incolores. Na
presenga de Ug ativo ocorre a excisfo de rug, verificada através da
formag3oc de setores revertentes (roxosd em sementes incolores

(Friedman et Peterson, 1982). Mals tarde, o sistema Uq foi wutilizado
para caracterizagfio genética dos mutantes “"miniature™ dMn :: Ugd,
responsiveis pela redugfo no tamanho do endosperma e embri3io da
semente (Pan et Peterson, 1889).

Geneticamente & caracterizado por um efeito de dosagem, na

regul ag3c dos mecanismos de excisfo, onde a presenga de dois elementos
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Ug no genoma tem uma eficiéncia maior em promover a excis3o do que uma
Gnica cépia (Friedman et Peterson, 1982). Além disso, esté‘ sistema é
um dos mais invasores e persistentes em populagdes de cruzamento e em
testadores de milho (Gierl, Saedler et Peterson, 1989).

O sistema Ug também foi identificado causando instabilidade
no loco €, da biossintese de antocianinas C(Oberthur et Peterson,

19840.

-Dt/rdt
Em 1936, Rhoades identificou o gene '"dotted", Dt, o qual ¢é

responsivel pelo fenétipo instivel do alelo a C(Rhoades, 1936D. Na

1
presenga deste alelo, a aleurona da semente € incolor com pintas
roxas, formando setores revertentes muit-o> pequenocs.

Atualmente, sabe-se que Dt & o .elemento autonémo de um
sistema de transposigfo. Outros elementos nSc-autondmos sic elementos
defectivos, e se transp®e na presenga de Dt.

Anilises genéticas demonstraram que o sistema Dt difere dos
outros sistemas em alguns aspectos. Um deles, € que apesar de Dt ter
sido mapeado em diferentes localizag®es nos cromossomos (Pryor, 19885),

somente mutantes do gene 4, foram associados com a presenga de Dt, (o]

1
que indica uma apérente especificidade. Outro aspecto é que um aumento
de dose de Dt leva a um aumento exponencial na taxa de reversio
somidtica C(Rhoades, 1836; Nuffer, 1955).

A nivel molecular j& foi caracterizado e clonado o elemento
rDt, responsivel pela instabilidade no alelo a,. NSco h&A evidéncias
genéticas que este codifique uma protefna, porém a presenga de duas

ORFs sugerem a probabilidade deste ser parte de uma regifo

codificadora (Brown et al., 1989D.
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-Mu

Este sistema fol descrito por Robertson ((1978). Ele
observou © aparecimento de mutantes recessivos, em linhagens, numa
frequéncia elevada. Entre esses mutantes, est3o sementes albinas,
amarelo lim%o, plantulas verde palido, andes, virescentes, etc., sendoc

que alguns mutantes apresentavam fenétipo instavel (Robertson, 1878).

Geneticamente, © sistema Mu (mutador) & caracterizado pela
capacidade de indug8oc de mutag®es em diferentes locos com taxas até 50
vezes mais altas do que os outros sistemas mutacionais. Dessas
mutagdes, 35% s8o instdveis. Apresenta um padr8c de heranga n3o
mendeliano, onde 90% das progénies autofecundadas de cruzamentos entre
plantas mutadoras e n3o-mutadnras herdam atividade mutadora
CRobertson, 1978). Os setores revertentes gefalmente sdo pequenos e
uniformes, tantoc na planta quantoc na semente, indicando uma regulag3o
tardia e especifica da transposi¢3c (Robertson, 1985; Walbot et al.,
1985; Bennetzen, 1885).

A regulagfo da transposi¢foc e atividade mutagénica neste
sistema parece estar associado ao ndmero de cédpias do elemento
presente no genoma (Walbot et Warren, 1988; Bennetzen et al., 1887), e
3 inativag8oc destes por metilag3oc do DNA (Walbot et Warren, 1888D.

Em linhagens com atividade mutadora, o nimero de cépias do
elemento aumenta até atingir uma média de 40 a 45 cépias por genoma,
porém a atividade mutadora~s frequéncia de transposigfo diminue (Walbot
et Warren, 1988). Em cruzamentos de linhagens com atividade mutadora e
linhagens nZo-mutadoras, as progénies possuem o mesmo nUmero de cépias
do parental mutador CAlleman et Freeling, 1986D. JA em cruzamentos

entre linhagens mutadoras o ndmero de cépias permanece constante,
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porém s%c detectados novos sitios de inserg¥o CAlleman et Freeling,
1988). Conclufndo, pode-se afirmar que a alta taxa de transmissfo da
atividade mutagénica e o aumento da frequéncia de mutag8io em linhas
mutadoras est4 associado com um aumento no numero de cépias do
elemento. Além disso, a capacidade mutagénica aumenta nos cruzamentos
entre linhagens mutadoras e diminue com a autofecundagdo.

Alguns elementos defectivos ja foram sequenciados. O mais
comum & um fragmento de 1,4 Kb, que foi isoclado em mutantes para Adh 1
CBennetzen et al., 1984). Este elemento, denominado de Mu 1, tem as
caracteri{sticas estruturais dos demais transposons e foram encontradas
muitas cépias nas linhagens mutadoras (Bennetzen et al., 1984). Possue
TIR longas com 200 pares de bases, 4 ORFs, e deixa uma cicatriz de 9
pares de basess. Além disso, possue um contetddo de CG diferente de DNA
de milho. Foi encontrado associado, Lambém,‘a mutagdes em a, CO'Reilly
et al., 1988) e Bz 2 (McLaughin et Walbot, 1987).

Um segundo elemento clonado foi o Mu 1,7, que difere de Mu

1 por uma sequéncia interna extra de 380 pares de bases (Taylor et

al., 1886D.

Além desse, dois outros elementos foram clonades a partir
de inser¢®es nos locos Adh 1 e waxy (Chen et al., 1987; Wessler et
al., 1988). Ambos tem TIRs caracteristicas de Mu i1 e Mu 1,7 , porém

diferem na sequéncia interna.
Nenhum desses elementos jA caracterizados parece ser

suficientemente grande para codificar uma transposase.

Além desses s%o encontrados em milho outros sistemas de

transposons menos estudados, como Fcu, Cy e Mp (semelhante a AcD.
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3.2.2- Mecanismos de Transposic&ob

A estrutura dos transposons possue caracteristicas comuns e
espec{ficas, como as TIRs e as cicatrizes deixadas na excisdo, as
quais est%o associadas com os mecanismos de transposiglo.

No sistema Spm/dSpm as extremidades possuem, além das 13
pares de bases, algumas regides com repeti¢®es diretas e invertidas de
uma sequéncia de 12 pares de bases (Pereira et al., 18886D. Del egdes
nas TIRs reduzem drasticamente a frequéncia de excis3o de Spm
C(Schiefelbein et al., 1988). Dele¢®es nas sequéncias de 12 pares de
bases também levam a um decréscimo na frequéncia de transposiglo
CTacke et al., 1988), sendo que a deleg8c total desta elimina a
capacidade de excisfo do elemento (Gierl, 1989. Essas obser vagdes
sugerem que as TIRs de 13 pb e as regides sdbterminais de 12 pb séo
substratos para as transposases.

Semelhantemente, para o sistema Ac/Ds a anilise de delegdes
de Ac em plantas de tabacoc transgénicas demonstrou que as sequéncias
internas, localizadas entre as posi¢des 44 e 181, sZo necessarias para
a transposigfo (Coupland et al., 1988). Dele¢®es nos nucleotfdeos
terminais de uma das TIRs de Ac leva a uma eliminag8o da excisfo C(Hehl
et Baker, 1989D.

De uma maneira geral, estruturalmente os transposons s3o
constitufdos de uma regifio codificadora da transposase e de regides
que servem como substratos para transposiglo. A inserg¢gfo, excisfo e
reinser¢fo de um elemento envolve a interagfo entre transposase e os
sitios de reconhecimento. O elemento sofre a excisfico de um sitio
doador e se insere num outro sf{tio alvo, normalmente préximo e no

mesmo cromossomo do anterior (Greenblatt, 1984; Nowick et Peterson,
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1981>. A +transposig8o de Spm e Ac parece ser um processo
n¥o-replicativo ,sem duplicagfo do elemento durante a excisfo, apesar
de estar associada A duplicag%oc do cromossomo (Greenblatt et Brink,
1962; Greenblatt, 1884). |

Alguns modelos foram propostos para explicar os mecanismos
de transposiglo:

Um primeiro modelo propde que para excis@o, a transposase
reconhece as extremidades do elemento, introduz um “nick" na
extremidade da sequéncia de duplicag8o, o© mesmo ocorrendo para
inser¢3c. A cicatriz serid produzida como resultado da agfo das enzimas
de reparo do DNA nas bordas do s{tio de excis%oc e no elemento no sitio
receptor (Saedler et Nevers, 1985).

O secundo modelo difere do anterior somente com relag3oc A
forma do "nick". Neste, ¢ "nick"™ & do iamanho da sequéncia de
duplicagdo, sendo a excislio finalizada através do corte das
extremi dades. Esse processo daria origem a duas estruturas na forma de
grampo, cuja resoluglo daria origem A cicatriz C(Coen et al, 19886).

Um terceiro modelo explica porque a reinser¢2oc ocorre
frequentemente em sf{tios préximos aoc doador. O corte se da primeiro em
uma das extremidades do elemento, e segue-se uma ligag3o desta no
sitio receptor. Logo apds, a outra extremidade & liberada do sitio
doador e ligada aco receptor. O corte pode ser feito através de
qualquer um dos mecanismos citadgs CRobbins et al., 1989).

Os dois primeiros modelos supoem a formagfc de uma estrutura
intermediaria n3o ligada ao cromossomo; esta cédpia extracromossomal

foi encontrada para o transposon Mu (Sundaresa et Freeling, 1887).
3.2.3- Regulag3oc da Transposigio
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Os eventos de transposigdo géralmente levam a mutagfo nos
locos onde o elemento se insere e, devido a frequéncia com que estes
ocorrem, resultam numa elevag3o significativa da taxa de mutag3c. Esse
fato torna necessirio a existéncia de um mecanismo de regulaglio da
frequéncia de transposi¢3o, para niveis que n3o sejam deletérios para
a célula e individuo.

Un dos mecanismos relacionados com a regul ag3o da
transposigoco é o controle do numero de cépias. Ja&4 foi citado
anteriormente o controle da atividade mutagénica de Mu através do

ndimero de cépias noc genoma. Em Ac, foi observado que um aumento no

nimero de cédpias do elementc reduz o ndmeroc de transposicdes
(Schawartz, 1886>. Além disso, anilises moleculares com sondas de
transposons demonstraram que o ndmero de fragmentos hibridizados, por

genoma, € caracteri{stico para cada elemento, em todas as linhagens de
milho analisadas (Doring et Starlinger, 1986).

Outro mecanismo importante na regulagfio € a capacidade do

transposon de mudar de um estado ativeo para um inativo. Essa mudanga
de  estado pode ser acompanhada fenotipicamente pelo padrio de
variega¢3o produzido, principalmente no endosperma da semente:

dependendo da durag¢fo da inativag3o, ocorre o aparecimento de sementes
sem o padrfo de variegaglio. E se o perfodo se extender por mais de uma
geraglo, fendtipos estlveis podem ser obser vados CDoring et
Starlinger, 19860 . Esse padr &o de inativag8o é obser vado
frequentemente em Mu (Bennetzen, 1987; Chandler et Walbot, 1986), Spm
CFowler et Peterson, 1978; McClintock, 1961), Ac (McClintock, 1984).
Atualmente, sabe—-se gque essa mudanga de estado estA relacionada com
modificagdes a nfivel de DNA, principalmente o© grau de metilag8o

encontrado (Doring et Starlinger, 1986; Gierl, Saedler et Peterson,
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1989; Fedoroff, 1989).

