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I- INTRODUCZO

O milho € um cereal largamente explorado pelo seu valor
nutritivo, tendo nas sementes cerca de 83X de carboidratos, 4,8%
de J6leo e 10,7% de proteinas. 0 amido est3d presente em maior
parte no endosperma, perfazendo 70% do beso seco da semente. Os
acucares representam apenas 2,9% do peso do endosperma (Alexander
& Creech, 1977). S3o conhecidos varios mutantes que alteram a
constituigc30 de proteinas ou carboidratos no endosperma de milho.
Os mutantes de endosperma tém sido amplamente estudados, tanto
pelas suas qualidades nutritivas, como também do ponto de vista
académico, por envolverem mecanismos de controle da sintese de
aminoacidos, proteinas e carboidratos nas sementes.

Mutacbes genéticas surgem devido a alteragbes na sequéncia
nucleotidica que geram assim diferengcas na constitui¢3o molecular
dos organismos. A frequéncia do surgimento de mutante em
populacBes nd3o € alta. Assim, muitas vezes € importante a
reproducio desses efeitos em laboratodrio, produzindo mutagles
através da utilizac3o de agentes mutagénicos. A descoberta de
elementos de transposigao, que s3o0 capazes de produzir altas
taxas de mutacdo, tem demonstrado a importancia dos mecanismos
intracelulares como geradores de variabilidade genética. Neste
sentido, a planta de milho € interessante para a detec¢3o de
elementos de transposi¢ad devido ao grande numero de marcadores
genéticos conhecidos. A presenca destes mutantes permitem o

monitoramento da inser¢3o e excis3o desses elementos em genes que



se expressam em quase todos os O6rgaos da planta. Entre esses
marcadores genéticos est3o os locos envolvidos na biossintese e
deposic3o de antocianina em diferentes orgdos da planta. Além dos
genes para antocianina, s30 disponiveis ainda, os mutantes
envolvidos na produc3o de proteinas e carboidratos no endosperma
que, por sua vez, podem alterar a morfologia da semente em
consequéncia de mudangas fisico-quimicas nos tecidos (Wessler,
1988) |

0 conhecimento da ac¢3o dos transposoné em genes de
endosperma de milho esta sendo bastante explorado atualmente, por
permitir a clonagem de genes via “"gene tagging”. Esta € wuma
interessante aplicacdo dos transposons em casos onde. a
identificac3o do gene n3o pode ser feita pelo seu produto génico.
Os genes Bzi, Bz2, A1,A2,C{,P,R,02,vpP1,hcf e Knl foram clonados
por esta teécnica (Gierl & Saedler, 1992).

A existéncia dos transposons nos organismos € assunto
palpitante em Biologia. A presenca destes elementos moveis em
populacdes naturais e em populacBes submetidas a alta press3o de
selecido indica a ampla distribui¢3o destes elementos nas wvdrias
especies estudadas. 0Os transposons podem ser considerados como
fonte de variabilidade genética continua e rdapida nas populacdes.

Por ser um assunto de grande importancia em Biologia, nossos
esforcos foram aqui concentrados para estudar um sistema indutor
de mutacBes, com algumas caracteristicas aparentemente distintas
dos mecanismos geradores de variabilidade genética analisados até

o momento.



II- REVISXO BIBLIOGRAFICA

2.1.-MUTANTES DE PROTEINAS E CARBOIDRATOS DO ENDOSPERMA DO MILHO
Variantes genéticos para fracdes proteicas e para
carboidratos do endosperma s3o bastante conhecidos em wmilho.
Vdrios genes tém sido identificados e mapeados, e amplamente
utilizados tanto em programas de pequisa bdsica, como em

melhoramento.

2.1.1.- Mutantes de proteinas

No desenvolvimento das sementes as broteinas sintetizadas
sao armaienadas em corpusculos proteicos no endosperma.
Aproximadamente 95X das proteinas que compOem estes corpusculos
s3o prolaminas, denominadas zeinas em milho. Existem diferencas
estruturais entre as moléculas de zeina, distribuidas em 4
classes: alfa, beta, gama e delta, que s3o codificadas por
diferentes genes que atuam 60 endosperma. A alfa-zeina, a mais
abundante (S5@X) no endosperma do milho maduro € codificada por
uma familia multigénica. As outras classes s3o codificadas por
genes presentes em somente uma ou duas cépias. Os genes que estdo
relacionados com a producdo destas proteinas encontram-se nos
cromossomos 7 (gpaqueg), 10 (gpaque7), e no cromossomo 4, onde
certos polipeptideos de zeina s3o localizados e foram descritos
por Nelson et al. (1965).
A Dentre as 4 classes de zeinas, as mais abundantes s3o as

constituidas‘ por 19 e 22 kd. Os diferentes pesos moleculares



destas proteinas indicam o grande polimorfismo existente em cada
um dos genes das diferentes classes desta familia multigénica.

A wmutac8o 02 causa a baixa transcric3o da classe de 22 kd,
resul?ando em uma reducio de 50-70X de zeina (Kodrzycki et al.,
1989). Dependendo do "background” em que o alelo nulo o2 estiver,
'a redug3o pode ser de 60-80X (Aukerman et al., 1991). A expressdo
deste gene depende do "background” devido a ag3o de fatores
modificadores (Paulis et al., 1990).

Estudos da expressdo génica da =zeina, realizados por
Kodrzycki et al.(1989), demonstraram que a regulac3o destes genes
sdo feitas tanto a nivel transcricional quanto pOs-
transcricional. Além disso, a express3o dos genes de =zeina ¢€
regulada ordenadamente e o0s mRNAs s3o acumulados em alfa
concentra¢3o durante o estdgio de desenvolvimento do eﬁdosperma.
0 alto numero de cdpias dos genes da alfa-zeina mostram baixa
atividade transcricional enquanto as outras classes de =zeina
codificadas. por somente dois genes est3o em alta atividade
transcricional. Além dos genes da alfa-zeina observa-se a
existéncia de pseudogenes, para esta classe, nas andlises de
sequéncias de DNA.

0O gene o2 foi clonado via "transposon tagging” usando-se o
_sistema Spm (Schmidt et al., 1987) e Ac/Ds (Motto et al., 1988).
Posteriormente demonstrou-se que a proteina codificada pelo o2
possui um dominio putativo semelhante a um "ziper de leucina”
caracterizando um sitio de ligac3o de DNA com proteina como

encontrado para algumas proteinas de protoncogénese animal e em



reguladores transcricionais de levedo (Hartings et al., 1989).
Este “ziper de leucina” liga-se aos promotores dos genes das
zeinas de 22 kd e n3o se liga aos de 19 kd (Schmidt et al.,
1992). Esta mesma proteina quando produzida por E.. coli se liga
ao gene da zeina, demonstrando que o produto do gene 02 n3o
depende de outro fator para se ligar ao DNA.

A sintese proteica no endosperma de milho é um sistema ideal
para os estudos de regulacdo génica, devido a expressdo tecido-
especifica dos genes envolvidos. E também pela participacdo
destes locos numa familia multigénica constituida de genes
estruturais regulados ao longo do desenvolvimento do tecido. A
identificacdo de box de pro]amina em todos os geneé de =zeina
permite a expressio especifica destes genes no endosperma
(Schmidt et al., 1992). A caracterizac3o de genes com funcdo
regulatdria de familias multigénicas pode auxiliar na localizacdo
dos genes regulados, e gerar conhecimentos sobre mecanismos

_envolvidos na regulacdo génica.

2.1.2 Mutantes de carboidratos

Na formac3o0 do endosperma, o armazenamento de carboidratos
inicia-se basicamente com a acd3o da enzima sacarose sintase, que
catalisa a reac3o de clivagem da sacarose para UDP-glicose e
frutose, nas duas difecﬁes. 0 gene Shrunken, que codifica esta
enzima, estda localizado no cromossomo 9. A mutac3o neste loco
reduz de 2-6X a atividade da sacarose sintetase e em 60X a

quant idade de amido no endosperma (Choury & Nelson, 1976).



Os carboidratos metabolizados s3o basicamente acumulados na
forma de amido. Este importante componente de reserva [
encontrado na maioria dos tecidos em wmilho. No amido do
endosperma encontram-se dois tipos de cadeia de amido. Uma
linear denominada amilose, que corresponde a 25-28X do amido e
uma ramificada, a amilopectina, que perfaz cerca de 75X do total
de amido do endosperma. Alguns dos mutantes que alteram a
constitui¢3o do amido no endosperma s3o tecido-especificos.
Aparentemente existem vias dnicas na formac3o de amido para os
diferentes tecidos ou uma regulaclo tecido-especifica da
expressao génica (Dang & ﬁoser, 1989) .

A biossintese de amido ocorre na matriz do amiloplasto, e
tem-se demonstrado que a ramificac3o0 e a desramificacd3o do
carboidrato ocorrem na matriz antes da associacio dos
polissacarideos em granulos de amido (Shannon & Creech, 1977).

Estudos comparativos demonstraram que a eniima ramificadora
da folha € a BE Ila (Dang & Boyer, 1989). Sabe-se que o0 gene
amilose-extender (ae) € estrutural e codifica a enzima BE IIb
(Alexander & Creech, 1977). 0 mutante ae interfere na composicdo
do amido do endosperma, porém n3o interfere na sintese deste
carboidrato nas folhas. Este fato indica que a express3ao de BE
Ila e BE IIb s3o independentes.

Segundo Shannon & Creech (1977), o mutante ae altera a
propor¢cio de amido do endosperma apresentando 59,8X de amilose e
uma reduzida frac3o de amilopectina com menores pontos de

ramificac3oc do que a amilopectina encontrada no endosperma normal



(Dang & Boyer, 1989).

Estudos do efeito de dosagem do alelo ae demonstram que a
atividade enzimdtica de ramificacd3o n3o se altera com o alelo
nulo. E com o aumento da dose do alelo Ae observou-se um aumento
linear na atividade ramificadora da enzima IIb (Dang & Boyer,
1989) .