A import&ncia da existéncia dos transposons nos organismos tem
sido amplamente discutida. Estudos sobre a distribuigfoc de transposons
em populag®es naturais de milho demonstraram a universalidade da
distribuig¢fo destes, uma vez que foram encontrados presentes em
popul agdes indfigenas americanas, colombianas, mexicanas, italianas, e
em populag®des de melhoramento com alta taxa de selegdo contra
variabilidade (Peterson, 1888). Isso, aliado com a sua capacidade de
gerar mutagdes, fazem dos transposons uma fonte de variabilidade
constante, que permite uma flexibilidade para populag®es na adaptagfo

a mudangas ambientais.
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IV~ MATERIAL E METODOS

4.1 - GERMOPLASMA

Por se tratar de um mutante de carotendide e viviparo associado
A presenga de um transposon, portanto com uma caracteristica {mpar que
o distingue dos demais mutantes fisiologicamente semelhantes, passamos
a partir deste trabalho a designi-lo VP, o

O mutante vp,, Se encontra inserido na linhagem L4477,
desenvolvida pelo Laboratéric de Genética de Milho - UNICAMP. Para
este estudo foram utilizadas, inicialmente, progénies das Colec®des de
Verdoc de 8788 e 88788, denominadas L477 Ckc; x 7/Ast.op ((dtdlimio <~
pintas amarelasd, daqui para frente denominada L477UP!2'

Para o plantio, em todas as fases da pesquisa, foram utilizadas
sementes amarelo normal provenientes de progénies autofecundadas,
cujas espigas segregavam sementes com endosperma amarelo normal e
lim%o, essas dltimas correspondentes ac mutante em questi3o.

Em testes genéticos foram usados também alguns mutantes
viviparos , anteriormente descritos, que apresentam caracteristicas
fenotipicas semelhantes a VP o S3o eles o© VP, VP VP al, wy e V.
Os estoques destes mutantes foram cedidos pelo Prof. Dr.E. Peterson,
do Maize Cooperative Program, University of 1Illinois. O material
cedido veio com a seguinte especificaglo: ve, [{515A], Vo, £103D], VP,
[707Dl, al [203Bl, w
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Os estoques viviparos foram enviados pelo Maize Cooperative

[218A] e Vg [XO7C]

Program em duas cocasides: Maio/89 e Maio80. Em ambas, foram enviadas
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sementes de progénies semelhantes As citadas ou préximas destas.

As linhagens desenvolvidas no nosso laboratério para se testar
algumas famflias de transposons, denominadas 1linhagens testadoras,

foram as seguintes:

- LSOz CRCza x /Spm tester wxm—sb
- LSOz CRCzl x ZAc tester wxm—zb
-8

L477 CRC,2 x /Spm tester w2y

L477 CRC1 x/Ac tester wx™ 1>

Originalmente, os genes testadores de Spm e Ac, foram cedidos
pelo Prof. O.Nelson da University of Wisconsin e pelo Prof. D.S.
Robertson da Iowa State University. Esses genes foram introduzidos em
linhagens de nosso programa através de uma série de retrocruzamentos
até a recuperagfic final da linhagem original. Em todos os testadores o
marcador genético & o loco waxy, cujo alelo mutante €& resultado da
inser¢f%oc de um elemento n3oc-autondmo (Ds ou dSpmd. O controle da
auséncia de um elemento autondmo no genoma é feito com autofecundagdes
das linhagens testadoras, cujas progénies segregam sementes waxy na
totalidade. O marcador waxy foi escolhido por se tratar de um mutante
que se expressa no endosperma, mesmo tecido onde se expressa o VP, o

Para se determinar a relag3o de dominincia foram utilizadas as
linhagens L8902, LS22 e L9937 pertencentes aoc LaboraAtorio de Genética de

Milho - UNICAMP.

4.1.1- Origem do mutante VP, 5

Durante o verfo de 7879, © Laboratério de Genética de
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Milho - UNICAMP, sob responsabilidade do Prof. William José da Silva,
- mostrou-se interessado na selegfo de progénies de milho com grau de
protogenia elevado, em fungfo de se produzir tipos com capacidade de
toleréncia para alta densidade de plantio. Para tal, estava sendo
sintetizada uma linhagem de milho do sintético Asteca Prolifico,
segregando para o gene gpaque-e. Naquele ano, entre as progénies
selecionadas foram encontradas 3 espigas segregando sementes roxas
Cantocianinad. Estas espigas foram identificadas, plantadas e
autofecundadas, na Colegfo de 79880.

As progénies resultantes das autofecundag®es apresentaram
sementes com uma variedade de fendtipos: opague—-2 com manchas vitreas,
roxc pintado, portanto com instabilidade na expressfo de antocianina,
sementes com manchas opacas no topo e ao redor do germe, e sementes
brancas. Estas sementes foram plantadas e autofecundadas na Colegl3oc de
80-81. As sementes com endosperma branco coriginaram plantas albinas,
de onde se inferiu tratar-se de um mutante envolvido na sintese de
carotenéides. Porém as sementes amarelas da mesma progénie deram
origem a varias famfilias, que comegaram a ser derivadas na Colegic de
Primavera~81. Nessa colheita j& foram observadas progénies segregando
sementes com endosperma amarelo normal, lim3oc uniforme e lim3oc com
manchas amarelo normal.

A partir desse ponto, as progénies segregando sementes com
endosperma amarelo e endosperma limSo foram sendo autofecundadas
anualmente. Comoc o© mutante limf%c & letal, todo plantio era feito com
sementes amarelas de espigas segregantes.Na Cole¢io de 8485 a mutagio
lim3ico foi introduzida na linhagem 477, desenvolvida no Laboratério a
partir da popula¢8io Asteca Prolifico normal. A transferéncia teve como

objetivo o isoclamentc da mutag3o em um germoplasma bem adaptado Aas
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condigbes tropicais, estivel, tolerante aos principais patégenos e
bastante vigorosoc. A viviparidade, associada com a mutag8o da
colorag8o do endosperma, fel notada pela primeira vez na colheita da
Coleg8o de Ver%oc de 86.87. Issoc nfo significa que a viviparidade n#o
se expressou antes, porém naquele momento ficava mais evidente a
expressfo do gene.

As observagdes realizadas nas varias ger agdes de
autofecundagfc com segregag8oc bem definida,levavam a confirmag8o de
que se tratava de um gene envolvido na sintese de carotendides e
fisiologia de viviparos. Ficava claro, também, a associag8o entre o
mutante de carctenéide, viviparo e endosperma lim3%c ou branco fosco
com pintas amarelas, © gque sugere a presenga de um elemento de
transposig8o. Esses fendtipos, aparentemente, eram resultado da
inserg3c de um elemento de transposigao.cﬁja express3oc fenotipica
caracteristica envolvia a instabilidade e reversfo de mutag®es por ele
condicionadas. Como © material original se tratava de uma linha pura,
portanto geneticamente homogénea, e sem evidéncias de qualquer outro
tipo de altera¢fo genética, as instabilidades observadas passaram a
ser consideradas como resultantes da agfo de um transposon.

Paralelamente a esta famf{lia, ocutras progénies irmis foram
isocladas e identificadas. Entre estas foram derivadas famflias que
segregavam para diferentes tipos de alteragdes, tais como sementes
“mini —seeds", sementes de coloragfo bronze, roxo e rosas, instaveis e
estiveis, folhas variegadas, plantas braqufticas Can3s) e variegadas.

Todo o trabalho de sintese e identifica¢fc do germoplasma
acha—-se documentado nos Livros de Campo referentes as Colegdes

citadas.
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4.2- METODOLOGI A

4.2.1- Anilise Genética do VP
O objetivo neste ponto foli:

1- Determinar o nimero de genes envolvidos na expressfo do
mutante

2- Estudar o tipo de relagfio de dominincia

3- Analisar o tipo de segregaglo, para obser var a
possibilidade de ocorréncia de desvios de segregagfo

4- Estudar o efeito de outros fatores genéticos além do
efeito da transposigio

5~ Analisar a express3oc fenotipica do transposon do VP, o
tentando—-se averiguar a fregquéncia de tfansposicﬁo. a fase do
desenvol vimento do endosperma em que ocorre a excis3o, bem como o©

provivel numero de elementos de transposi¢3o envolvidos.

Foram analisadas um total de 30 progénies correspondentes a
10 familias L477vp12, com dois ciclos de autofecundagl3oc da Coleg8o de
Ver3o 8788, e 14 progénies de 4 familias L477vp12 com 3 ciclos de

autofecundagioc da Colegl3oc de Ver3o 88/89.

A andlise envolveu a identificagfio e quantificagdo de 3
classes fenotipicas de sementes encontradas: amarelo normal, lim3o
dormente, com e sem expressfo do transposon, e limSo viviparo, com e

sem a expressfo do transposon. Para determinagfio do tipo de segregac¢fo
foram consideradas apenas duas classes fenotipicas: sementes com
colorag8o amarelo normal e sementes com coloragfo limfo, esta dGltima

agrupando as demais tonalidades em direg3o ac branco.
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A avalia¢%o fenotipica das sementes mutantes, limZ%oc, levou
em consideragX%c a frequéncia de ocorréncia de viviparos, © nimero e
tamanho dos setores revertentes normais (pintas amarelas em fundo
lim%c), além da verificag¢Z%oc de ocorréncia de sementes viviparas em
endosperma normal.

Completando a anilise genética, foram realizados testes de
domin&ncia, através de cruzamentos de L477vp18 com linhagens de

bendosperma normal para expressfo de carotendides.

4.2.2- Testes de Alelismo

Estes testes tiveram o cbjetivo de se determinar se o alelo
VP, pertencia a um loco previamente determinado.

Assim, para se verificar a ocorréncia ou nio de
complementag8o, foram feitos cruzamentos do mutante vp,, com estoques
de mutantes an&logos, isto é, mutantes com a coleorag8o do endosperma
variando de lim%c a branco, viviparos, e que originam pléantulas
albinas, da Classe I de Robertson (1975). Dentre estes, os locos que
correspondem fenotipicamente a P s8o: VP, VPgr VPg» al, vy e Yo
que passam genericamente a serem chamados VP, -

Para os cruzamentos os estoques de Py foram plantados em
linhas pareadas com o© mutante Ve, o Para cada estoque VP, foi
plantada, sempre que possfivel,uma linha de 20 plantas. Para permitir
coincidéncia no periodo de florescimento, os estoques VP, » em
linhagens adaptadas a alta latiﬂude dos EUA, foram plantados 20 dias
apés o plantio de L477v912'

Como os mutantes da Classe I quando em homozigose s#o
letais, todos os testes foram feitos com sementes normais na proporgfo

esperada de 13 de sementes homozigotas e 2/3 de heterozigotas. Como
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os heterozigotos s%o fenotipicamente indistinguiveis dos homozigotos
dominantes, trabalhou-se com um ndmero minimo de 10 cfuzamentos para
obteng&o dos F; de VP, X VP, COmM uma probabilidade de 94% de se
efetuar um cruzamento de dois heterozigotos para os dois locos em
questfo. O plantio do material foi feito entre 20/08.89 e 18/09.88. O
florescimento ocorreu entre 201189 e 15-12/89.

Na analise dos F‘1 foram examinadas pelo menos 15 progénies
de cada cruzamento envolvendo um dos seis mutantes VPy» com o objetivo
de se verificar a ocorréncia ou n3c de segregag8oc de sementes do tipo
normal e lim%o, na propor¢fo esperada de 3:1, em caso dos alelos

pertencerem ac mesmo loco.

4.2.3- Identificag8c da Familia do Trahsposon do VP,

4.2.%3.1 Cruzamentos testes

A fim de se tentar identificar a famflia & qual
pertence o transposon do VP, o daqui em diante designado TLZ.foram
realizados cruzamentos com linhagens testadoras para duas famflias de
transposons conhecidas: Ac/Ds e Spm- dSpm.

Os cruzamentos das Linhagens testadoras x L477vp12
para obteng3o dos F‘1 foram feitos pelo Bidlogo Jof%c Rosolen, em Guaira
- SP, no pericdo de Margo/ Junho de 1989, em latitude mais adequada
para o crescimento das plantas nessa época do ano. Dentre os Ff foram
escolhidas 6 progénies de cada cruzamentoc do vp, , com o testador para
plantio em linhas separadas. Esse niUmero de familias da uma
probabilidade de S8 % de se obter pelo menos uma linha proveniente de

um F1 heterozigoto para VP, 5 do tipo waprtavple , © para o
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transposon. Cada 1linha foi autofecundada e retrocruzada para a
linhagem testadora correspondente. .