Outro mutante que altera a qualidade de amido no endosperma
€ o waxy (wx), localizado no cromossomo 9, descrito por Collins
em 1909 (Alexander & Creech, 1977). 0 gene Wx codifica a enzima
glicosil-transferase que liga granulos de amido e € responsavel
pela sintese de amilose no endosperma em desenvolvimento. 0
mutante wx ocasiona a conversdo de todo alfa-1,4 glucano enm

amilopectina.

2.1.3- Interaclo génica em endosperma de milho

A maioria das caracteristicas observadas nos organismos €
produto final de uma 1longa cadeia de intrincados processos
metabdlicos. A utilizagc3o de varias técnicas tem permitido wuma
melhor analise destes processos, mostrando em muitos casos a agao
dos genes em passos individuais, definindo assim a acdo
enzimatica de genes especificos. 0 fendotipo final de um organismo
entretanto, € o resultado da a¢3o e da interac3o de um grande
nimero de genes. Estes genes, por sua vez, sao influenciados por
fatores ambientais que tém um papel também importante na sua

expressdo final.



As interacdes podem ser classificadas em dois tipos bdsicos,
as alélicas e as n3o-alélicas. As alélicas ocorrem dentro de um
determinado loco. As ndo alélicas ocorrem entre locos diferentes.
Como exemplo de interacdes n3o alélicas tem-se a epistasia, a
aditividade e a ag¢3o de modificadores. A interacdo epistética,
segundo Gardner (1991), é uma interacd3o funcional de diferentes
genes n3o alélicos. Ou seja, qualquer gene que mascare a
express3o de outro gene n3o-alélico € epistatico sobre ele. De
acordo com Strickberger (1990), n3o ha necessidade de que um gene
interfira no outro, podendo haver interac3o em consequéncia de
uma diminui¢3o ou aumento da atividade enzimitica dos genes
envolvidos. A aditividade se expressa quando ocorre domindncia
incompleta entre os genes que condicionam uma determinada
caracteristica. Nesse caso, o efeito dos genes se somam para a
expressio final da caracteristica. Os genes wmodificadores s3o
aqueles que mudam o efeito fenotipico de outros genes de forma
quantitativa. |

Esses trés tipos de interac3o s3o observadas em endosperma
de milho, podendo ocorrer tanto entre mutantes de carboidratos
como de proteinas. Para se avaliar o tipo de interagdo ¢
necessario que se conheca como os mutantes individualmente
alteram os constituintes do endosperma, produzindo Qm fendtipo
caracteristico. S3o0 bem conhecidos os mutantes o2, o7, fl e fl2,
que alteram a fragdo proteica e os mutantes ae, du, su, su2 e wx
que alteram a proporcio de amilose e amilopectina. Alguns estudos

tém <sido feitos para elucidar o comportamento fenotipico e



bioquimico de mutantes de endosperma quando combinados em um
mesmo “background” genético. A identificacSo fenotipica dos
mutantes duplos e triplos recessivo é dificultada pelo efeito de
dosagem génica. E pela interac3o entre eles, como ocorre, por
exemplo com os mutantes du e su2 (Dunn et al., 19353). A
combinac3o aesu2 causa 54% de amilose e o fenotipo do endosperma
€ opaco. O aewx possui 15X de amilose e o fendtipo € opaco-
enrugado. O su2wx n3o produz amilose e o fendtipo € opaco. 0O gene
su em homozigose resulta em fendtipo enrugado. Entretanto, quando
combinado com ae apresenta fendtipo vitreo. Esta interacdo
facilita a identificac3o de segregac8o Aeae em "backgrouﬁd"
su2sul. 0 gene wx normalmente produz um fendtipo opaco
caracteristico, que também € facilmente indentificado pela reacdo
com iodo. Em combina¢3o com du produz um fenotipo enrugado, que
n3o ¢é caracteristico de nenhum dos mutantes. Este mesmo tipo de
interac8o complementar ocorre na combina¢3o do mutante ae com o
wx, resultando em féndtipos que v3o de grios semi-cheios a
enrugados. O fendtipo translucido do ae é epistatico sobre o
efeito enrugado do su. Na combinagdo dos mutantes oa> e ae a
expressio fenotipica € semelhante a do o2, o éue também ocorre na
combinac3o o2wx (Alexander & Creech, 1977).

0 mutante wx n3o forma amilose, wmantendo uma completa
auséncia de epistasia com os outros mutantes para este componente
do endosperma, com gxcecﬁo de quando combinad6 com o gene ae.
Nesse caso o endosperma aewx produz cerca de 15X de amilose.

OQutras interessantes combinac¢Oes envolvendo o gene ae tém sido
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observadas. O gene ae condiciona um alto ponto de birrefringéncia
a0 amido e é parcial ou totalmente epistitico sobre o su, su2 e
wx. No entanto, quando combinado com du e com dusu2 os valores da
amilose s3o mais proximos dos encontrados em endosperma normal.

Kramer et al.,(1958) definiram o padr3o de epistasia
condicionada pelo ponto de birrefringéncia. 0O gene wx e
epistitico sobre ae, du, su e su2. Ji o gene ae € epistdtico
sobre du. O gene duAé epistatico sobre o su; o sué é epistatico
sobre o su e ae e finalmente o su € epistdtico sobre o ae.

A propor¢io de amilose em estoques ae pode chegaf até a 60X
do amido dependendo- do "background” genético do endosperma.
Porém, <quando combinado com outros mutantes como du, su, sug e
WX, essa proporgcao pode variar de 0-70X. Esta faixa de variacdo
pode ser ainda afetada pela presenca de genes modificadores. O
mutante ae causa uma reduc3o do amido e um aumento da fracdo
proteica quando comparado com milho normal. Este fato tem sido
atribuido ao baixo peso do gr3o ae (Shannon & Creech, 1977).

A dificuldade de se separar fenotipicamente sementes com uma
e com miltiplas combinacBes de alelos mutantes pode ser muito
grande em consequéncia de interagc8es génicas que podem ocorrer
entre os varios mutantes que atuam no endosperma do milho. Por
isso, andlises fisico-quimicas s3o necessarias para elucidar

estas interagdes.
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2.2- A¢lo de tranposons em milho

McClintock (1951a) identificou algumas mutacSes em wilho
ocasionadas por outros genes, que ela denominou de elementos
controladores, que mais tarde passaram a ser denominados de.
elementos de transposi¢c3o. Os transposons s3o elementos mdveis,
presente no genoma dos organismos, responsaveis por uma grande
variedade de fendtipos mutantes instdveis. A inser¢c3o e/ou
excisio de elementos de transposic3o pode alterar tanto a
estrutura como a fun¢lo do gene. Consequentemente afeta o nivel
da express3o génica, como também o aparecimento de eventos
mutacionais especificos que resultam em setores clonais dé
células exibindo uma fun¢c3o génica alterada (Fedoroff, 1984). |

Os elementos de transposicao acham-se muitas vezes
silenciosos no genoma, talvez inseridos na heterocromatina, onde
nao podem transcrever e muito menos responder a sinais
regulatdrios. A ativacdo destes elementos esta frequentemente
associada estresse ambiental ou gendmico nos individuos (Finchan
& Sastry, 1974).

Estruturalmente os transposons s30 constituidos de uma
regido codificadora da transposase, enzima responsdavel pela
transposic30o e de extremidades invertidas repetidas (TIR). A
inser¢30, excis3o e reinsercio de um elemento envolve a interac3o
entre a transposase e as extremidades invertidas repetidas. Estes
eventos, normalmente, levam a duplica¢do de nucleotideos
ocasionando a formécio de uma cicatriz. 0 elemento sofre a

excis3o de um sitio doador e se insere num outro sitio alvo,
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normalmente proximo e nNnO mesmo Cromossomo.

Os elementos de transposiciio podem ser classificados em duas
categorias, dependendo da presenca ou n3o de uma etapa envolvendo
sintese de RNA durante a transposic3o: os transposons e o0s
retrotransposons. Na primeira categoria est3o a maioria dos
transposons de plantas e bactérias descritos. Os retrotransposons
sdo elementos com estrutura 1igual ou parecida com a dos
retrovirus, sendo que ja foram descritos em diversos organismos,
como em fungos, no homen e em milho (Fedoroff, 1989). No entanto,
‘a maioria dos transposons descritos em milho pertencem a primeira
categoria.

Os elementos de transposicao podem ser classificados em
familias. A identificac3o dos transposons dentro de uma mesma
familia depende da resposta a ativacdo, de um outro elemento, por
reconhecimento da TIR. Além das TIR serem iguais para elementos
de uma mesma familia, os nucleotideos duplicados no sitio de
inser¢3o do elemento no DNA também s3o iguais. Portanto, um
elemento n3o-autdnomo é ativado apenas por um élemento autdnomo
correspondente. Geralmente, o elemento n3o-autdnomo é derivado de
uma dele¢3o de nucleotideos do autdnomo (Peterson, 1980).

Um elemento autdnomo € capaz de promover a sua Ppropria
excis3o e transposi¢cdao independentemente de outros elementos,
apresentando um padr3o de heranca instidvel do fendtipo mutado. Um
elemento nio-autdonomo n3o € capaz de excisar-se e transpor por si
s6, necessitando para tal da presenca do elemento autdnomo. Isso

resulta numa heranca estavel da mutac3o ocasionada por ele, na
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auséncia do elemento auténomo. Os elementos autdnomos s3o capazes
de ativar um n3o-autondmo tanto em cis como em trans, suprindo-
lhes as fun¢Ses necessdrias para ativac8o da transposicdo, e
também de outros mecanismos genéticos associados com os
transposons (Fedoroff et al., 1983). Em milho hd varias familias
de transposons descritas, sendo que as mais conhecidas s3o: Ac
(Act ivador,autdonomo)/Ds (Dissociation, nao-autdnomo); Spm
(Supressor-mutador, autdnomo)/dSpm (Defectivo, n3o-autdnomo); Dt
(dotted); Mu (mutador); Bg (Bergamo, autonomo)/rBg (nd3o-
autonomo) .

Os tranposons estabelecem suas préprias caracteristicas no
desenvolvimento do organismo. Evidéncias genéticas confirmam que
a frequéncia de transposic3o e o tempo de revers3do s3o regulados
pelo proprio elemento (McClintock, 1964). Essas variacGes na
func3o do elemento sio detectadas através de padrles de reversao
somdatica alterada, tanto no tempo quanto no espago, ou por
inativacdes reversiveis de elementos inteiros, designada mudanca
de fase.

Um dos principais mecanismos relacionados com a regulacdo da
transposic30 € o controle do nimero de cdpias. Na familia Ac/Ds
tem sido observado que o aumento no nimero de cdpias do elemento
autdnomo reduz o nimero de transposi¢les (Schwartz, 1986). No
elemento Mu foi verificado que o controle da atividade mutagénica
é feita através do numero de cdpias no genoma (Fedoroff, 1984).

A capacidade do transposon de mudar de um estado ativo para

um inativo (inativa¢cOes reversiveis) e outro mecanismo de
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regulac3o destes elementos. Essa mudanca de estado pode ser
acompanhada fenotipicamente pela mudanca no padriao de variegacio
produzido, pPrincipalmente no endosperma da semente. Isto depende
da durac3o da inativac3o que pode resultar no aparecimento de
sementes sem o0 padrio variegado. A mudanca de estado faz com que
os alelos instdveis originem novos alelos, que produzem
diferentes fendtipos, também instaveis. Porém, se a inativacido
permanecer por mais de uma geracao, fenotipos estdveis podem ser
observados (Doring & Starlinger, 1986). Em alguns casos, a
mudanga de estado tem sido associada com a transposicio
intragénica, no entanto, a maioria delas resulta de uma deleg3o
dentro do elemento de transposicd3o (Wessler, 1988). Outros
pesquisadores também afirmam que. a mudanca de estado esta
relacionada com modificacOes a nivel de DNA, mais especificamente
relacionada com o grau de metilac3o (Doring & Starlinger, 1986;
Fedoroff, 1989).

.A mudanca de estado mais bem caracterizada € a derivada do
alelo dSpm que origina novos fendtipos com relac3o ao padr3o da
mutac3o somatica causada pela excis3o do elemento. Na presenca de
um elemento ativo Spm, estes alelos produzem grandes setores
pigmentados e d3o origem a novos alelos em alta frequéncia. O
sequenciamento do DNA revela que a mudanca de estado que origina
pequenos setores, sugerindo uma reversao tardia no
desenvolvimento, ¢é ocasionada pela delecdao de 2,2kb no elemento

dSpm. As mudancas de estado a-mi 5719 A1, a-mi 1112 e bz-m13 CS?



ocorrem devido a uma deleciio no ponto terminal da repeticio
subterminal. Suspeita-se que a delecfo envolvendo as repeticdes
subterminais podem interferir na ligacd3o da transposase,
resultando em baixa frequéncia de excis3o (Tacke et al., 1986).

A inativac3o permanente de um elemento autdnomo, como Ac e
Spm, € ocasionada por uma delegS30. Os elementos ativos podem
tornar-se inativos e permanecer assim por varias divisles
celulares (ciclo dos elementos) ou por varias gera¢cOes (elementos
inativos) (Wessler, 1988).

Existe um elemento Ac inativo (Ac-i) que se comporta como
Ds. Isto ¢é, ele sO transpbe na presenca de Ac ativo, n3o pode
transativar outro Ds no genoma e também n3o contribui no efeito
de dosagem do Ac. Este tipo de elemento tambeém é encontrado na
familia Spm . (McClintock, 1962). 0O fato de elementos inativos
poderem ser reativados transitoriamente ou permanentemente sugere
que a perda na atividade n3o envolve rearranjos ou dele¢c3o no
elemento. Esse é o caso de dois alelos do Ac que atuam no 1locus
waxy, wx-m? e wx-m7. Eles sdo estruturalmente idénticos ao do
progenitor ativo. Porém, diferentemente do progenitor, ambos
elementos exibem uma modificac3o no DNA envolvendo a metilag¢d3o de
citosina na sequéncia Ac, que ndo ocorre no DNA do wx. A
reativacio do alelo wx-m? inativo estd correlacionada com a
desmetilagc3o de 900 pb na regido S‘ do Ac. Esta regido inclui o
promotor, o sitio inicial de transcri¢d3o e um exon n3o traduzido

(Schwartz, 19864).
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A correlacio da atividade do Ac com o estado hipometiiado
pode dar explicacOGes ao fato do Ac transpor-se usualmente 1logo
apds a replicacdo, quando possivelmente estdi semi-metilado e
possivelmente mais ativo. A caracterizacdo molecular do Ac indica
que a maioria dos sitios de inserc3o estio hipometilados. 0O fato
~ de 80X do DNA de milho achar-se metilado sugere que o Ac tem
preferéncia por sequéncias hipometiladas ou que a insercdo do Ac
leva a hipometilac3o do DNA adjacente (Wessler, 1988).

A maioria das linhagens de milho n3o possuem os elementos Ac
ou SPI‘ ativos, porém contém mdltiplas codpias de sequéncias
homdlogas inafivas. Este fato, juntamente com a evidéncia de que
estresse no gendmico causado por raio X, ultra-violeta e meio de
cultura de celulas e tecidos podem ativar transposons em milho,
incluindo Ac e Spm, permitem supor due os agentes <que causam
danos ao DNA podem também alterar o padrdo de metilac3o e assinm
ativar elementos silenciosos (Fedoroff, 1986).

Mesmo em linhagens onde eles se apresentam silenciosos, pode
aparecer plantas expressando a atividade de transposicdo. Essa
ativac3o pode estar relacionada com uma resposta a um estresse
gendmico, a uma quebra cromossdmica ocorrida apds a exposi¢3o a
radiac30, ou ent3do ser decorrente de problemas durante a meiose
(Doring & Starlinger, 1986). 0 trabalho de Ribeiro (1992),
mostrou que a realizac3o de cruzamentos entre linhagens estaveis
tornou possivel o surgimento de mutantes tanto de endosperma como
de plantas de milho, que n3o ocorriam nas linhagens parentais

demonstrando que o estresse gendmico pode ser gerado pelo simples
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cruzamento de linhagens.

Nessa mesma linha tém sido mostrado que condic8es de seca,
extremos de temperatura, infeccdo vir#l e outros choques que se
relacionam com a sobrevivéncia do organismo podem levar a
desmetilac3o de elementos de transposic3o obscuros no genoma
(Chandler et al., 1986).

A atividade do Ac. 8pm. e Hu‘esté correlacionada com o
estado de metilag3o. Uma vez ativado, o impacto do elemento
autonomo ¢é amplificado pela sua capacidade de transativar vdrios
elementos n3o-autdnomos no genoma. Esta excis3o primdria do
elemento n3o-autdonomo pode criar diversidadé genética pela adic¢do
de nucleotideos a regifes codificadoras ou reguladoras, alterando
assim as proteinas ou a expressio tecido-especifica. Apds a
excisdao, os elementos autGnomos ficam habilitados para se
transporem em genes ativos devido a preferéncia por sitios n3o
metilados. Isto real¢a sua capacidade mutagénica. Como os
elementos Ac e Spm s3o ativos em todos os tecidos; e mutagoes
somaticas podem ser herdaveis, a possibilidade de diversidade
genética na progénie é imediata. As mutacles ser3o acumuladas até
os elementos Ac e Spm serem inativados por metilag3o ou tiverem
uma delec30 no gene da transposase. Uma vez os elementos Ac ou
8pm tornem-se inativados, todos os elementos da familia estar3o
imobilizados. 0 efeito deletério da insercdo em certos genes
ativos pode ser abrandado bela insercdo dos elementos no exon e

também pela producl3o de algum produto génico funcional.
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Tanto o0 nivel de expressio como a ocorréncia de eventos
mutacionais podem ser modulados durante o desenvolvimento. Por
isso, para cada alelo induzido pelo transposon pode-se obter
distintos padrdes fenotipicos. Estes padrBes normalmente podem
ser evidenciados quando estes elementos est3o associados com
genes que se manifestam visualmente em determinados tecidos, como
no caso dos locos que controlam pigmentac3o da planta (Bz,P,I) e
nos locos que atuam no gndosperma. como © uaxa; amilose-extender,
gpaqued, shrunken (Peterson, 1990). Estas associa¢Bes permitem
selecionar visualmente, em progénies, alelos instaveis com
diferencas na durag3o, frequéncia e intensidade dos eventos
mutacionais.

Em estudos realizados com o mutante o2 tem sido detectada a
insercio de elementos de transposicdo neste loco. 0 sistema de
transposi¢c3o que, aparentemente, possui uma certa especificidade
para o0 loco o2 € o Bg/rBg, estudado por Salamini (1980). Outro
sistema de transposon que pode iﬁserir neste loco € o Spm, que
foi utilizado na clonagem deste gene por Schmidt et al (1987). A
‘transposic8o do Bg no loco o2 mostra diferentes padrdes de
mutabilidade, indo de variegacdo fina a grosseira, produzido por
clones de ceélulas translucidas dispersas em "background”™ opaco
(Salamini, 1980, 1981; Montanelli et al., 1984; Motto et al.,
1987) .

A origem do fendtipo variegado também pode ser ocasionado
por quebras cromossdmicas, como foi detectado no loco hronze por

McClintock (1951a) e nos locos stickness e gopaqueg por Motto et



19

al. (1987). Segundo esses Ultimos autores a nio transmissdo do
cromossomo 7 oOu mesmo a instabilidade deste em algumas células
durante o desenvolvimento do endosperma pode ser a base do
fenotipo variegado. A instabilidade cromossomica em linhas
revertentes pode ser ocasionada peia tendéncia de um elemento de
transposicié de se reinserir preferencialmente em posig¢Ges
proximas ao local original (Motto et al., 1987).