Para a anilise da segregagfoc foram examinadas pelo
menos 5 progénies F’2 e 10 retrocruzamentos de cada linha segregante
coletada. Com isso, foram analisadas pelo menos 20 progénies de
retrocruzamentos e 10 Fz' de cada linhagem testadora. A anilise
compreendeu o estudo de segregagfo de sementes normais e waxy dentro
de cada progénie. Nos retrocruzamentos a segregaglo esperada foi de 1

normal : 1 waxy , € nos Fz foi de 8 amarelo normal: 3 amarelo waxy: 3

lim%o: 1 lim3o waxy.

4.2.3.2- Testes com Iodina

Para complementar as anilises genéticas de
segregag3o e verificar se estava ocorrendo instabilidade no loco waxy,
fenémeno que indica a presenga do elemento autondmo do £ransposon. nos
retrocruzamentos e Fz’ foram realizados testes com iodina, em sementes
waxy. A iodina Clugol: 75mg iodina; 400 mg KI ~ 100 ml> é um corante
que permite diferenciar endosperma normal _de endosperma waxy, <¢com
bastante facilidade C(Schwartz, 1982). O endosperma normal, devido &
presenga do alelo Wx, €& composto de amido com aproximadamente 254 de
amilose, e apresenta uma colorag3o azul forte em reag8c a iodina
devido A presenga de amilose. J& o endosperma waxy, wWxwxwx, hd3o
possuf amilose e apresenta uma coloraglo vermelho castanho com iodina,
que é a prépria coloragsio do corante. A presenga de transposons em
sementes wxwxwx produziria uma instabilidade no loco, originando
setores com amilose, ilhados na amilopectina, que na presenga de
jodina dariam setores azul escuro, tipico do endosperma normal, no

fundo vermelho castanho, do endosperma waxy.
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Para os testes foram tomadas ao acasc 20 sementes de
cada espiga, dos retrocruzamentos avaliadoé. anteriormente, segregando
para vpla. num total de pelo menos 1200 sementes para cada testador
Ac/Ds ou Spm/dSpm. Foram testadas também sementes de endosperma
lim¥oc/waxy, dos Fz' Entre estas havia sementes que apresentavam
instabilidade no transposon de VP, o isto &, sementes com endosperma
limSo/waxy com setores revertentes amarelo normal, indicando a
presenga inequifvoca da atividade deste transposon no endosperma. As
sementes foram previamente lixadas nas superficies para retirada do
pericarpo e possibilitar a penetragfo do corante mais facilmente no

endosperma.

4.2.4- Anilise do Efeito do Transposon do vp, o em Genes Analogos

Este trabalho foi feito com o objetivo de se estudar a
possibilidade do transposon ve, o afetar a expressfo dos genes andlogos
VP, - Para tanto foram plantadas as progénies F1 CUPIE x vpi) e oS
estoques de VP, correspondentes. A fim de se ter uma probabilidade de
09% de se obter pelo menos uma progénie que representasse o gendtipo
desejado, V912v912Vpivpi , foram plantadas 8 progénies F1 de cada
cruzamento em linhas separadas. O plantio foi feito em 16-02-90.

O trabalho de polinizag%o deste campo foi seriamente
prejudicado por problemas com a germinag8o dos estoques americancs,
falta de sincronia no florescimento ,e condig®es climiticas adversas.
Em vista disso, optou-se por repetir o expérimento. utilizando-se num
outro plantio os Fz obtidos.

Na colheita, foram selecionados Fz segregantes para os dois
locos, isto &, espigas com sementes de endosperma normal e limSc na

proporg3c de 9:7 ,derivadas da segregaglo independente dos dois locos,
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j& que ambos condicionam fenétipos bastante semelhantes. Pareados aos
F: foram plantados os estoques de VP correspondentes. O plantio foi
feito em 3/09-90 e o florescimento ccorreu entre 8711 a 20-11.,1990.
Para a anilise dos dados foram considerados, dentro de cada
cruzamento com VP, » todas progénies disponf{veis dos retrocruzamentos e
autofecundag®es. A avaliag%o foi feita levando-se em conta a
identificag%c de sementes amarelo normal e lim3o, com e sem
viviparidade, para a determinag¥o do tipo de segregag3o e comparagad

com a segregagfo esperada.

4.2.5- Cruzamentos Dialélicos

Afim de se obter informa¢®es sobre os mecanismos de
transposig¢8o do transposon do VP o foram realizados cruzamentos entre
progénies estaveis de endosperma normal derivadas de famflias de
L4770912'

Com isso pretendeu-se verificar a ocorréncia de elementos
inativos do transposon do vp, sem progénies normais estidveis através da
possivel ativagfo destes a partir de complementag8o com elementos
complementares presentes na outra progénie, também estavel.

Para tal, foram plantadas 20 1linhas com sementes de
endosperma normal, provenientes de espigas 100% amarelas, e com
endospermas bem uniforme. Estas espigas eram provenientes de sementes
amarelas de espigas segregantes amarelo e limfo em famflias de
L477v912 autofecundadas. Cerca de S progénies amarelo estaveis de
familias diferentes foram cruzadas entre si, em um esquema dialélico
com polinizag®es reciprocas. Portanto um total de 15 famflias de F;
foram produzidas, cada uma com os dois reciprocos correspondentes.

Este experimento foi inclufdo na Coleglio de Ver3o 89-90.
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V- RESULTADOS

5.1~ ANALISE GENETICA DA MUTAGAO

Para a andlise genética do mutante VP, 5 foram avaliadas progénies
de famfilias com dois, Sz' e trés, Sa’ ciclos de autofecundag®des. Foram
consideradas diferentes classes fenotipicas associadas com © mutante,
notadamente sementes com endosperma amarelo normal e lim¥o. Nestas
Ultimas verificou-se a ocorréncia de sementes lim3o uni formes
Cestaveis) e sementes lim%o com um, ou raramente dois, setores amarelo
normal Cinstaveis) (Figura 1). Além destas duas classes de sementes,
ocorreram também sementes limfc com e sem embrides viviparos (Figura
2).

Para a caracterizag¢8c do tipo de heranga da mutagfo, e
identificag3c do nuUmero de locos envolVidos. é necessario a
determinag8c do padr8c de segregagi3io. Para o vpla a simples observaglo
das classes fenotipicas citadas anteriormente confirmou a correlagdo
entre sementes de endosperma limfic e viviparidade, j4& que sementes
viviparas sé se expressam em endosperma limfo, portanto deficientes em
carotendides, semelhantemente a outros viviparos da Classe I citados
por Robertson (18785). Dessa maneira, para determinagio do padrd3o de
segregag3o, os diferentes tipos de sementes limfo, ou seja limio sem
expressfo do transposon (limfc uniformed e sementes lim3o com expresio
do transposon (setor amarelo em fundo lim3o), foram considerados como
uma dnica classe fenotipica.

Os resultados das andlises das famflias S2 e Sg de L477v912
est%c apresentados, respectivamente, nas tabelas I e II. Nestas, foram

\

agrupados os valores das progénies individuais dentro da mesma
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Figura 1~ Principais classes fenotipicas
observadas segregando em uma progénie autofecundada
de L,47'?vp12. Semente At endosperma lim%o,
instivel, com setor revertente normal; semente "b'"-
endosperma limi3o estivel; semente ‘'c'"- endosperma
normal. Obs: A fim de se obter um contraste ideal

na fotografia, foi escolhida uma semente instavel

Ca> com setor maior do que o comunmente observado.
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m 5 RNE

Figura 2- Variagfoc observada na expressio da
viviparidade em sementes com endosperma lim3oc, de
progénies autofecundadas de L4?7vp12. S3o
encontradas desde sementes dormentes CcD atée

sementes com formaglo de foliculas Ca,bd.
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famfilia. Observa-se da Tabela I que com exce¢lo da famf{lia 813 com X%=
5,87. » nenhuma outra famflia analisada apresentou desvios
significativos da proporglc esperada para uma heranga monofatorial da
mutagfo. Um outro desvio significativo fol encontrade na anidlise do
total de sementes avaliadas das progénies com deois ciclos de
autofecundag3o, com um x%= 5.75* CTabela I)>. Para se entender a
possivel causa destes desvios observados, tanto para a famflia 813
quanto para o total, foram feitos os testes de Heterogeneidade, para
se verificar a homogeneidade da segregagfoc nas progénies dentro e
entre familias. Nas tabelas I e II, o Teste de Heterogeneidade C(Het.D
se refere A homogeneidade das progénies dentro de uma mesma famflia. O
valor Htotal se refere A homogeneidade entre as famflias analisadas.

Os testes foram significativos em ambos os casos para os dervios da

2

segregag8o de 3:1, X = 8,08*, para a famfilia 813, e x2 = 18.52*.
Het Het

para ¢ total de sementes estudadas.

~ Os dados das Tabelas I e II indicam que todas as famflias, com
exceg80 da 813, mostraram segregagfo do tipo 3:1. E nesta dltima,
somente uma espiga apresentou desvios da segregag8oc esperada. Também

os X% para heterogeneidade de progénies dentro das famflias foram
significativos em © das 14 estudadas. As diferengas dentro dessas
famflias podem ser atribufdas tantc ac nimero de sementes analisadas
como a outros fatores genéticos associados ao loco em questio. A
heterogeneidade total significativa & consequéncia das discrepincias
observadas nas famflias com desvios da segregaglio de 3:1. Os desvios
de segregagio de 3:1 no total de sementes com duas geragdes de
autofecundagic deram um X%= 5,75* CTabela ID, provavelmente em fungfo

dos desvios ocorridos na famfilia 813.
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TABELA I- Padrfoc de segregag8c de sementes amarelas normais e limd3o,

com (D) e sem (L) a expressio do transposon T;z » em
fam{lias de L477v912. com dois ciclos de autofecundag3o. Os
X% com 1 grau de liberdade se referem 4 segregagfio esperada

de 3:1. O X:ot se refere ao teste de heterogeneidade.

FAMfLIA N° AMARELAS LIMXO x; - X:
ESPIGAS ct D Ct D total

812 4 800 26 241 267 0,05 ns 0,55 na@s
813 a 633 44 128 172 5, 67 8,08 (@
814 2 358 37 67 104 1,53 ns 3,18 nsw
815 2 320 40 73 113 0,07 ns 0,39 nsw
817 3 671 31 188 219 0,07 ns 4,44 ne@
818 4 707 44 185 229 0,19 ns 6,75 ne@
s19 2 335 35 59 o4 2,18 ns  5,12° @
821 2 357 42 &7 109 0,78 ns 0,80 naw
822 6 1225 1085 277 382 1,50 ne 16,19"" =
823 1 179 14 43 57 0.09 ns -

TOTAL 5504 418 1328 1746 5, 75" 18,52 @

Obs: a - graus de liberdade

ne — n¥%o significativo a nivel de SX%

% - significativo a nivel de 8%

»¥ -~ gignificativo a nivel de 1%
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TABELA II- Padr%c de segregag%c de sementes amarelas normais e limdo,
com €'Y e sem (L) a expressfo do transposon T;z » €m
fam{lias de L4770912. com trés ciclos de autofecundagdo. Os

x? com 1 grau de liberdade se referem h segregag8o esperada

de 3:1. O de'se refere ao teste de heterogeneidade.