0 sistema de elementos de transposi¢do m(r)-Bg poésui o
elemento Bg que induz a mutac3o no alelo o2m(r), podendo ser
autdnomo ou estar inserido no loco alterado (Salamini, 1980).
Segundo este pesquisador o Bg € capaz de ativar a excis3o de
apenas 1X das codpias dos r(Bg), enquanto, os 99% dos‘ o2m(r)
restantes permanecem instdveis. Estas deducOes foram feitas pela
observacido de que o estado variegado pode reverter para nbrmal em
baixa frequéncia, mas dificilmente para o estado recessivo
estivel. Este elemento induz a reversio de células germinais ou a
reversao totai do endosperma (revers3o somiatica) com frequéncia
de ©,86X e ©,78% respectivamente (Salamini, 1981). Esta reversido
pode ocorrer tanto pela perda do autdnomo como do ndo-autdnomo do
loco controlado. A transmiss3o da revers3do germinal origina nos
descendentes fendtipo semelhante ao selvagem. 0 elemento Bg
possui certa habilidade de induzir altas taxas de‘ endosperma
totalmente revertente, além da capacidade de reverter
aproximadamente 50X dos gametas na linha germinativa. A reversdo
do fendtipo variegado para o normal pode ocorrer tanto na micro

como na megagametogénese, em frequéncias de 1,1X e 2,8X%,
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respectivamente. 0 aparecimento de graos normais em progénies
variegadas ocorre devido a eventos pdés-meidticos, levando & perda
da instabilidade que pode ocorrer tanto no gametdfito masculino
como na divisio mitdtica do gametofito feminino. A transposigido
pode aind; ocorrer logo depois da fertilizacso. na primeira
divis3o do nucleo triploide que originara o endosperma (Motto et
al., 1989). Segundo Salamini (1980), as mutacOes podem ocorrer no
gametofito masculino depois da divis3o que originara os dois
nicleos que produzirdao o endosperma € O embrido. Esta hipdtese
foi sugerida pela dificuldade deste autor em determinar o padrio
de heranca da instabilidade do loco o2, pois nem sempre ha
concordancia entre o genétibo da semente plantada com o genotipo
das sementes 6btidas na descendéncia da planta proveniente de
autofecundacido.

Tem sido admitido que o sistema o2-m(r)-Bg tem
caracteristicas e atua de modo semelhante aos sistemas de
transposigdo Ac ou Spm, mas que aparenta ter uma certa
especificidade para o loco o2 (Marotta et al., 1986). Para
comprovar esta afinidade 1linhagens homozigotas para o gene
shrunken foram cruzadas com linhagens portadoras do sistema Bg.
Os resultados indicaram que o sistema Bg pode induzir dele¢des
no loco sh, originando mutantes estdveis. Em andlises
moleculares, Motto et al. (1989) demonstraram a inser¢3o do Bg no
loco wx em duas das 350.000 sementes de plantas Fy, ‘resultantes
do cruzamento de linhagen WxBg-m com linhagem wx+Bg. Segundo

este pesquisador, os elementos Bg/rBg podem perder o sitio
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original de inserg¢do. Entretanto, eles mogtran tendéncias de
originar familias com até 3 sitios de inser¢l3o, provavelmente no
mesmo Cromossomo.

A inserc3o de elementos de transposicdio no loco Sh também ja
foi detectada (Geiser et al., 1982; Weck et al., 1984). Os aleios
originados pela inser¢c3ao destes elementos no gene Sh ocasionam
uma variac3o na expressio fenotipica dos vadrios mutantes devido a
diferentes rearranjos no DNA (Geiser et al., 1982).

Schwartz (1986), estudou o efeito do elemento de
transposi¢3o Ac, autdnomo, no loco Wx, originando o alelo wx-m7.
0O elemento Ac no germoplasma estudado frequentemente se excisa ou
insere no gene wx. Neste germoplasma observou-se a resposta ao
efeito de dosagem do elemento de transposigc3do. O efeito
fenotipico foi observado pela reacd3o com iodo resultando em
diferentes padrdes de manchas nas sementes. Assim, com uma dose,
wx-m7/wx/wx, tem-se um mosaico de areas Wx e wx. Com duas,wx-
n7/wx-m7/wx observa-se grandes setores Wx e as regiGes wx com
manchas revertentes. Endospermas com 3 doses de Ac mostram poucas
e pequenas manchas wx.

Wessler (1988) mostrou que a inser¢3o dos elementos da
familia Ac/Ds no loco Wx resulta na perda parcial ou total da
fung3o génica. A excis3o no tecido somdtico gera endosperma com
clones de células com e sem amilose. Os 8 alelos waxy estudados
foram gerados por inser¢des do elemento Ac ou Ds em posicOes
diferentes do gene. Esses alelos tém expressio diferenciada,

produzindo variagSes na quantidade de amilose, tamanho e
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frequéncia dos setores revertentes do endosperma. A excisdo em
tecido germinal pode resultar na producd3o de um novo alelo pelas
diferentes posicBes que as cicatrizes podem estar. A frequéncia
na qual estes alelos s3o produzidos e a atividade no loco Wx sdo
bem caracteristicos em cada um dos 8 alelos. Também € observada a
ocorréncia da _reversio germinal estdvel, como no alelo wx-m7,
onde se encontram altas frequéncias de sementes com fendtipo
completamente normal. Estes eventos mutacionais ocorrem devido a
um aumento da atividade do Ac no primeiro nﬁcleo tripldoide do
endosperma formado pela dupla fertilizac3o. O Ac funcional pode
estar ativo por uma geragcio celular antes de ser suprimido pela
presenca de outras doses de Ac. A transposicd3o do elemento Ac
antes ou logo apds a fertilizacdo originara endosperma
completamente normal ou com grandes setores de amido normal
(Schwartz, 1986).

0 efeito da adi¢3o de nucleotideos (cicatrizes) na expressao
génica vai depender do local onde houve a inser¢3o, se em exan.
intron ou sequéncias n3o transcritas. A posic3o de inser¢3o do
elemento dentro do loco pode influenciar a expressio fenotipica

(Peterson, 1990; Wessler et al., 1986). A excis3do do transposon

de um exon pode produzir uma grande variac3o de fenotipos indo
desde um efeito nulo (Peacock et al., 1984), a um efeito
intermedidrio (Sutton et al., 1983), ou uma expressdo normal no
endosperma (Pohlmann et al., 1984).

A baixa frequéncia de revers3o em alelos bem caracterizados

em milho demonstra que a revers3do estd associada a uma baixa



e3

frequéncia de excisio do elemento. Istd basicamente pode ocorrer
devido delec3o interna do elemento autdnomo (Schuarz— Sommer et
al., 1989).

A excisao do Ac do alelo wx-mB, por exemplo, gera um produto
génico funcionalmente ativo.‘mas alterado estruturalmente devido
a presenca de aminodacidos adicionais (Schwarz-Sommer et él..
1985). Segundo esses autores, um numero de casos tem sido
examinados nos quais a excisao do transposon ocorre nas ceélulas
germinais originando progénies com fenotipos do tiPQ selvagem.
Surpreendentemente, estes tipos revertentes, fenotipicamente
selvagens, possuem no loco uma sequéncia nucleotidica diferente
da selvagem. O esperado seria que a excis3o do transposon fosse
sempre imprecisa e geradora de altera¢3o no sitio de integracdo.
Entretanto, € dificil conhecer a precisa localizacdo do elemento.
A altera¢c3o em introns ou sequéncias reguladoras, aparentemente,
deve afetar o produto génico. 0 interessante € que algumas
alteracOes nos exons parecem nao interferir geriamente no produto
génico.

€ bem conhecido que as plantas possuem desenvolvimento
clonal. Existem dreas da planta que derivam de uma unica ou de
Pequenas populacbes de células meristematicas. Em consequéncia
disso podem aparecer tecidos com setores revertehtes, que podem
ser resultantes da excis3ao do transposon com restauracdo da
atividade génica nas células que as originaram. 0 tamanho do
setor esta relacionado com o numero de divisGes mitdticas que

ocorreram subsequentemente a3 excis3o. A forma do setor, por outro
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lado, € determinada pelo padrio de desevolvimento celular do
tecido.

A inserc3o de um dos elementos das familias Ac e Spm pode
ocorrer em exon, em intron ou aindarnas regiGes S flanqueadas
transcrita. A posicdo de inser¢3do dentro do gene pode ocasionar a
expressao da instabilidade fenotipica devido a alteracdo
ocasionada no DNA de células do mesmo tecido onde ocorreu a
excisio do transposon (Wessler, 1988). O0Os alelos instaveis
gerados por estes elementos podem (everter o fenotipo selvagenm,
porem no sitio da excis3o permanecem - integrados alguns
nucleotideos resultante de inversdes e/ou duplicacses,
denominados cicatrizes.

A expressao fenotipica resultante da ac3ao dos transposons
vai depender da posi¢c3o da inserc3o/excis3o e também da cicatriz
deixada pelos elementos nos genes. Nos casos onde a fun¢do do
produto génico pode ser analisada, a integrac3o destes elementos
pode ocasiohar a eliminacgo total da expressio génica, ou alterar
o controle da expressido no desenvolvimento (Schwarz-Sommer et al.
, 1985). A excis3ao destes elementos em milho, ocasionando
cicatrizes, pode n3o restaurar a correta posic3o de leitura ou se
a restaurar, pode resultar em proteina com propriedades
enzimdticas alteradas. No revertente do alelo wx-mi, a cicatriz
de 6-9 pb reduz a atividade enzimatica da UDP-glucosyl-
transferase, causando o aparecimento de setores somdticos de
express3o intermedidria. A mudanca no padr3o de express3do também

pode ser o resultado do movimento do transposon para novas



25

posicOes dentro do proprio gene (Peterson, 1990). Por este motivo
a funcdo génica pode ser restaurada em varios graus, indo desde a
recuperacio da atividade total a inatividade (Gierl & Saedler,
1992).