FAMILIA N° AMARELAS LIMEO 2 x2
gl=1 Het.
ESPIGAS AP) Ct D total
939 4 765 53 215 268 0,49 ns 3,68 nsaS
Q40 2 495 16 133 149 1,24 ns 4,46 nsw
042 5 1121 58 354 412 2,87 ne 44,63 @
Q43 3 818 32 228 260 0,44 na 6,20° @
TOTAL 3200 189 Q30 1089 0,35 ns 9,76" @

Obs: a - graus de liberdade
ns — nfo significativo a nivel de 5%
* - gignificativo a nivel de 5%

¢ — significativo a nivel de 1%
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Peloc exposto fica evidente que o mesmo tipo de segregaglo
observada nas progénies com duas geragdes de autofecundagio tTabela I>
também ocorre nas progénies com trés geragdes de autofecundaglo
CTabela IID>. Os dados de segregagfc de um total de 11.629 sementes,
agrupando-se as progénies com duas e trés autofecundagdes, mostram que
n%¥c ha evidéncias para rejeitar a hipétese de que as sementes amarelas
e lim%c apresentam segregagfo de 3:1. Isso indica a ocorréncia de uma
heranga monofatorial no loco VP, 5

A observagf3o do fendétipo das sementes e espigas das progénies de
diferentes famf{lias de VP, aparentemente nfc evidenciou a ocorréncia
de outros tipos de alterag®es genéticas, como quebras cromossdmicas,
translocagdes, que poderiam estar associadas a VP, o Isso é
evidenciado pela produg8o de espigas bem granadas, sem falhas com
sementes de tamanho normal e uniformes, sem a presenga de “miniseeds”,
e fileiras de gr8os completas e alinhadas . As plantas adultas
provenientes destas sementes também n¥o apresentaram nenhum outro tipo
de alteragsoc fenotipica detectivel visualmente.

A frequéncia de ocorréncia de sementes com endosperma lim3o e
viviparo nfic foi considerada uma vez que foram observadas desde
progénies de sementes lim%c com auséncia de viviparos até praticamente
100% de expressfo, e essa express3c ¢ dependente de fatores ndo
genéticos (Robertson, 18975D.

Para o estudo da caracterizagfo fenotipica da express3o do
transposon inserido no loco VP, o foram avaliadas as sementes com
coloragfico limSo com e sem a instabilidade no 1loco , caracterizado,
respectivamente, pela existéncia ou nfo de setores revertentes amarelo

normal em fundo lim3io dCFigura 1D. Essa anilise fenotipica da
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instabilidade demonstrou que os setores revertentes normais em

sementes com endosperma limfio s%c dUnicos, raramente ocorrendec dois
setores numa mesma semente. Esses setores, normalmente de tamanho
reduzido , tem colora¢8io amarela igual 2 da semente normal, n3o

apresentando variag8oc na tonalidade. A frequéncia de tipos revertentes
variou de 0,10 a 0,38 em S2 e de 0,11 a 0,20 em Ss’ dando uma
frequéncia média de 24% de transposigdo em familias Sz e 18% em
famflias Ss. Como a segregagfo no loco VP, o foi do tipe 3 amarelo
normal, para 1 lim%o, conclue-se que o tipo limo € uma caracteri{stica
recessiva e que o setor revertente amarelo corresponde as células onde
ocorreu a excisfio do transposon do loco VP, o

Os testes de domin&ncia também comprovaram que a mutag3io & de
carater recessivo, JjA4 que todos os vcruzamentos de L477v912 com

linhagens normais resultaram progénies normais.

5.2~ TESTES DE ALELISMO
O mutante vp, , Sem setores revertentes tem fendtipo bastante
semelhante aos outros mutantes da Classe I (Robertson, 1875). Isso
levantou a ddvida se realmente tratava-se de um novo mutante ou se era
um dos descritos, que agora se apresentava com a inserglc de um
transposon. Para testar essa hipdtese foram realizados os testes de

alelismo envolvendo todos os - mutantes que apresentam as mesmas

caracteristicas fenotipicas deste, ou seja, a deficiéncia em
carotendides no endosperma e na planta, e a viviparidade. Se o VP, 5
fosse um dos genes testados, ent8o as progénies derivadas do

cruzamento entre dois heterozigotos deveriam apresentar segrega¢lio de
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3:1 para as caracteristicas citadas.

Na Tabela II1I eStao relacionadas as progénies resultantes do
cruzamento de individuos portadores do vp, , com individuos portadores
de vp1 ou seja, vpé, va.vpg. al, vy, e yg.Nenhuma das progénies,
dentre os cruzamentos realizados, apresentou segregag3o de sementes
normais e lim%c . O nUmero de progénies analisadas para cada
cruzamento variou de 15 a 20 para cada mutante. Esse ntmero é
suficiente para que os cruzamentos envolvessem heterozigotos para
ambos os locos com probabilidade de 95%. Esses dados indicam que o

gene vp ., é diferente dos seis testados.

S.3- IDENTIFICAGAO DA FAMILIA DO TRANSPOSON DE v, 5

Os testes entre as linhagens testadoras para as famflias de
transposons Ac/Ds e Spm/dSpm e a linhagem L477v912 foram realizados
para verificar se o transposon de ve, o pertence aquelas famflias. A
anilise foi feita tanto com aux{lio de retrocruzamentos para a para a
linhagem testadora, come das autofecundag¢des, na geraglo Fz' Para tal,
considerou-se, nos retrocruzamentos, o© aparecimento das classes
fenoti{picas amarelo normal, waxy e waxy revertente (Tabela IVD>. J&
para os Fz consideraram-se as classes fenotipicas amarelo normal,
waxy, lim3o normal e limfo waxy (Tabelas V e Figura 3. Os dados das
contagens de todas as progénies das diferentes famflias de cruzamentos
estfo agrupados, para cada linhagem testadora.

As segregag¢des para sementes normal e waxy mostraram que n3c hé
desvios significativos nas proporgdes esperadas, 1:1 em
retrocruzamentos e 8:3:3:1 nos Fz’ com excegfo dos cruzamentos com a

linhagem 477 Ac-Ds. Esta dltima apresentou desvios significativos
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TABELA III- Progénies obtidas

do

cruzamento de plantas L477vpla.

provenientes de sementes amarelas de espigas segregantes,
com plantas provenientes de sementes amarelas de espigas
segregantes para os diferentes estoques de VP, -

GENES NO PROGENTIES

CRUZAMENTO TOTAL NORMAI S SEGREGANTES

Ve, 5, € VP, 16 16 O

VP, © VP 18 18 o

Vo, 5 € VP, 15 15 O

vp, 5 © al 17 17 O

Ve, 5 © w3 20 20 (o]

VP> € Vg 20 20 o)
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TABELA IV-Padr&c de segregag8c dos "testcrosses" de cruzamentos com
as diferentes linhagens testadoras, considerando-se
asclasses formadas de sementes normais, waxy estavel e waxy

instavel, wx-Cmd> Os X? referem-se 2 segregag8o do tipo 1:1 e

2
[} XH.t refere—-se ao teste de

heterogeneidade.

TESTADOR N° DE SEMENTES x2 x?

gl=1 Het.
PROGENIES NORMAIS WAXY wx-Cmd

Laoz

Spm dSpm 50 8911 8694 0 - 3,19 ns 33,61 nswuod
:cgggs 40 7467 7475 0 0,05 ns 41,09 ns@m
IS‘:);Z dSpm 12 1767 1732 0 0,35 ns 8,90 nsut
zzgs 20 2829 2683 0 3,85 16,78 neuo

Obs: a — graus de liberdade
ns — n¥o significativo a nivel de 5%

% - significativo a nivel de 5%
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TABELA V -

Padr%c de segregag8oc de progénies F‘z resultantes da
autofecundag8o do cruzamento de L477UP:2 com as linhagens
testadoras considerando-se as classes formadas de sementes
normais, waxy, limfoc e limfo waxy. Os X? referem-se a
segregag8o do tipo 9:3:3:1 e os X:ﬂ‘referem—se ao teste

de heterogeneidade.

TESTADOR 2 xz
gl Het.
NORMAIS WAXY LIMAO LIMAO/WAXY

Lao2 : a
Spm-dSpm 3825 1229 1311 410 1,82 ns 57,48 nsos1)
kiggs 3973 12860 1421 447 3,97 ns 45, 31 nswus
L477

Spm-dSpm 1843 569 591 172 65,51 ns £8, 38 nae

%3
k:zgs 2065 Bi2 755 2l4 8, 45 37,85 nse?

Obs: a — graus de liberdade

ns — n3o significativo a nivel de 5%

% —- significativo a nivel de 5%
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tanto em retrocruzamentos, X%= 3,85, quanto em autofecundagdes, X%=

B8,45. Os testes de heterogeneidade n%o foram significativos. indicando
que as progénies s%o homogéneas com relag¥c ac padr¥o de segregagdo. O
teste de heterogeneidade se refere A homogeneidade nas progénies
analisadas para um mesmo testador. E importante citar que os desvios
obtidos s%o desvios surgidos em espigas individuais em duas progénies,
tanto em retrocruzamentos comc em Fi

Os testes com iodina para se detectar instabilidades, através da
detecgfoc de setores revertentes ocasionados pela presenga de amilose,
nic percebidas visualmente, foram avaliados num total de 1240 sementes
dos retrocruzamentos e 350 sementes das autofecunda¢gdes, nos testes de
Ac/Ds. J4 para os testes de Spm/dSpm foram analisadas 1200 sementes
dos retrocruzamentos e 300 sementes das autofecundagdes.

Todos os testes tiveram resultados semeihantes. para a coloragfo
das sementes, isto &, o endosperma das sementes analisadas coloriu-se
uni formemente de vermelho castanho, caracteristico de endosperma waxy,
indicando que nfo ocorreu excisfo de Ds ou dSpm do loco waxy. Esses
dados revelam que o transposon do VP, o nico apresenta homologia com

elementos de transposig8io das famflias Ac/Ds e Spm-/dSpm.

5.4- AnAlise do Efeito do Transposon de vp, o em Genes Anilogos
0 efeito do transposon de VP, o na expressioc de genes anidlogos foi
estudado através de possiveis alterag®es do padr3io de segregaglo
obtido, tantec em retrocruzamentos como em geraglo Fz’ dos F1
portadores dos genes VP, € VP - As frequéncias esperadas em 3 casos

estudados s#%o mostradas no Quadreo 1. As propor¢des esperadas

baseiam—-se no fatoc que o transposon 1;2 nfio afeta a express3oc dos
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Figura 3- Setor de uma progénie Fz. autofecundagio

de F= do cruzamento CL477vp12 x L477 testadora de
AcDsD, mostrando as classes de sementes
obser vadas, amarelo normal, normal waxy, lim8oc e
lim2o waxy. A seta 1indica um setor revertente

amarelo normal em endosperma limfo waxy.
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dos genes anilogos.

As frequéncias esperadas do Quadro I foram usadas para o teste de
hipéteses envol vendo Fz e retrocruzamentos em combinagdes do alelo
vp,p, com os genes vp,. VPg  VPg al, vy e Yo presentes
respectivamente nas Tabelas de VI a XI. Com excegfo de trés progénies
dos cruzamentos de VP, o X VPg CTabela VIIID>, todas as demais
monstraram desvios n%c significativos das proporgles esperadas. N&o
foi poss{vel se obter nenhum retrocruzamento para o estoque do al
CTabela IXD), devido a problemas de coincidéncia de florescimento
durante a polinizag8o.

Os desvios encontrados nos retrocruzamentos para o estoque VPy»
x%= 11,8127 e 28,5882, e nos Fz. x?= 66,3805 e 4,2453, podem ser
atribufdos 3 segregagin de ocutros fatores como genes modificadores, ou
segregag8o de outro loco para lim3o diferente dos dois em questi3o, ou

diferengas na regulag3c da biossi{ntese de carotendéides, diferentes do

transposon do VP, o

5.5- Anilise dos Cruzamentos Dialélicos Para esta anidlise foram
observadas pelo menos 10 progénies de cada cruzamento dialélico,
envolvendo as 5 linhas L477 derivadas de sementes amarelo estaveis
obtidas em autofecundag®es de progénies normais, da mesma familia de
espigas segregando para o homozigoto VP oVP o As linhagens estaveis
foram assim derivadas na expectativa de conterem elementos de
transposi¢foc inativados. Cerca de 10 autofecundag®es das 5 linhagens
também foram obtidas para posterior comparagfio.Todas  as espigas
analisadas, dos 10 cruzamentos dialélicos, apresentaram fendtipo

amarelo normal uniforme, e sem evidéncias de outras alteragdes
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genéticas, tais como sementes abortadas ou outras irregularidades na

formag%c das fileiras de gr%os, ou outros tipos de mutagdes de

endosperma.
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QUADRO I- Casos estudados de segregag®es esperadas em progénies dos
trés possiveis F1 portadores dos alelos mutantes nos locos
VP, o e /ou VP, » autofecundados CFz) e de seus
retrocruzamentos C(RC) com os estoques de VP de gendétipo
V912V912Vpivpi. baseados na incapacidade do T}z ativar a

transposi¢8c nos varios locos VP, -

CASO F'1 PROGENIE ENDOSPERMA
NORMAL LIMAO
*
1 foavp12Vpivpi Fz S/16 7716
RC 374 174
L 3
2 V9120912Vinp1 Fz 374 14
RC 1 O
3 V912V912Vpivpi F‘z 374 174
RC 374 14
Obs: * - segregam sementes lim3io com o transposon T

12°
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TABELA VI - Segregag®es observadas em progénies autofecundadas, Fz'
provenientes de F“ C477vp 2 % Estoque de 'upZD e nos
retrocruzamentos, RC, desse F‘ com o© estoque de v, o
teste de X® refere-se As segregagdes esperadas, mostradas
no Quadro I.