A inser¢3o de um transposon nem sempre elimina totalmente a
expresio génica. Aparentemente, este € o caso da inserg¢do do Ds
ou dSpm nos genes responsdveis pela produc3o de antocianina na
aleurona. Na auséncia do Ac ou do Spm, seus elementos ndo-
autdnomos n3o podem excisar. Com isso mostram fenodtipos estdveis
intermedidrios. Na presenca dos elementos autdnomos, o Ds
continua com express3do génica intermedidria, éalvez'por ndo sair
de todas as células causando setores normais e/ou com expressio
“total”; Jja o Spm promove a excisao de todo dSpm restaurando a
éxpressio génica em alguns setores (Fedoroff, 1984).

A mutac3o causada pela excis3o de elementos de transposicio
em tecido somdatico reflete a frequéncia de mutacSGes no restante
da planta. Porém, os eventos mutacionais que ocorrem precocemente
no desenvolvimento, antes da diferenciac3o dos gametas, s3o mais
facilmente herdaveis. a excisdo do elemento defectivo
frequentemente ocorre tanto em tecido somético‘como em germinal,
restaurando a expressiao génica (Schwarz-Sommer et al., 1985).

€ amplamente encontrado no genoma de milho sequéncias
homologas aos elementos de transposi¢3o Ac, mas nem todas est3o
ativas, seja devido ao padr3o de metilagdo ou ainda por arranjos
de nucleotideos que n3o permitem a codificacdo da transposase. A

alta capacidade mutagénica do transpospn tem um papel importante
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nas populacbOes poOr ser um mecanismo gerador de variabilidade
genética. Muitas das mutacles geradas por estes elementos,
entretanto, devem ser deletérias. Como os organismos sobrevivem a
estas mutacBes deletérias e como e porque estes elementos
persistem nas geracfes ndo se sabe. O fato é que parece existir
uma co-existéncia benéfica entre organismos e elementos, que
devem estar co—evoluindo (Fedoroff, 1989).

0 principal parel dos elementos de transposicio na evolugdo
é de mecanismo gerador de variabilidade a nivel de DNA, seja por
duplicac3o ou delec3o de sequéncias, por inserc¢do de alguns pares
ide bases, por alterar o quadro de leitura, como também por gerar
produtos génicos ativos alterados apenas estruturalmgnte.

Os transposons est3o envolvidos tanto nos processos de
desenvolvimento como. no processo evolutivo por ocasionarem
rearranjos nos cromossomos e também por influenciarem a tecido-
especificidade dos genes, duracao do desenvolvimento e o nivel de
express3o génica (Schwarz-Sommer et al., 1985).

McClintock sugeriu que os elementos de transposigcd3o sao
liberados de um estado passivo em resposta a estresse genoOmico,
como um mécanismo evolucionario de defesa (Johns et al., 1990). A
sua capacidade regulatdria torna o transposon um 6timo sistema

auto-limitante para uma rapida troca no genoma (Fedoroff, 1989).



a7

2.3-Regulac¢cido génica em sementes de milho

A sustentaclo para o desenvolvimento dos seres vivos é dada
pela regulacio da expressio génica no espaco e no tempo. Os
estudos envolvendo genes que participam de vias biossintéticas da
transformac3o0 de metabolitos produzidos pela folha em tecidos
consumidores e/ou armazenadores de energia € de grande
importancia para a elucidac3o dos mecanismos que envolvem a
regulécso génica durante o desenvolvimento das plantas (Werr et
al., 1985).

Existem determinados org3os , como as sementes, que para se
desenvolverem dependem da expressdao de genes que atuam
especificamente em seus tecidos. Estes orglos s3o sistemas que
permitem a elaboraci3o de experimentos conclusivos para o
entendimento da ativagdo génica‘di#erencial em plantas.

0 estudo da deposicd3o de proteina nas sementes de milho, por
exemplo, € um modelo amplamente explorado para estudos de
regulacido génica. A express3o de genes para proteina e
primariamente regulada a nivel transcricional,_ entretanto o
processamento pos—-transcricional pode modular a quantidade final
do produto traduzido (Goldberg et al., 1989). As proteinas de
milho podem ser basicamgnte subdivididas em duas classes pelo
peso ﬁolecular, as de 19 e as de 22 kd, codificadas por
aproximadamente 100 genes localizados nos cromossomos 4,7 e 10. A
expressao destes genes € regulada de maneira coordenada e tecido-
especifica durante o desenvolvimento do endosperma. Existem

mutantes que reduzem a sintese das duas classes, como o flouryg
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ou preferencialmente a de 22 ou 19 kd como os mutantes o2 e 07,
respectivamente. No mutante o02 a reducdo da sintese de
polipeptideos de 22kd ¢ devida a reduc@o da transcricdo de genes
da =zeina. Analises destes mutantes tém sugerido que mais de uma
via regulatodria estd envolvida na expressio de genes da zeina e
que os genes codificadores das duas classes s3o aparentemente
regulados independentemente. 0O mapeamento dos varios genes
estruturais de zeina indica que a regulacdo destes genes deve ser
feita pela interac3o de ativadores trans com sequéncias da regido
adjacentes 3° e S5°. Nas duas classes, a maior homologia observada
foi nos 15 pb da regido -33@ altamente conservada em todos os
genes da zeina. Uma sequéncia similar a esta também foi
encontrada em outro gene de endosperma de milho, o sh, qu
codifica a sacarose sintetase (Werr et al., 1985).Esta mesma
sequéncia, também encontrada em outros cereais na posi¢3o -300,
ja foi encontrada em virus, em animais e até no homem (Maier et
al., 1987). '

Vidrios segmentos de DNA derivados da regido 5° flanqueada de
diferentes genes para proteina de semente ligam-se a definidos
fatores proteicos nucleares. Entretanto, na maioria dos casos,
n3o tem sido demonstrada a liga¢3oc de fatores trans como
reguladores da atividade promotora. Varios genes que participam
do armazenamento de proteina em muitas espécies foram isolados.
Coincidentemente ou n3o, as regifes 5 flanqueadas s3o sequéncias
conservadas. Com isto pode-se suspeitar do envolvimento destes

fatores trans na regulacio da express3o génica em proteinas das
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sementes (Baumlein et al., 1992). Além disso, estes fatores
também podem ser responsaveis pela transcricio tecido-especifica
(Maier et al., 1987). Estas sequéncias vregulatdrias podem
estimular a expressdo de genes somente no endosperma ou podem
suprimir a expressio nos outros tecidos (Simpson et al., 1986;
Colot et al., 1987)

Para se determinar o numero minimo de elementos necessarios
para a express3o génica tecido-especifica tém sido deletadas
regibes ‘upstream” de genes para reserva de protefnas. Os
resultados indicam que aproximadamente 100 pb s3o suficientes
para a regulacgdo tecido-especifica e controle temporal destes
genes (Matzke et al., 1990).

A metilac3o0o do DNA aparenta ter um efeito importante na
regulagdo da express3do génica em organismos superioreé. Este
processo consiste na ligac3o de grupo metil na base nitrogenada
citosina. O efeito da metilag3o na regulacdo génica € devido a
interferéncia que o grupo metil podé ocasionar na intera¢3o DNA-
proteina. Supostamente existem fatores especificos para
transcri¢3o proteica que reconhecem sequéncias metiladas e n3o
metiladas e que interagem com a RNA polimerase (Holliday, 1987).
A metilagc3o inibe a interag3o DNA-proteina e consequentemente
impede a transcri¢io do gene. Uma vez metilada, uma sequéncia
nucleotidica pode ser mantida no estado inativo durante todo o

desenvolvimento do organismo ou até mesmo por varias gerac¢des.
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I1I1I- MATERIAIS

3.1~ Origem do Germoplasma

Para o desenvolvimento do estudo foram utilizadas linhagens
e variedades de milho pertencentes ao Banco de Germoplasma do
Departamento de Genética e Evolucdao - IB - UNICAMP.

0 germoplasma wutilizado neste estudo originou-se de 3
familias de meios irm3os de uma populacdo sintética de milho
denominada Asteca Prolifico. Essa populacdo, homozigota para o
gene gpaque?, teve suas progénies selecionadas em 1980, por
segregar para um transposon ndo identificado atuando sobre genes
envolvidos na biossintese de antocianina. As sementes dessas
familias mostravam fenotipo caracteristico da a¢3o de elementos
de transposicdo, ou seja, endosperma amarelo contendo pintas e/ou
manchas roxas de tamanho varidvel, compondo um fenotipo instadvel
para expressﬁa de antocianina. De amostras das sementes
variegadas, em geracles sucessivas de autofecundacd3o, obteve-se
uma linhagem pura designada Asteca-12%902. Essa linhagem
produziu, ao longo de sua sintese, alguns mutantes de planta e de
endosperma, que foram putativamente atribuidos a agao do
transposon que originalmente produzia sementes com pintas roxas.
Entre estes estd o mutante causado pela inser¢@o do transposon no
gene designado Vpi12. A mutacdo neste loco causa deficéncia de
carotendides no endosperma, viviparidade e plantulas albinas

(Maluf,1991). A linhagem Asteca-12%02, aparentemente estavel para
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caracteristicas de planta e frutos, ficou conhecida pela sua
protoginia pronunciada, ou seja, exposicao dos estilo-estigma bem
antes da intese, carater esse incomum em milho. Essa
caracteristica despertou o interesse para o estudo da heranca da
protoginia em milho. Com esse proposito foram feitos cruzamentos
da linhagem Asteca-12%02, de alta protoginia, com a linhagem 222,
bem contrastante, com alta protandria. Essa ultima foi derivada
da variedade Cuban Yellow Dent. Para a analise genética foram
feitos Fp e retrocruzamentos do Fy para duas linhagens parentais
na geracdao seguinte. Surpreendentemente, tanto o Fp como o
retrocruzamento a S4 Ast-o02 apresentaram um fato bastante
incomum. A segrega¢3o de gr3dos para varios mutantes de endosperma
com fendtipos semelhantes ao amylose-extender (ae), ao sugary
(su), ao suygaryg (su2), ao etched, etc, todos ocorrendo
simultaneamente nas mesmas espigas. A surpresa resultou do fato
de que nenhuma das duas linhagens parentais até ent3o tinha
segregado para gene algum que afete a composi¢cd3o quimica e/ou
textura do endosperma, com excecao do fator gpaque2 (o2) que ja
ocorria inicialmente nas familias amostradas. As duas linhagens,
tanto Laee como Sg4 Ast-o2, s3o muito bem conhecidas e
aparentemente estdveis para caracteristicas visuais.