CRUZAMENTO PROGENIE SEMENTES PROPORGAO X:l_1

NORMAL LIMAO ESPERADA

g0-1 234 94 3:1 2,34 ns

F‘2 a0-2 is2 146 9:7 0,08 ns
90-3 228 160 9:7 1,24 ns

90x81 -1 228 78 3:1 0,01 ns

A0x91 -2 159 43 3:1 1,48 ns

90x91 -3 142 52 3:1 0.34 ns

RC 90x91 -4 gz 35 3:1 0,44 ns
90x81 -5 55 21 3:1 0,28 ns

90x91 -6 69 21 3:1 0,13 ns

90x31 -7 134 36 3:1 1,32 ns

Obs: ns - n¥oc significativo a nivel de 5%
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TABELA VII-Segrega¢®es observadas em progénies autofecundadas, F_,
provenientes de F’ C477vp12 x Estoque de vp5D e nos
retrocruzamentos, RC, desse F‘1 com o estoque de VP o
teste de X% refere-se as segregagdes esperadas, mostradas
no Quadro I.

CRUZAMENTO PROGENIE SEMENTES PROPORGAO }l(;__1

NORMAL LIMAO ESPERADA
se-1 243 85 3:1 0,18 ns
s2-2 170 136 9:7 0,08 ns
Fz o=2-3 142 138 9:7 3,49 ns
o2-4 271 84 3:1 0,34 ns
a92-8 206 154 9:7 0,14 ns
S2x93-1 47 i8 3:1 0,25 ns
g2x83-2 139 39 3:1 0,81 ns
g92x9g93-3 48 18 3:1 0,19 ns
RC S2x93-4 58 21 3:1 0,10 ns
92x83-5 55 is 3:1 0.02 ns
S2x93-6 121 32 3:1 1,36 ns
Obs: ns - nfo significativo a nivel de %
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TABELA VIII- Segregag®es observadas em progénies autofecundadas, Fz,
provenientes de F‘ C477v912 x Estoque de vpgb e nos
retrocruzamentos, RC, desse F‘ com o estoque de VPgy- 0
teste de X° refere-se Aas segrega¢des esperadas, mostradas
no Quadro I.

CRUZAMENTO PROGENIE SEMENTES PROPORGAO X:b1

NORMAL LIMAO ESPERADA
o4- 1 242 i69 S:7 1,18 ns
o4- 2 203 180 9:7 0,283 ns
o4- 3 206 120 0:7 6,38
94- 4 187 160 9:7 0,78 ne
Fz G4- B 262 o6 3:1 0,63 ns
94- 6 221 80 3:1 0,40 ns
04- 7 347 g 3:1 1,87 ns
g4- 8 235 160 Q:7 1,69 ns
g4- 9 165 107 9:7 2,15 ns
94-10 108 51 3:1 4,24"
=
04 x95-1 24 11 3:1 11,81
RC 0452 129 3:1 28, 50"

Obs: ns - nfc significativo a nivel de 5%

% - significativo a nivel de 5%

% - gsignificativo a nivel de 1%
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TABELA IX- Segregagdes cobservadas em progénies autofecundadas, Fz’
provenientes de F‘1 C477vpta x Estoque de al > e nos
retrocruzamentos, RC , desse F1 com o© estoque de al. (o)
teste de X% refere-se as segregagdes esperadas, mostradas
no Quadro I.

CRUZAMENTO PROGENIE SEMENTES PROPORGAO )(:L_.1

NORMAL LIMAO ESPERADA
o6- 1 i78 53 3:1 0,52 ns
aB6—- 2 S7 43 Q:7 0,02 ns
o6- 3 104 32 3:1 0,16 ns
o6- 4 231 164 S:7 0,80 ns
o6- 5 1895 129 Q:7 0,32 ns
o6~ 6 252 72 3:1 1,33 ns
o6~ 7 225 64 3:1 1,26 ns
o6- 8 248 65 3:1 2,92 ns
oB- g9 181 134 a:7 0,198 ns
ao6-10 258 82 3:1 0,14 ns

Obs:

ns - n3o significativo a nivel de 5%
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TABELA X- Segrega¢des observadas em progénies autofecundadas,

F_,
2
provenientes de F‘1 C477v912 x Estoque de wy > e nos
retrocruzamentos, RC , desse F‘ com © estoque de vy o
teste de X’ refere-se as segregagdes esperadas, mostradas
no Quadro I.
CRUZAMENTO PROGENIE SEMENTES PROPORGAO )(;L__1
NORMAL LIMAO ESPERADA
g8- 1 206 187 9:7 2,34 ns
as- 2 138 83 3:1 0,25 ns
a8- 3 169 52 3:1 1,46 ns
a8~ 4 176 138 9:7 0,01 ns
Fz g8- 5 287 73 3:1 1,46 ns
g8- 6 135 120 9:7 1,13 ns
ag8- 7 261 a3 3:1 0,30 ns
98- 8 176 142 9:7 0,10 ns
a8- 9 207 1858 9:7 0,13 ns
a8-10 206 187 8:7 0,04 ns
a98x99-1 86 27 3:1 0,07 ns
98x99-2 167 62 3:1 0,52 ns
RC 98x99-3 els) 38 3:1 0,58 ns
98x99~-4 74 24 3:1 0,01 ns
98x389-5 45 13 3:1 0,21 ns
Obs: ns - n8o significativo a nivel de 5%
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TABELA XI-Segregag®es observadas em progénies autofecundadas, Fz.
provenientes de F‘ C477v912 x Estoque de Vo > e nos
retrocruzamentos, RC , desse F‘ com o estoque de Vo o
teste de X’ refere-se is segregagdes esperadas, mostradas
no Quadro I.

CRUZAMENTO PROGENIE SEMENTES PROPORGAO )(:L_.1l

NORMAL LIMAO ESPERADA
100-1 202 67 3:1 0,01 ns
100-2 182 133 9:7 0,98 ns
100-3 186 71 3:1 0,84 ns
100-4 108 a5 9:7 0,77 ns
Fz 100-5 100 70 S:7 0,46 ns
100-6 267 Q9 3:1 0,82 ns
100-7 130 o2 9:7 0,48 ns
100-8 212 90 3:1 3,71 ns
100-9 212 &2 3:1 0,82 ns
585x60-1 319 Q0 :1 1,96 ns
RC 855x60-2 302 89 3:1 1,04 ns
55x60-3 248 82 3:1 0,01 ns
Obs: ns - nfo significativo a nivel de 5%
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VI - DISCUSSAO

6.1- ANALISE GENETICA DA MUTAGAO

O aparecimeto de mutag®es em organismos vivos tem sido associado
com a ag%o de agentes externos aoc individuo, tais como radiagdes, e
agentes quimicos, que levam a erros durante a sintese do DNA. Essa
interpretag%c é t%c convincente que um bom ndmero de geneticistas tem

considerado importante a reprodug%c desses efeitos em laboratério,

produzindo mutagdes através da utilizag3o de di versos agentes
mutagénicos. Nestes Gltimos anos, entretanto, a descoberta de
mecanismos intracelulares, controlados pelos préprios genes, para

gerar variabilidade genética, tem ampliado a-visao da ndoc continuidade
do gene. Nesse contexto est3o os transposons, cuja presenga em todos
os organismos estudados por si sé é suficiente para demonstrar a sua
importa&ncia em estudos de Genética e Evolugfo das espécies.

E nesse aspecto que se pretende contribuir com o© presente
trabalho, através da demonstrag8o de peculiaridades de um mutante
produzido sob a ag8oc de um transposon. O mutante em questio,
denomi nado VP o chamou logo a atengf8c dos integrantes do Laboratério
de Genética de Milho - UNICAMFP, quando foi notado pela primeira vez,
por se tratar de um mutante que surgiu espontaneamente numa linhagem
pura, isto &, num material geneticamente uniforme que havia sofrido
endogamia e selecionado para estabilidade fenotipica em geral, visando
a produg3c de uma linhagem estavel. Além disso, esse material néo
havia side submetido a nenhum agente mutagénico, como foram os casos

para obteng%o da maioria dos mutantes de carotenéides e viviparos
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andlogos (Robertson, 19855). Logo, a mutacgXfo em VP, o foi originada a
partir de mecanismos intrinsecos do genoma da linhagem. Logo no
infcio, alguns cruzamentos reciprocos, posteriormente autofecundados,
indicaram que a instabilidade fenotipica era de origem nuclear.

Nas varias geragdes sucessivas de retrocruzamentos e
autof ecundagdes para'a sintese da linhagem L477v912 ficou evidente que
a instabilidade fenotipica, caracterizada por setores revertentes

amarelo normal em endosperma limfoc, somente ocorria em progénies que

segregavam o mutante. Por outro lado, os viviparos sé& ocorriam em
sementes amarelo lim3o, com ou sem expressfo do transposon. Logo a
reversfoc genética deve estar associada ac mutante de carotendide, e

este 2 viviparidade. Essa associag8o da instabilidadé fenotipica em
sementes amarelo lim3o ocorre em alta frequéncia e n3c pode ser
atribufda a mutagdes somAticas esporidicas e de baixa frequéncia, que
ocorrem num determinado tecido. Ao contrario, a alta frequéncia
detectada & semelhante a outras tantas que tipicamente caracterizam a
agdo dos transposons (Wessler, 1988). O fato de ocorrerem sementes de
endosperma lim3oc sem setores revertentes também deve ser visto como
caracteri{stica da presenga de elementos de transposicgio. Issoc porque
sabe-se que estes poéddem causar alteragdes gendticas estadveis e

instidveis, dependendo do tipo de elemento envolvido, se ¢ autd&nomo ou

na3o—auténomo, e do estado deste, se estid ativo ou n3o (Fedoroff,
1983D.

Os transposons tém sido identificados, em varios trabalhos,
devido A sua capacidade de produzir muta¢®es em outros locos, em

progénies relacionadas. Essa capacidade mutagénica pode ser explicada
pela sua habilidade de excisfo e insergfo no genoma. Esse ¢ o caso de

mutag®des em milho, em genes envolvidos na biossintese de . antocianina
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no endosperma, na folha, nas anteras, e em outros tecidos, produzidas
pela ac¢3o do.sistema Ac/Ds (McClintock, 1955). Outro exemplo que pode
ser dado é o sistema Mu, que tem sido descrito como indutor de
mutac®es em alta frequéncia em diversos locos de uma dnica linhagem de
milho CRobertson, 1978). A origem dessa instabilidade em linhas
isogénicas ¢ explicada pela presenga e ativag8o de transposons
inativos, '"silenciosos', como tem sido reportada tanto em 1linhagens,
por Pan e Peterson (1888) e Chandler et al. (189886, como em popul agdes
naturais e em sintéticos de programas de melhoramento (Peterson,
1988>.

Analogamente aos casos citados, pelo histérico do aparecimento de
vpie; percebe—-se que pelo menos duas mutagdes, antocianina instavel e
folhas estriadas, foram identificadas concomi tantemente ao
aparecimento do vp, o» © que a primeira vist# estariam relacionadas com
o mutante em questfo. Entretanto,a auséncia desses mutantes e de
ocutros novos, nas progénies que passaram a segregar vp, o+ Nas altimas
gera¢gdes (Silva, comunicaglo pesscal), poderia gerar ddavidas se a
instabilidade no loco ve, 5 pode realmente ser atribufida A presenga de
um transposon, pois gera¢gdes sucessivas de autofecundag¢des revelam
instabilidade fenotipica apenas no loco VP, o Esse comportamento,
entretanto, pode ser esperado se o transposon do-vaa tiver uma alta
especificidade para inserg3o neste ponto do genoma. Outro aspecto
interessante é que nfo foi encontrado, até o© momento, nenhum outro
tipo de alteragfo fenotipica que poderia ser atribufide a outros
mecanismos genéticos capazes de causar mutagdes, tais como
translocag®es, quebras cromossédmicas, ploidia, etc. Ao contrério, as
observagdes e evidéncias apresentadas neste +trabalhe reforgam a

hipétese de que a mutag3o em VP, 5 é condiciocnada pela inserg3c de um
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transposon.

A inserqao de um transposon leva 3 interrupgfoco da expressio do
gene alvo, e sua safda,na maioria das vezes, restaura a fung8o do gene
C(Fedoroff, 1983). O bloqueio na expressfo do gene pode ser devido a
diferentes causas como a codificagc de uma proteina defeituosa,
alteragf%oc na regulagfio do gene ou interrup¢8o dos processos de
transcrigfo esou tradug8o (Doring et Starlinger, 1886). No caso do
VP o 2 inser¢fo de um transposon nesse gene poderia estar relacionada
com um bloqueio da biossintese de carotendides, consequentemente
produzindo sementes amarelo lim3o ac invés de sementes amarelo normal.
A excisf%o do transposon do VP, o causaria o aparecimento de um setor
revertente amarelo normal dentro do endosperma lim3o.

Em milho, vaArios alelos de diferentes locos ja&4 foram descritos
como sendo ocasionados pela insergdo de‘ transposons (Doring e
Starlinger, 1986).A inser¢8c do transposon produz alterag®es na
estrutura molecular do gene alvo e em sua fungdo. Essas modificag¢des
tem sido bem documentadas em trabalhos como o de Fedoroff (1882), com
o loco waxy, e de Peterson (19803, com o loco P . Este Gltimo ilustra
a grande capacidade do elemento Ac em gerar variabilidade genética. ©
loco P, em milho, esti envolvido na sintese de antocianina, pigmento
roxo-vermelho, que se deposita no pericarpo, na raquis da espiga e em
outros tecidos. A inser¢gfoc de um elemento Ac dentro do gene P, origina
o alelo PY que produz um fendtipo vermelho variegado, tanto no
pericarpo quanto na raquis. Uma segunda transposig¢8o intragénica do
mesmo transposon Ac no loco P deu origem a um novo alelo, Por’ que
agora produz variegagfo consistindoe de setores vermelhos em fundo
laranja. Anilises moleculares demonstraram que a segunda insergdc do

elemento Ac ocorreu no mesme loco, porém em outro sitio e com
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orientacfio invertida (Peterson, 1990D. Este exemplo demonstra
elegantemente como os transposons podem originar mutag®es distintas
dentroc do mesmo gene. Em nosso caso, fenotipicamente, seria muito
dificil detectar outras reinsergdes dentro do loco VP, o semel hantes
ac exemplo descrito, em decorréncia da baixa penetr&ncia do gene VP o0

para expressfc da viviparidade.

6.1.1- AnAlise da segregag8o no loco VPIZ

A anilise da segregagfc de sementes amarelas e limfo
CTabelas I e II) indicou que a heranga & do tipo monofatorial, uma vez
que os X? obtidos na anidlise de famflias individuais n%o foram
significativos. Os desvios observados em algumas poucas famflias podem
ser atribufdos A presenga de outros genes, como genes gametofiticos ou
outros genes modificadores desconhecidos.. que podem alterar a
frequéncia gamética do mutante em estudo.

A correlagfo estreita entre o aparecimento de sementes com

endosperma lim%o e viviparidade parece indicar que as duas mutagdes

s%o aparentemente condicionadas por um mesmo loco, come tem sido
reportado em outros casos (Robertson, 1855). A falta de evidéncias
comprovando uma correspondéncia univoca entre o dois fendtipos

observados, isto ¢ presen¢a de viviparos em todas as sementes lim3o,
confirma os achados de Robertson (189783) que a express3oc dos genes
viviparos € muito afetada por condigdes ambientais. Este fato vem

também reforgar as evidéncias de que as vias biossintéticas de

carotendides e ABA possuem passos comuns (Neill et al., 1986; Parry et
al., 1990> . Nesse sentido, Ve, o pode representar um mutante de ambas
as vias e, devido as suas caracteristicas fenotipicas, deve ser

enquadrado na Classe I de mutantes de endosperma (Robertson, 1975).
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A ocorréncia de um setor revertente pequenc em endosperma limfo,
dando coloragioc amarelo normal (Tabelas I e IID, 4indica que com a
excisfo a fungloc do gene V912 foi restaurada e as células alteradas
passam a produzir novamente carotenéides, os quais deixaram de ser
Aproduzidos com a inserg¢fo de 1;2 no tha. Por outro 1lado, como a
frequéncia do alelo vP, o n%c é alterada, isto é, continua sendo de 50%
em individuos heterozigotos, fato esse deduzido da segregagfio de 3
amarelas: 1 lim%o, conclue-se que a reinsergfoc é um evento raro, que
se ocorre em baixa frequéncia, dificilmente & detectado. Essa hipétese
é compativel com o fato de nfo ter sido detectado, até agora, qualquer
outra mutag8oc diferente de VP o ©M milhares de individuos analisados,
quer em planta ou em sementes, de progénies segregantes para o loco em
questfo. Isso parece sugerir que a insergioc tenha ocorrido uma tdnica
vez e que desde entloc somente ocorre excis&d. A outra implicagdo €& que
todas as cédpias do T;z existentes nas progénies analisadas, foram
produzidas via replicagfo do DNA do gene the. Nesse caso, o T é

12

replicado juntamente com © gene.

6.1.2- Teste de Alelismo

Esse teste foi realizado com todos os genes mutantes
pertencentes A Classe I, e que por isso apresentam as mesmas
caracteristicas do VP, o Entre estes, o Unico que difere um pouco
fenotipicamente do VP, » é o Vgr peois normalmente n3o d& origem a
plantulas albinas, e sim a plantulas com colorag8o variando de verde a
verde-pilido C(Robertson, 1975). Essa variag3oc na colorag8o da
plantula, entretanto,é influenciada pelas condi¢des ambientais,
principalmente temperatura, e por esta razfo também foi incluido no

teste.
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O teste de alelismo se baseia na complementag3c do efeito
dos genétipos em cruzamentoc. Se os alelos s%oc iguais e pertencem ao
mesmo loco, ac se cruzarem dois heterozigotos para © mesmo loco, na
geragdo F1, ir%c expressar os carateres amarelo lim3osviviparo, na
proporgfc de 3:1. Se os alelos s3o distintos e nfo pertencem ac mesmo
loco, no cruzamento de heterozigotos para os dois locos ocorre a
complementag3o génica e a geraglo F‘ produz o fendétipo normal da
caracteristica em questdo.

Como todos os F1 analisados, presentes na Tabela 1III,para

todos os tipos de cruzamentos envolvendo os genes VP, VPgr  VPg. al,
Wy € Vg foram normais pode—-se concluir com seguranga que o VP, 5 nio
tem nada em comum com os genes previamente identificados, ou seja
aqueles que condicionam bloqueic na sintese de carotendides e
viviparidade, tratando-se portanto de uﬁ nove mutante para ser

inclufdo na lista da Classe I.

A express3o da viviparidade no mutante ve, seguiu as mesmas
caracteristicas dos outros mutantes viviparos descritos por Robertson
(19758), encontrando-se uma baixa correlag8c entre as diferentes
frequéncia de viviparos em sementes limifo, devido a falta de
constancia da express3c da viviparidade nos tipos amarelo limio. Foram
. encontradas desde progénies com 100% de expressfio de viviparos, ate
progénies completamente distintas com 0% de viviparos. Da mesma
forma, que existem diferengas na expressfo da viviparidade ocorre
também, em menor grau, variagf8c na colorag3o das sementes mutantes,
que podem variar de lim%o a branco, entre as diferentes famflias.
Contudo, em uma progénie de L477v912 ocorre apenas um dos fendtipos
com relagfo 2 colorag3c. A explicag8io para a variagfo da tonalidade é

dada pela presenga de outros genes que modificam a express3o deste, no
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genoma, como também acharam Robertson (18785 e Buckner et al. (1990).
A complexidade de mecani smos envol vidos na biossintese de
carotendides/ABA sugere que a expressfo génica do VP, o depende mais de
mecanismos de regula¢%c do que da presenga de genes modificadores.

Dessa maneira ¢é o gene VP, o envolvido na biossintese de
carotendides ABA, um gene regulador ac invés de um gene estrutural ?
Algumas evidéncias fenoti{picas parecem apoiér essa hipétese,

A observac%o de setores revertentes em sementes limZ%oc demonstrou
que a colorag8oc amarela destes, devido A presenga dos carotendides,
n%o difere da coloragfico das sementes amarelo normal, onde o transposon
n%c esti presente. A auséncia de diferentes tonalidades de amarelo,
tais como amarelo intenso, amarelo claro, amarelo lim3o, marfim,
branco,etc., relaciocnadas ac efeito de dosagem de genes estruturais
(Mangelsdorf, 19310, que se expressam ﬁo tecido tripldide do
endosperma, pode ser uma evidéncia para indicar que o VP, 5 é um gene
regulador. A excisfo do transposon do gene VP, o QUe ocorre com
frequéncia de 0,15 a 0,24 (Tabelas I e II>, em endospermas lim3o,
portanto de gendilipo VP VP, VP o levaria a uma mudanga em um dos
genes vp, ., para V912(r). onde r indica reversfo do fendtipoc em um dos
alelos, originando o gendtipo the(r)vpfevpje. Este Jdltimo seria
responsivel pela restauragfc do fenétipoc selvagem,ou seja amarelo
normal devido a presenga de carotendides, portanto revel ando
dominancia completa no setor revertente.

Ao contrario, para os genes estruturais seria esperado que
ocorresse um efeito de dosagem, isto &, sementes com setores variando
de amarelo intenso a tonalidades mais fracas, dependendo‘do ndmero de
alelos VP, » que perderam o transposon 1;2. e nic domin&ncia completa,

como foli encontrado. Além disso, numa mesma progénie autofecundada

71



seria esperado a ocorréncia de sementes com colorag8c variando de

amarelo intenso a branco. Também n8c se teria segregagfoc de 3:1, como
foi encontrado. Pode-se sugerir, daf, que a alterag%oc genética em
questio pode nfo ter ocorrido em um gene estrutural, mas sim em um

gene regulador. Para se confirmar esta hipétese seria necessario uma
andlise do tipo de carotendides acumulados por VP, o tanto no
endosperma quanto na planta, além de uma analise molecular do gene
para identificag8c do produto génico codificado e de possiveis
sequéncias reguladoras no DNA.

Uma evidéncia concreta nesse sentido foi dada recentemente por
Buckner (18900 ao clonar o© gene V- Este gene mutante condiciona a
auséncia de B-carotenos no endosperma. As plantas s#o verdes quando
crescidas a temperatura de 28°C e vei de palido a 35°C, devido a uma
diminuig¢8o no teor de (B-carotenos CRobertson‘et Anderson, 1961). Essa
expressfo tecido-especifica e termosensivel dos alelos desse loco,
associada com observagdes de que a taxa de reagfo enzimidtica nesse
mutante n3oc € proporcional & concentragfo da enzima (Mangelsdorf et
Fraps, 18313, levam a hipétese de que P €& um gene regulador da via

biossintética de carotendides (Buckner, 1990).
6.2~ ANALISE DA EXPRESSAC DO TRANSPOSON DE vpie

Em todos os sistemas de transposons estudades , a andlise
fenotipica da expressf3o destes se prende ac modo de ag¥%o especifico de
cada elemento (Wessler, 1888). Assim, as mutagd®es ocasionadas pelo
sistema Ac/Ds estf8o normalmente associadas com quebras cromossdémicas,
as do sistema Spm/dSpm com supressfio e regulag8o da expressfo do gene

alvo e as do sistema Mu com uma alta frequéncia induzida de mutag¢®es,
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entre outros.