Em seguida, passou-se a desenvolver um germoplasma mais
apropriado para se tentar entender a raz3do do aparecimento
concomitante dos varios mutantes de endosberma nesses
cruzamentos. 0 retrocruzamento Asteca-12902 (RCq/L222) foi

autofecundado por varias geracOes sucessivas para a obtengdo de
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uma linhagem pura que deveria segregar apenas para o ‘sistema
indutor de mut acles. Isso foi conseguido atraveés de
autofecundac3o e selecio de familias que apresentavam segregacio
para os varios mutantes de endosperma em geracOes consecutivas.
Desse trabalho obteve-se a linhagem Ast 222 portadora de um
sistema mutador ativado desconhecido. 0O programa de cruzamentos
para obtencdo deste germoplasma estd representado
esquematicamente na FIG. 1 do apéndice.

Esse germoplasma apresenta, portanto, uma caracteristica
ainda n30 descrita em milho, ou seja, a capacidade de produzir
varias muta¢cOes de endosperma em uma mesma progénie. Por ser
este material uma linhagem pura, o surgimento das mutagdes foi
hipoteticamente atfibuido a um sistema mutador desconhecido que
originalmente produziu instabilidade na antocianina de sementes
o2 da populaéio Asteca prolifico opaque?.

Na geracd3o Ssg (S autofecundagBes) desta linhagem foram
selecionadas 3 familias com 13 progénies para se iniciar ‘a
avaliagao da segregacao dos primeiros cinco fendtipos
identificados como normal (N), ceroso (ce), amilose (am), opaqued

(o2) e enrugado (enr) (FIG.1).



FIGURA 1- Classes fenotipicas observadas em uma progénie
autofecundada da linhagem Ast 222. Sementes com
endosperma normal (N); com endosperma ceroso (ce);
com endosperma amilose (am); com endosperma opacoef
(02) e com endosperma enrugado (enr).
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Iv- METODOLOGIA

4.1 .- Analise genética do sistema mutador

0O objetivo neste ponto foi o de estudar o comportamento do
sistema mutador através da derivagc3o de progénies estdveis e
instaveis para o sistema mutador e observar as interacOes entre
mutantes de carboidrato e proteina nas progénies selecionadas.
Para isto foram vrealizados plantios subsequentes na area
experimental do Laboratorio de Milho da UNICAMP.

Foram analisadas 34 progénies correspondentes a 21 familias
da linhagem Ast 222-S4. Esse trabalho foi realizado em novembro
de 1990, para o monitoramento dos tipos segregantes destas
progénies. No ciclo seguinte de autofecundac3o (Ast 222-Sy) foram
analisadas 129 progénies de 48 familias. A linhagem Ast 222-Sg
foi estudada na primavera-verdo de 1991/92, através da andlise de
83 progénies de 43 familias. Na dltima geracdo (Ast 222-S¢) foi
realizado o teste de alelismo. Cerca de 47 progénies de 24
familias foram autofecundadas, com identificac80 individual das
plantas polinizadas artificialmente, para posterior andlise da
segregacio.

Nas progénies (S4-S¢) autofecundadas da linhagem Ast 222
foram identificadas e quantificadas as varias classes fenotipicas
dos mutantes. A sistemdatica utilizada foi a seguinte: cada
progénie da linhagem Ast 222 com endosperma de fenotipo mutante

era classificada e plantada separadamente, e as plantas obtidas
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eram autofecundadas visando o monitoramento dos fendtipos
produzidos na geracdio seguinte. No florescimento eram feitas
autofecundacdes das plantas de cada uma das virias Progénies
portadoras do sistema mutador a fim de se obter progénies com
maior grau de endogamia e para se observar a frequéncia dos
eventos mutacionais nos varios tipos de endosperma, para andlise
da estabilidade dos elementos do transposon putativo.

No monitoramento dos tipos segregantes dentro de uma mesma
progénie foram feitas anotac8es de cada tipo de endosperma
semeado, anotando-se o fendtipo e a origem da progénie. Assim,
como exemplo, uma espiga que segregava para varios tipos de
endosperma teve suas sementes classificadas em tipo normal,
ceroso, amilose e enrugado. Esses tipos eram separados e
plantados em 4 linhas distintas. Uma proveniente de sementes
normais, outra de sementes com fendtipo ceroso, outra de fendtipo
amilose e uma Ultima de fendtipo enrugado. Na geraclio seguinte as
plantas eram novamente autofecundadas e as sementes das espigas
novamente classificadas e plantadas individualmente. Esse
procedimento em geracles consecutivas auxiliou a identificacio

dos gendotipos das progénies com o decorrer das geracSes de

autofecundacio.

4.2 Teste de alelismo
Estes testes foram realizados para identificar o gendtipo

dos mutantes de endosperma surgidos na linhagem Ast 222.
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Assim, para verificar a ocorréncia ou nio de complementacio
alélica, foram feitos cruzamentos dos vidrios mutantes de
endosperma da linhagem Ast 222, com 9 e 10 geracldes de
autofecundac8o, com estoques de mutantes wx, ae, 02, su, sul, sh@
e bt. Esses mutantes foram escolhidos por serem fenotipicamente
semelhantes aos mutantes de endosperma que surgiram com o sistema
mutador em estudo.

Como € necessario que ocorra boa coincidéncia no periodo de
florescimento dos vadrios materiais que se pretende cruzar, os
mutantes, com excess3o do bt, foram plantados 1@ dias antes da
linhagem Ast 222 devido a maior precocidade da ultima. O testador
bt, por ter comportamento semelhante, foi plantado no mesmo dia
que a linhagem Ast 222.

No periodo de florescimento as progénies do sistema mutador
foram autofecundadas com marcacd@o individual das plantas. De cada
linha, S plantas foram selecionadas e numeradas para serem as
doadoras de poOlen para os testadores. No total, cada planta
marcada foi cruzada com aproximadamente 7 plantas do estoque de
marcadores genéticos. Nos casos em que nao se pode utilizar as
plantas do sistema mutador como macho, fez-se o0 cruzamento
reciproco.

Para a andlise dos Fqy foram examinadas 423 prdgénies com o
objetivo de verificar a ocorréncia ou ndo de segregacdao para
algum dos testadores, que obviamente indicaria quais o0s genes
mutados que foram gerados pelo sistema mutador. No caso dos

alelos testadores pertencerem ao mesmo loco do mutante gerado, a
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segregacio esperada seria de { normal: 1 mutante nas progénies
heterozigotas. = Ja em progénies homozigotas dominantes ou

recessivas esperar-se—-ia 100X do tipo normal ou do mutante,

respectivamente.

4.3- Teste com iodo

0 endosperma normal da semente de milho, devido a presenca
do alelo Wx (normal), é composto de amido com aproximadamente 23X
de amilose,» e resulta em coloraciao azul quando em presenca de
iodo. O mutante waxy € constituido de 100X de amilopectina, como
n3o possui amilose, resulta em colorag3o castanha com iodo, que
corresponde praticamente & propria cor do corante. O fenotipo
ceroso apresenta este mesmo comportamente na presenga do 1iodo,
por isso a identificacd3o deste tipo ce foi feita tanto
visualmente como pela rea¢do com iodo.

A solugdo de iodo constitui-se de lugol com 735mg de iodo
(400mg KI /i10e0ml) e tem sido wutilizada para diferenciar
endosperma normal do tipo wx (Schwartz & Echt ,1982). Esta técnica
foi utilizada principalmente para diferenciar os gendtipos o202
Ce- dos o2o2cece, devido a interacdo epistdtica destes 1locos.
Para a realizaclo destes testes, as sementes foram previamente
lixadas para retirada do pericarpo e possibilitar a melhor

penetrac8o do corante no endosperma.
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V- RESULTADOS
S.14. - Caracterizacio fenotipica dos mutantes

No decorrer da andlise das progénies da linhagem Ast 222
foram observados frutos com fenotipos normal‘(N), normal manchado
(NH). ceroso (ce), ceroso manchado (ceM), amilose (am), amilose
manchado (amM), opaque2, opaque2 manchado (oaﬁ), manchado (M) e

enrugado (enr). Estes tipos ser3o descritos a seguir.

Fendtipos normal e normal manchado

A designac3o do fendtipo normal foi dada ao endosperma do
tipo selvagem que € o do milho normal, largamente cultivado, com
frutos constituidos de aproximadamente 73,5X de carboidratos,
4,8X de Oleo e 10,3%X de proteinas (Alexander & Creech, 1977).
Esta composicd3o resulta em um endosperma vitreo com coloracdo
variando de amarelo a laranja (FIG.2). A denominac3o NM recebe os
nuimeros 1 e 2 devido as diferencas que ocorreram no padrdo das
manchas. A NM{ caracteriza-se pelas manchas opacas na porg¢ao
basal do grdao (FIG.2 e 3). E o NM2 possui manchas opacas um pouco
mais destacadas da superficie do grao (FIG.3). Este fendtipo NM2
€ muito semelhante ao padr@o designado variegado grosseiro por
Salamini (1980) em trabalhos com o mutante o2 na presenca do

sistema de transposon Bg.



FIGURA 2- Fendtipo normal (N) e normal manchadol (NM1) de
progénies autofecundadas da linhagem Ast 222.