A andlise da expressfoc do transposen de P também apresenta
algumas caracteristicas desses elementos. Assim:

1- A inserg¢fo do transposon esti envolvida com a supress3o total
da expressfo do foe. Isso pode ser demonstrado pela observaglo da
coloragfo uniforme das sementes amareloc lim8o dentro de uma mesma
famflia.

'2— Os ‘setores revertentes normais em sementes limZo sfio
normalmente tnicos e de tamanho reduzido.Como a frequéncia de setores
variou de 18 a 24% das sementes lim%o, entende-se que cada setor deve
ser produto de uma excisfo do transposon do gene Vo, o Pelo tamanho
reduzido dos setores pode-se inferir que a excis8c ocorre tardiamente
durante o desenvolvimento da semente. O tempo de excis83o parece ser um
atributo bem caracteristico de algumas familias de transposons. Assim
a excisfio de Dt/.rDt ocorre bem tarde no desenvolvimento e numa
frequéncia elevada, o que & caracterizado por setores revertentes
pontuais e numerosos (Rhoades, 1936>. O elemento Mu também tem sua
excis3o na fase tardia de desenvolvimento (Robertson, 1985; Bennetzen,
1985). Outro fato que comprova a expressiio tardia do transposon de
VP, o & a2 auséncia de desvios significativos na segregagfic de 3:1 de
progénies autofecundadas. Se a excisfio do transposon ocorresse na fase
de formagfo dos gametas ou no infcio do desenvolvimento da semente, um
ndmero maior de sementes normais seriam formadas, devido a
transposi¢8oc e reversi3o total para o fendtipo normal, que
consequentemente ocasionaria um desvio na segregag3o esperada de 3:1.

A alteracgf%c no tempo de excisfio do transposon de vp, tem sido
observada em cruzamentos de L477vpta com outras linhagens gque nfo

possuem vp ,, como a linha pura LS02. Neste caso, alguns F‘z
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segregantes apresentaram sementes 1im3c com setores revertentes
majiores do que o normal, ocupando a metade ou quase a totalidade do
endosperma. Anidlises mais profundas dessas expressdes distintas do
gene vp, ., s%o necessarias para se verificar se o controle do tempo de
excis8o pode ser afetado por outros genes do genoma ou se €
prerrogativa dos elementos de transposi¢8c. A frequéncia e o tempo de
excis%o pode ser controlada pelo ndmero de cépias do elemento presente
no genoma. Em nosso caso, portanto, essa associag8o foi notada, pois
nos cruzamentos com outras linhagens, © que leva a uma redug8o do
ndmero de cépias do elemento ativo, foram encontradas sementes com um
padrfo de transposig8c mais precoce, citadas anteriormente, além
daquelas com o padr8io caracteristico de expressio do transposon.

3- O trarsposon 1;2. ac contrario dos transposons estudados, nio
determina desvios na segregagfo conforme cohstatado nos estudos de
segregag%o no loco e nos testes de alelismo. Isso significa que apenas
a excisfio tardia & detectada no loco e que a inserg3c € nula ou ent3o
muito pequena para ser detectada através de desvios de segregagdo. Este
fatoc amplia o© conhecimento da natureza dos transposons, peis a
transposi¢8c neste caso é representada apenas pela excis3o, e isso
certamente deve exigir uma regulag¢3o distinta dos casos analisados até
agora. A nfoc detecg8o de reinsergfic e a baixa frequéncia de excisio
podem indicar gque os alelos VP o produzidos originalmente pela
inser¢8c de um transposon no gene VPIZ' s%o propagados no genoma pelo
processo comum de recombinag8c homéloga da reproduglioc sexuada, e n3o
por novos eventos de transposig3o. Logo um gene VP, o assim como o©
transposon T;z’ tem grande probabilidade de serem cépias de outro VP, o
e ocutro Tu: produzidas ao longo da divis%o meiética. Isso pode

significar, também, que um transposon com essas caracteristicas causa
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menos traumatismo tanto no gene alvo como no transposon em si, n8o
levando a grandes problemﬁs durante a replicac%c do DNA e a divisdo
celular. Este fato poderia também limitar nZc sé& a variabilidade
dentro do loco vp,, como também limitar a evolugdo do I;{
restringinde a formag3c de elementos dentro da famflia de transpson, e
consequentemente até de eventos de transposigio.

Também, ao contrario dos sistemas de transposcons estudados, n3o
h4 evidéncias, neste trabalho, de que tenha ocorrido uma insergd3oc em
posig%o distinta do genoma. Esse fato pode sugerir uma especificidade
do transposon em quest8c pelo loco Ve, o Ou, ent8o, simplesmente que
n8%c ocorreram reinsergdes em funglo da bai xa capacidade de
transposi¢fo do elemento. Para se confirmar essas hipdteses seria
necessaria uma anilise molecular do elemento clonado, para se

verificar primeiro o numero de cépias do transposon no genoma. Em

segundo lugar verificar se esti ocorrendo reinserg8oc do transposon em

uma regifo nfo codificadora no genoma, e gque por isso nio &
detectivel. Ou, entf%c, se o transposon é perdido apés a excisfo. Esta
ultima hipdtese envolveria a formag&o de uma estrutura

extra-cromoss®mica. Um elementc deste tipo ji& foi descrite para Mu
CSundaresa et Freeling, 1987). Deve-se notar que as duas hipéteses,
auséncia de inser¢3c em regi®es codificadoras e grande especificidade,
nfc s3%o mutuamente exclusivas, podendo ambas estarem ocorrendo.

A primeira vista parece que a inserg3c de um transposon ocorre
aleatoriamente no genoma. Em milho, entretanto, tém sido observade que
para algumas das famflias de transposons descritas a transposigdoc
ocorre normalmente em sftios ligados ao doador. Para Ac/Ds este fato

VY

foi demonstrado para dois locos diferentes, P e bz—-m2 (Greenblatt,

1984; Dooner et Belachew, 1988), onde a inser¢8oc ocorre normalmente em
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regi®des do genoma préximos ac loco em questfo. O elemento Spm também
se reinsere em sitiés préximos ao doador em aproximadamente 25% dos
casos estudados (Peterson, 1870). Recentemente, em estudos de
mapeamento do elemento Ac em linhagens recombinantes CRIOD,
demonstrou-se que das 24 sequéncias semelhantes a Ac identificadas, 14
estavam no cromossomo 4 (Jonhs et al., 1920D. Além disso, J& foram
descritas famfilias de transposon com especificidade por um loco:
Dt rDt, pelo loco Az (Brown et al., 1989) e Bg- rbg, pelo loco O

e
(Montanelli et al., 1984D).

6.2.1- Identifica¢8co da Famflia do Transposon de VP, 5

Uma iniciativa comum, apdés a detecgio de uma mutaglo
ocasionada pela agfo de um transposon em milho, é a2 identificagdoc da
famf{lia do transposon, visando a elucidagio de aspectos genéticos da
mutag8c. Além disso, a identificag8io da familia € importante para se
determinar se o transposon pertence a uma famfilia j4& descrita ou se
trata de um novo sistema de transposigio.

Um procedimento comum para a identificagsio da famflia de um
transposon é o cruzamento do estoque portador do elemento ative em
quest%o com a linhagem testadora contendo o elemento inative. A
linhagem testadora contém portanto o elemento n3oc-autdnomo inserido
num alelo conhecido, causando uma mutagdo estavel, de facil
identificag¢f%c. Para tal usam-se mutag®es do endosperma da semente,
livres de elementos autdnomos especificos. Nos c¢ruzamentos entre
linhagens testadoras e a linhagem portadora do transposon desconhecido
ativo, se este UGltimo pertencer 2 familia em quest8io, ird promover a
excisfo do elementoc nfo-autédnomo do gene marcador. A excis8o0 seré

detectada através da instabilidade fenotipica do mutante,que passa a
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apresentar setores revertentes para o fendétipo sel vagem. A excisXo
pode ocorrer dﬁrante o desenvolvimento da semente. Se ocorrer muito
cedo causa desvios na segregag%c esperada. O monitoramento da
transposigfc é feito usualmente em F’2 e em retrocruzamentos dos F1
para as linhagens testadoras. Estes dltimos tem como ocbjetivo diminuir
© numero de cépias do elementoc autdnomo, pois como foli citado
anteriormente, o ndmero de cépias do elemento pode estar relacionado
com a regulagfo da transposigfo. Este tipo de procedimento tem sido
utilizado para se identificar a maioria das famflias de transposons
conhecidas (Peterson, 1988).

Para a identificagfio da famflia do transposon de v, 5 foram
utilizadas duas linhagens testadoras do Laboratérioc de Genética de
Milho. Esses testes foram feitos apenas para as familias de Ac/Ds e
Spm-/dSpm, por serem as mais estudadas. Em noéso caso foram utilizadas
duas linhagens diferentes para o mesmo testador, para melhor avaliar a
express3o fenotipica do transposon e também parab permitir uma dupla
confirmagf%c dos resultados. Pois a instabilidade deve ocorrer em ambas
as linhagens, evitando-se assim a possibilidade da instabilidade ser
devida a outro tipo de complementagfo gendmica qualquer, que n3o a
transposi¢8c em questio.

Em nenhum dos cruzamentos analisados foi detectado desvio da
segregagfo esperada, ou seja, de 1:1 nos retrocruzamentos e 9:3:3:1
nos Fz CTabelas IV e V). Nio foi detectada também nenhuma
instabilidade do gene waxy ,causada pela excisfo do seu transposon e
restaurando a produgfo de amilose nos setores revertentes. Visualmente
seriam notados pontos de amido transltcidos em fundo opaco que contém
apenas amilopectina. Testes com iodina para identificag3oc de amilose e

amilopectina confirmaram as observagd®es visuais. O resultade dos
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testes com iodina foi ainda mais significativo nos casos de sementes
limSc waxy com setores revertentes amarelo normal (Figura 3), que na
totalidade n%oc apresentaram setores revertentes de waxy para normal .
Isso seria esperado se o transposon de VP, » pertencesse a uma das
famfilias testadas, Ac/Ds ou Spm-/dSpm. )

Estes resultados confirmam as anilises posteriores de outras
caracteristicas citadas,isto &, que o transposon do VP, 5 nioc pertence
as fam{lias de Ac/Ds e Spm/dSpm. Para essa identificag8o serdo
necessarios outros testes envolvende as familias de transposons
conhecidas em milho, tanto a nivel genético quanto molecular. Este
Gltimo com experimentos de hibridizagfco com sondas de transposons
conhecidos.

Os resultados desses testes de complementagfo com linhagens
testadoras devem ser analisados mais criticémente, OQutros elementos
complementares desconhecidos ou "silenciosos", da mesma famflia do Ac
ou Spm, peoderiam estar presentes na linhagem L477v912. porém sem
ligagf%o alguma com o transposon de vp, o © produzir instabilidade nas

linhagens com © gene waxy. Como consequéncia, © resultade seria

interpretado de maneira incorreta, inferindo-se que o transposon de

Ve, » é Ac ou Spm. Outra preocupagfc €& que oS mecanismos de
ativacfo-/repressiioc de transposons ainda n3o sf8oc bem conhecidos. Essa
ativagfio pode estar relacionada com outros mecanismos além da
complementag8c de elementos autdnomos e nic-autédnomos, como por

exemplo o grau de metilag3c do DNA. Além disso jA foi reportada a
ativag8c espontinea de elementos "silenciosos" em Ug (Pan et Peterson,
19088). Por isso, os cruzamentos testes devem ser obrigatoriamnete

complementados pela andlise molecular.
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8.2.2- Anidlise dos Cruzamentos Dialélicos

Na tentativa de se obter maiocres informag®es socbre a
complementagfio de elementos de transposigdo do VP, foram realizados
cruzamentos dialélicos, envolvendo linhagens estAveis provenientes de
progénies segregantes para o VP, o Linhagens geneticamente estAiveis,
sem hitérico de atividades de transposons, podem conter elementos
inativos, como Ugq C(Pan et Peterson, 1888) ou até sequéncias homélogas
ac elemento ativo, como Mu (Chandler et al., 1986). A ativagfo destes
elementos esti normalmente associada a choques gendémicos, ocasionados
por un estresse ambiental ou exposig3o 2 radiag3o (McClintock, 1984).
A idéia de se realizar cruzamentos dialélicos entre progénies
estiveis, provenientes da mesma progénie segregante, teve como objetivo
verificar a possibilidade de existirem naquelas progénies elementos
complementares, que ao serem c¢olocados ﬁa mesma célula seriam
ativados, desencadeandoc o processo de transposigfio.