FIGURA 3- Fendtipos normal manchadoi (NMi) e normal
manchado?2 (NM2) em progénies autofecundadas da
linhagem Ast 222.

' UNIC AMm®» }
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Fencotipos cer -man

0 fenotipo deste mutante foi denominado de ceroso devido a
aparéncia opaca do endosperma com coloragl3o amarelo-pdalido. Na
reac20 com iodo este fenotipo demonstrou auséncia de amilose pela
colorag3o castanha com a solug3o de lugol. Neste material foram
caracterizado dois tons de amarelo nos gr3os ceroso (ce), um mais
claro e outro um pouco mais alaranjado. 0 fenotipo ce manchado
(ceM) apresenta o0 grao ce com manchas opacas na porgao basal
(FIG. 4). A instabilidade somatica no endosperma pode ser

verificada na FIG.S, onde um gr3ao normal possui um setor ce.

FIGURA 4- Fenotipos ceroso (ce) e ceroso manchado (ceM)

observados em progénies autofecundadas da linhagem
Ast 2ee.
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FIGURA 5- Instabilidade somdatica observada em progénie da
linhagem Ast 222. Semente normal com setor ceroso:
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Eendtipo amilose

0 endosperma do mutante amylose-extender € constituido de
41% de amilose (Alexander & Creech, 1977) e possui uma coloragdo
ocre fosca bastante caracteristica. O fendtipo classificado neste
trabalho como amilose, representado por am, tem caracteristicas
visuais semelhantes as citadas para o mutante amylose-extender
(ae) do cromossomo S. A variante manchada { e 2 (amM) foi dada
aos graos com manchas oOpacas sequindo o mesmo padr3o dos

fendtipos NMi e NM2. Os fendtipos am e amM est3o apresentados na

FIG.6.

FIGURA &- Fendtipos amilose (am) e amilose manchadoi (amM1i)
observado em progénies da linhagem Ast 222.
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Fendtipo oraco
Este mutante, que ja estava presente no estoque original,
possui gr3os opacos com textura farinacea condicionada pelo gene

opaqueg (o2). A sua textura opaca € dada pela auséncia de

proteinas de @22kd (Kodrzycki et al., 1989). As variacoes

fenotipicas encontradas foram classificadas como opaqueg
manchado, opaquee ceroso (o2ce) e manchado. O tipo o2ce era

identificado pela reag3o com iodo. A FIG.7 mostra trés destes

fenotipos.

FIGURA 7- Fenotipos do tipo opaque2 (o2), opaque?2 manchado (o2M)
e manchado (M) em progénies autofecundadas da linhagem
Ast 222.



Fenotipo enru

As sementes com este fendtipo s3o de coloragc8o ocre
levemente enrugada, semelhantes ao mutante sugary?. Este fendtipo
é identificado como enr na andlise da 1linhagem Ast 222. A

variante manchada foi designada de enrM.



5. 2- Analise geneética dos mutantes

As progénies da linhagem Ast 222 foram analisadas
principalmente para verificar a ocorréncia de mutantes de
endosperma. Das 293 progénies estudadas, apenas uma apresentou
mutac3o de planta, mostrando uma segregacao de 3 plantas normais
para { planta albina. Todas estas progénies apresentaram mutacdes
de endosperma que foram.analisadas na 72, 82, 992 e 102 geracdo de
autofecundacio (Sy-S49). O monitoramento das mutacdes sﬁrgidas

foi facilitado pelo alto grau de endogamia das progénies. Em
todas as progénies analisadas foram encontrados fenotipos normai,
ceroso, ﬁmilose. opaque2 e enrugado. As progénies segregantes
apresentaram diferentes combinacBes de fendtipos normal e mutante
ou de dois tipos de mutantes.

Nas TABELAS de 1-i15 <30 apresentados os resultados de
segregac3o das progénies estudadas. As progénies segregantes
para 2 e 4 classes fenotipicas estido apresentadés nas TABELAS de
1-8, e as segregantes para 3 e 5 classes estdo nas TABELAS 9-15.

Na TABELA 1 s3o0 apresentadas as frequéncias das classes
fenotipicas das progénies autofecundadas nas geracdes S7-Si@
que segregaram para o0s tipos normal e ceroso. 0Os resultados
observados foram analisados pelo teste de qui-quadrado
considerando-se a hipotese de segregacdo monofatorial (3N:ice).
As 1S5 progénies desta tabela foram amostradas da TABELA 1.1 do
apéndice. Entre as 41 progénieé segregantes para os fendtipos N e

ce, cerca de & desviaram da propor¢io esperada de 3:1. Apesar dos
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desvios significativos, os resultados mostram forte evidéncia de
controle genético monofatorial, mostrando que o fendtipo do tipo
ce € aparentemente condicionado por um gene recessivo. Nas
geracbes Sy e Sg foram observadas algumas progénies irm3s com e
sem desvios significativos. A ocorréncia de desvios entre
progénies irmds demonstram a possivel existéncia de algum outro
mecanismo interagindo na segregacao ao gene que condiciona o
tipro ce. Nas progénies 2.6.9 e 7.3.6 observou-se a ocorréncia de
instabilidade somatica com o aparecimento de um gr3o normal, com
setor do tipo ce.

As frequéncias das classes fenotipicas .das progénies
autofecundadas das geracles S7-Syp 9que segregaram para OS
fendotipos normal e opaco s3o mostradas na TABELA 2. Os resultados
observados foram analisados pelo teste de qui-quadrado
considerando-se a hipd6tese de segregacao monofatorial (3N:102).
As 15 progénies desta tabela foram amostradas da TABELA 2.1 do
apéndice. Das 31 progénies aQaliadas deste fendtipo cerca de 7
(18%) desviaram significativamente da propor¢3o esperada. Nesse
caso, como o gene o2 faz parte do germoplasma original esperar-
se-ia segrega¢c3o do tipo 3:1, por se tratar de caracteristica
recessiva. Na geracdo Sg das trés progénies irm3s da familia 5.2
uma desviou da propor¢ao esperada. Novamente se observou
comportamento diferente na segrega¢cao de progénies irmas, apesar
da alta taxa de endogamia. Como o0 gene o2 conhecidamente
condiciona uma céracteristica recessiva, tais desvios

significativos da segrega¢ciao devem ser atribuidos a um mecanismo
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genético que atua possivelmente sobre ele.

A TABELA 3 mostra as frequéncias das classes fenotipicas das
progénies autofecundadas das geracdes Sg, S¢ e Syg que segregaram
para os fendtipos ceroso e enrugado. 0s resultados observ#dos
foram analisados pelo teste de qui-qqadrado, tambem,
considerando-se a hipdtese de segregac3o monofatorial (3ce:lenr).
As 11 progénies em quest3o foram amostradas da TABELA 4.1 do
apéndice. Entre as 62 progénies segregantes para os fendtipos
citados, cerca de 11X desviaram da propor¢3o esperada de 3:1.
Estes dados confirmaram que o fendtipo ce é condicionado por  um

par de alelos recessivos. Portanto, o fenotipo enrugado € obtido

em consequéncia da expressio do tipo ce com outro fator, que
também mostra heran¢a monofatorial. A progénie 1.5.5 (Sg)
apresentou um gr3o do tipo ceroso com um setor enrugado. Tal
fendtipo € caracteristico de instabilidade somitica. Nas
progénies irmds 1.1.3.1 e 1.1.3.2 (Sg), com gendtipos
praticamenté iguais, uma apresentou desvios na segreégacio e

outra nd3o. As duas, entretanto, mostraram instabilidade somatica.
A progénie 6.14.1.4 apresentou trés grios mais enrugados, com

fenotipo proximo do tipo sh2.
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TABELA - Frequéncias dos fendotipos observados em progénies
segregantes para os tipos normal(N) e ceroso(ce) da linhagem Ast
222 em 4 geracoes de autofecundaclo. No teste de x2 foi avaliada
a hipdtese de segregacio monofatorial de 3N:1ice.

Geragdo Endosperma xe
de Progénie = = = -------------oo—- g 1=1
Autofecundagao N ce
Sy 2.2 192 44 5,08 *
2.3 134 : 47 0,09 ns
4.3 121 3?2 0,03 ns
7.6 75 435 10,00 xx
Sg 2.6.9 98 31 0,06 ns
4.1.5 285 92 0,07 ns
4 1.6 esS1 S8 ' 6,40 »
4. 1.10 ii2 i9 7,70 *x
7.3.6 c%6 & 89 ©,73 ns
S¢ e.6.1.1 213 71 0,00 ns
2.6.1.2 - 183 45 3,37 ns
5.8.3.15 148 51 ©,04 ns
7.3.4.1 136 48 9,12 ns
510 1.5.1.1.4 29e 106 0,66ns
5.8.3.1.3 , 198 S50 3,10 ns

- — - ——— ——— ———  —— N . ———— W - — - —— . —  ——— . - W — S ————

Obs.:ns:X2 nJo significativo
#* @ #%:XC gignificativo a nivel de 5% e 1%, respectivamente.

#:instabilidade somatica com aparecimento de gr3o normal com
setor ce.
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TABELA 2- Frequéncias dos fendtipos observados em progénies
segregantes para os tipos normal (N) e opaco2 (o2) da linhagem Ast 222
em trés geracSes de autofecundac3o.No teste de X2 foi avaliada a

hipotese de segregac3o monofatorial de 3N:1o02.