Os resultados destes cruzamentos indicaram, 2 primeira
vista, que as progénies testadas n3c apresentam elementos reprimidos
ou inativos, ou ent3oc elementos que possam se complementar. Na
presenga desses elementos esperar-se-iam duas situagdes. Numa, o
aparecimento de espigas segregando para sementes amarelo normal e
lim8oc, estas dltimas  resultantes . de inserg¢io induzida pela
complementag8oc de elementos inativos. Isto no caso do transposon se
inserir no mesmo gene alvo. Noutra, o aparecimento de espigas com
outros tipos de alteragdes, tais como sementes abortadas,
irregularidades na formag8o das fileiras de grlos, ou de cutros tipos
de mutantes de endosperma, decorrentes de quebras e rearranjos
cromossémicos ou de inserg®des em outros locos, que também s&o indicios

de ativag3o da +transposig8o. Nenhum dos F1 das cinco 1linhagens
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revelaram qualquer alterag3c fenotipica que poderia advir da
complementagfc de elementos do transposon do vp, o que estariam
separados nas linhagens.

Além destes, os resultados dos cruzamentos entre vp,, © OS genes
anAlogos, VP VP VPg al, Wy € Vg nic evidenciaram, também, a
presenga nestes de elementos complementares ou n3o-autdnomos, uma vez
que n%o foram observados desvios significativos das segregagdes
esperadas. .

Estes resultados, juntamente com aqueles que evidenciam apenas a
ocorréncia de excisdo e, portanto se manifestando somente nos
homozigotos VP, SVP o di%c evidéncias de que a transposigfo nSo ocorre
em individuos V912V912 ou foavaE' Isto leva 3 sugest3o que a

excisfo, para ocorrer, necessita de mais cépias dos elementos que

est8o inseridos no VP o

OQutra gquest3o importante €& a composigio do sistema de
transposigio. E ele constitufdo de dois elementos, autédnomo e
nfo-auténomo, ou & constitufdo por um Ynico elementoc. A partir daf,
algumas hipdteses podem ser sugeridas.A alta especificidade do

transposon ac loco VPIE poderia impedir, no caso de existirem dois
elementos, que estes fossem identificados pela complementaglo em
gendtipos marcadores. Ao contréarico, os dois elementos ocorreriam
apenas no loco Vple. sendo um capaz de se auto-transpor e o outro nio.
Como apenas os homozigotos vpjevpja-mostram a excisfo, a transposiglo
ocorreria se pelo menos um dos dois elementos inseridos no gene foa
fosse o autdnomo. Caso contrario, elementos nioc-auté4nomos em cada VPIZ
seriam estaveis.

O transposon do ve, o poderia também ser constitufdo de um dnico
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elemento. Numa progénie estivel este poderia estar inativado, devido a
metilac®es, e desta maneira nSo se expressaria. Interessante citar
aqui que neste trabalho foi identificado uma progénie estavel para a
mutag%o, isto & as sementes limfc n¥o apresentam setores revertentes
normais. A progénie, identificada pela primeira vez em uma famflia com
3 ciclos de autofecundag8oc, manteve-se estivel por mais dois ciclos
consecutivos de autofecundagfo. Essa estabilidade da mutagfo pode ser
explicada por transposons tanto de um como de dois elementos, como foi
visto em consequénéia de estarem ambos apenas ocorrendo no mesmo loco
vpfz.Estas hipéteses, porém, s%c muito dificéis de serem testadas em
experimentos de segregagfoc pela dificuldade de se obter o© transposon
do vp, , em outros locos. Para se esclarecer essa e outras questides
levantadas anteriormente seri necesséria a complementagfo com andlises

moleculares do transposon e do loco Vpie.

Pode-se perceber pelo exposto,a importéncia da caracterizaglo
desse mutante para a compreensfo do funcionamento de sistemas
biolégicos. O mutante descrito se constituf numa pega importante do
metabolismo pois acha-se envolvido no processo de maturagfc e de
germinag¢fo das sementes. Outro fato que torna o mutante vp,, um
instrumento atraente para estudos mais profundos €& a presenga do
transposon T;z' Este, se for cofirmada a sua especificidade e seu modo
de expressfo, podera dar subsfdios importantes para experimentos de
transformac8c e mutagénese dirigida. Finalmente, a caracterizaglo de
diferentes sistemas de transposigfco poderd mostrar o papel desses

mecanismos naturais na gera¢fio de variabilidade genética.
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VII- CONCLUSZXO

De acordo com os resultados obtidos e analisados poedem ser tiradas as
seguintes conclusdes:

1- A partir da andlise do padrfio de segregagfo, verificou-se que
a mutagdo em VPIZ' que condiciona um blogueic na biossintese de
carotendides , apresenta uma segregag3c de 3:1 tipica de heranga
monofatorial. Daf conclue-se que o© mutante ¢ deter mi nado por uma

mutag¥o em um dnico loco, identificadeo por sze.

2- As anilises genéticas da express3o do Yo, 5 demonstraram que 2
mutagdo no loco th? & condicionada pela inéergéo de um transposon
neste, a qual leva a uma interrupg8c da express8oc do mesmo,
caracterizada por um bloqueio na biossintese de carotendides. A
excis8o do transposon do gene leva a uma restauraglo na produg8io de
carotenéides no endosperma, verificada através da formaglic de setores

revertentes amarelos em endosperma limio.

3- 0O teste de alelismo demonstrou que o gene VP o nic & alelo de
nenhum dos locos previamente descritos, ou seja VP, VPgs VP at, Wy

e yg que condicionam as mesmas alteragdes fenotipicas . Portanto, o

mutante ve, o é um novo gene.

4— Tanto as andlises genéticas da express8oc do transposon

Ilz,quanto as anilises de segregagfo de proge®nies nas quais este se
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expressa, sugerem que a insergio de T;; no loco sze ou em outro
qualquer, parece nio ocorrer e que as atividades do transposon podem
se resumir apenas na excisdo de T;z do vpta. Esse evento ocorre
tardiamente durante o¢ desenvolvimento do endosperma e com uma

frequéncia que varia em média de 15 a 24%.
5- Os testes para identificagfoc da famflia do 1;2. aliados as
caracteristicas da expressfc genética do mesmo, indicam que o

transposon n%o pertence as famfilias testadas, Ac/Ds e Spm-/dSpm.

6~ Finalmente, o transposon T;z nio tem nenhum efeito aparente na

expressfo fenotipica de genes andlogos a VP, 5
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VIII-RESUMO: ESTUDO DE UM MUTANTE DE CAROTENSIDE E VIVIPARO CAUSADO

POR TRANSPOSIGAO EM MILHO

A existéncia de mutantes para vias biosintéticas & essencial
na determinag¢g%c de passos metabdlicos. Un mutante de carotendide e
viviparo, com instabilidade fenoti{pica no endosperma, que apareceu
espont&neamente numa linhagem originada de familias segregando
elementos de transposi¢%c em antocianina, € o objeto de estudo deste
trabalho.

Foram analisados aspectos genéticos da mutag8o, através do
estudo de 44 progénies autofecundadas, ao longec de 2 geragdes. A
segregagfio de sementes normais (amarelo) e mutantes (lim3cd, num total
de 12.886 sementes, apresentou segregagfo monofatorial (X2 = 0,344 ;
0,80<p<0,70>. A associag3c entre sementes deficientes em carotendides
e viviparas indica que toda semente vivipara ¢é deficiente em
carotenéide. © que sugere a existéncia de uma dnica mutag8o causando
os dois fendtipos, confirmando a ocorréncia de passos comunsS has vias
biossintéticas de carotendide e ABA. Testes de alelismo envolvendo o
mutante em questfo, designado VPy o € OS genes anilogos VP o VPgr VPg»
al, vy e yg,foram negativos, indicando que o mutante Ve, 5 ¢ diferente
dos demais. .

As anilises genéticas da expressio do VP, 5 demonstraram gque
a mutagdoc no loco VPIZ é condicionada pela inserg3o de um transposon

no mesme, a qual leva a uma interrupglic da expressio deste,
caracterizada por um bloqueioc na biossintese de carcotendides. A
excisfo do transposon do gene leva a uma restaurag3c na produgfo de
carotendides no endosperma, verificada através da formag3o de setores

revertentes amarelos em endosperma lim3o.

~Tanto as anidlises genéticas da expressf8o do transposon
T;z.quantc as anilises de segregag¢fo de progénies nas quais este se
expressa, indicam que a inserg¢foc de 1;2 no loco Vp12 ou em outro
qualquer, parece n#o ocorrer e que as atividades do transposon se
resumem apenas na excis8o de :ﬂ do VP o Esse evento ocorre
tardiamente durante o desenvolvimento do endosperma e com uma

frequéncia que varia em média de 15 a 24% .

84



Os testes para identificagXoc da fami{lia do T‘z. realizados
através de cruzamentos com linhagens testadoras para as familias Ac/Ds
e Spm/dSpm, aliados As caracteristicas da expressfo genética do mesmo,
indicam que o transposon nfo pertence as fam{lias testadas, Ac/Ds e
Spm-/dSpm. Além disso, o transposon T;z n%oc tem nenhum efeito aparente

na expressfo fenotipica de genes andlogos a VP, o
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ABSTRACT: STUDY OF A CAROTENOID/VIVIPAROUS UNSTABLE MUTANT IN MAIZE.

The occurrence of mutants for biosynthetics pathways 1is an
essential instrument 1in the determination of metabolic steps. A
carotenoid-/viviparous mutant with a phenotypic instability at the
endosperm of an inbredline originated from segregating families for
transposable elements in anthocyanin has stimulated the develcopment of
this research.

The genetic variability was analysed by a study of 44
selfpollinated progenies throughtout two successives generations. The
segregation of normal C(yellowd and mutant Clemmond seeds, in a total
of 12586 kernels, indicated a monofactorial segregation cx2= 0. 344,
0.80<p<0.70>. The association between carotenoid mutants and
viviparous kernels indicated that every viviparous seed has only one
mutation causing the two phenotypes, suggesting the occurrence of
commom stepes in the biosynthetic pathways of carotencids and
ABA. Alelism tests inveolving the mutant, here designated VP, o and the
analog genes, VP, VPpr VPG at, Wy & Vg were negatives, indicating
that the mutant VP, » is different from the others.

The analysis of the VP, 5 genetic expression demonstrated
that the mutation is caused by a transposable element insertion in the
V912 locus, which results in an interruption of the carotencid
biosynthesis. The transposon excision from the locus restores the
carotenoid production in the endosperm, and this can be verified by
the occurrence of yellow revertent sectors in a lemmon background.

Either the genetic analysis of the transposon of Vo, C?;ZD
expression and the analysis of the segregation ratio of the locus
demonstrate that the 1;2 insertion at the fo2 locus or another one
seems not to occur and that the transposon movement consists only of
excision from the VPIE locus. This event occurs late during the
endosperm development and in an average frequency of 15 to 24%.

The results of the family identification tests of the
transposon of VP CT;ZD, realized through c¢rosses with test
inbredlines of the Ac/Ds and Spm-/dSpm families, associated with the
caracteristics of 1its genetic expression, indicated that the
transposon 1;2 does not belong to the tested families. Besides A that,
the transposon T;z has no apparent effect in the phenotypic expression

of the analog genes.
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