————— ——————————— —— ——— —————— G —— — ———— - - — - = e S G- S — - - —- . S T S -

Geracdo , Endosperma x2
de Progénie = = = = -----------com—noo-o g.1.=1
Autofecundacdo N o2
Sy 2.4 67 i8 0,66 ns
6.5 243 99 2,84 ns
8.1 219 62 1,29 ns
Sg 5.:2.4 275 v 79 1,36 ns
5.2.8 254 Sé6 7,95 =
5.2.9 243 77 0,15 ns
6.2.4 278 116 4,14 =~
6.3.3 a2e2 52 5,30 »
7.2.2 338 103 0,64 ns
Se¢ 5.2.2.2 76 21 0,58 ns
5.2.2.3 169 63 9,57 ns
5.2.4.1 158 43 1,39 ns
5.2.4.2 249 76 0,45 ns
5.8.3.1

4 187 44 4,37 =

- — e e D G D R P . P W = W e S W M . SN S S G R R G W G e M S L M M G G M G - e e T P - G - i - - -
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TABELA 3 - Frequéncias dos fendotipos observados em progénies
segregantes para os tipos ceroso(ce) e enrugado(enr) da linhagem
Ast 222 em 3 geracdes de autofecundagcdo. No teste de x2 foi
avaliada a hipotese de segregacio de 3ce:ienr.

- ———— - ———————————— I - A W — . S — - ——— —— - ——d— ——— - — —— - -

Gerac¢3o | €Endosperma xe
de Progénie et g.1.=1
Autofecundac¢do ce enr
Sg 1.5.5 233 H 86 2,65 ns
1.5.8 319 995 ©,923 ns
Se¢ 1.1.3.1 cee H 60 2,09 ns
1.1.3.2 190 H 40 7,10 »x
5.8.4.2 S3 11 2,08 ns
6.14.1 4 108 29! 1,07 ns
Sye 1.1.3.3.24 263 69 3,15 ns
1.95.1.1.13 84 ie 8,00 xx
6.14.7 .1 .11 120 31 1,61 ns
6.14.7 .1 .13 52 21 . 0,95 ns
g8.2.2.1.11 eeé 71 0,19 ns
Obs.: ! - 3 gr3os do tipo sh2

# - gr3o do tipo ce com setor enrugado
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A frequéncia das classes fenotipicas das progénies
autofecundadas das geracGes Sy- Syp que segregaram para os tipos
amilose e enrugado s3o apresentada na TABELA 4. 0Os resultados
observados foram analisados Ppelo teste de qui-quadfado
considerando-se a hipdtese de segregacdo monofatorial (3am:.1enr).
Das 11 progénies desta tabela apenas uma desviou da proporcao
esperada. Estes resultados indicam que a caracteristica enrugada
é aparentemente condicionada por um gene recessivo, em loco com
herangca monofatorial, confirmando o que foi encontrado na
segregacﬁd da caracteristica ce mostrada na TABELA 3.

Na TABELA S s3o mostradas as frequéncias das classes
fenotipicas das progénies autofecundadas das geracGes Sy- Sg¢ que
segregaram para os tipos amilose e opaquel. >05 resultados
observados foram analisados pelo teste de qui-quadrado
considerando-se a hipotese de segregacdao monofatorial (3am:1i02).
Das 14 progénies, apenas uma n3o se enquadra na segregacdo
esperada, confirmando que o gene oé € uma caracteristica

recessiva.



TABELA 4- Frequéncias

dos fenodtipos
segregantes para os tipos amilose(am) e enrugado(enr) da linhagem
Ast 222 em 4 geracGes de autofecundacdo. No teste
avaliada a hipoteses de segregacao monofatorial de 3am:ienr.

observados em

53

progénies

de

xe

foi

———— - - - ——— . — CED — —  hn . e ————— —— ———— T — —— ———— —— o —————— o ——— - —— — >

Geragio

de Progénie

Autofecundacdo

—— i ——— — . Gm - — - - —— - — I - M M- e Y W e e T e — — - G- S i — - ——— — — - v -

[ 2]
N
-
W

L N
auaumnuaun

11
11
11
5 3
.11
11

DN WM

Endosperma
am enr
115 38
ge 29
e37 69
i8e 45
59 14
94 25
44 24
76 17
48 i0
149 54
e74 65

0,98

3,24
1,32
1,01
3,22
2,24
1,86

e.2

ns
ns

ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns

&,14%%



TABELA S~ Frequéncia dos fendtipos observados
segregantes para os tipos amilose (am) e opaco2 (o2)

222 em 3 geracdes de autofecundac3o. No teste de X2

hipdtese de segregac3o monofatorial 3am:102.

da linhagem Ast

foi

54

progénies

avaliada

0,13

ns

ns

Gerac¢io Endosperma
de Progénie @ = = -=—-----emooo——--
Autofecundac¢do am o2
Sy 0.1 58 17
Sg .18 279 89

.19 251 ?6
.20 174 49
.21 ée 2o
e.ee 224 78

.23 207 63
7.2 - 151 995

oo
= UMM

S¢ 5.1.1.21 192 47

A 5.2.2.1 159 37
5.2.18.1 197 . 70

5.2.18.2 230 84

5.2.18.3 - 160 42

) 5.2.18.4 192 45

1,32
0,87
0,02
0,11
0,40
0,32

3,63
3,92
0,21
0,51
1,91
0,01

ns
ns
ns
ns
ns
ns

ns

ns
ns
ns
ns
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Os dados de frequéncia fenotipica das progénies
autofecundadas das geracdes Sg- S¢ que segregaram para os tipos
normal manchadoi e ceroso s3ao apresentados na TABELA 6. Os
resultados observados foram analisados pelo teste de qui-quadrado
considerando-se a hipdtese de segregacdaoc monofatorial (3NM4 :1ce) .
Das 15 progénies que segregam para estes dois fendtipos, apenas
uma desviou da proporc3o esperada. Como a caracteristica ce se
mostrou como recessiva, tais resultados indicam >que a
caracteristica NMi ¢é controlada apenas por um loco. A progénie
6.14.3 (Sg) apresentou um grdo normal com setor do tipo ce,
demonstrando instabilidade somatica no gene que condiciona o
fenotipo ce.

As frequéncias das classes fenotipicas das progénies
autofecundadas da geracdo Syp que segregaram para os tipos
opaque2 e ceroso s3o mostrada na TABELA 7. A separaciao destas
duas classes foi baseada no teste de 1iodo. 0Os resultados
observados foram analisados’ pelo teste de qui-quadrado
considerando-se a hipotese de segregacao monofatorial (302:ice).
Estes dados confirmam os jd obtidos em segregacdes anteriores
mostrando que a caracteristiﬁa ce tem heranga monofatorial e €

controlada por um gene recessivo.
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TABELA 6- Frequéncias dos fenotipos observados em progénies
segregantes para os tipos normal manchadoi (NM{) e ceroso (ce) da
linhagem Ast 222 nas geragoes Sg e S¢. No teste de X2 foi
avaliada a hipotese de segregacao monofatorial esperada de
3NM1 :ice.

- m e —— . = = - S ——— - ———— - —r P M M e e W - - ——, WD Sin T e - - e —— -

Geracio Endosperma xe
de - Progénie = = @ ~-mcmmmmcmmmmmmmeeao 9.1.=1
Autofecundag¢do NM1 ce
Sg e.1.2 168 45 1,79 ns
2.5.1 198 &7 0,01 ns
2.6.3 151 44 0,29 ns
2.6.6 88 32 9,18 ns
2.6.7 102 31 0,20 ns
e.6.10 140 42 9,36 ns
4. 1.1 246 61 4,31 *=
6.14.3 235 #H - 84 0,30 ns
8.2.2 235 71 0,93 ns
g8.2.3 &7 17 1,02 ns
8.2.4 117 29 2,05 ns
8.2.5 7e eé 0,12 ns
8.2.6 144 53 9,38 ns
8.2.7 118 31 1,40 ns
S¢ 5.8.3.20 123 : 40 2,02 ns

——— i ———— ——— T —————— . — i ——— g ——— ——————————— > - - — - — - ——— e = a > -

# ocorréncia de um gr3o normal com setor do tipo ce
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TABELA 7- Frequéncias dos fendtipos observados em progénies
segregantes para os tipos opaco2 (02) e ceroso (ce) da linhagem
Ast 222 na gerac3o Syp. No teste de X2 foi avaliada a hipdtese de
segregacao monofatorial esperada de 302:1ice.

Geracgado , Endosperma x2
de Progénie = = —-------eemmem g.1.=1
Autofecundacdo o2 ce
Sto 5.8.3.1.6 35 11 9,03 ns
5.8.3.1.7 164 45 1,34 ns

5.8.3.1.8 209 60 1,04 ns



Na TABELA 8 s3o apresentadas as frequéncias das classes
fenotipicas das progénies autofecundadas das geracles Sy- Syp que
segregaram para os tipos normal, ceroso, amilose e enrugado. Os
resultados observados foram analisados pelo teste de qui-quadrado
considerando-se a hipotese de segregacio bifatorial
(9N:3ce:3am:1enr). Do total de 23 progénies analisadas, cerca de
22X desviaram significativamente da propor¢do esperada. 0Os outros
dados mostraram que as caracteristicas ce e am s3o condicibnadas
por genes recessivos possivelmente localizados em cromossomos
diferentes. A caracteristica enr parece resultar da a¢do destes
dois genes. Dentro das geracOes Sy, Sg e Syp foram encoﬁtrados
desvios significativos de segregacdo a nivel de 1%. Desvios
significativos e ndo-significativos foram observados entre
progénies irm3s (7.3.2,7.3.9 e 7.3.10), portanto progénies com
“background” genético muito préximo. Estas discrepdncias indicam
que além das mutacSés surgidas, ocorrem também, simultaneamente,

desvios na segregacido desses mesmos mutantes.



TABELA 8- Frequéncias dos fendtipos observados em progénies segregando
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os tipos normal(N), ceroso(ce), amilose(am) e enrugado(enr) da linhagem
Ast 222 nas 4 geracOes subsequentes de autofecundacio. No teste de xe

avaliada a hipotese de segregacio bifatorial do tipo 9N:3ce:3am:ienr.

——— - — A - T G Gt e S - N S . T v G e - — —— —— ——— —— — — e L T e G G G - A L R S SR ST e e -

Geracio
de Progénie
Aut ofecundacio N

- - o — o ———— - - —— ————— > S -~ . . = Y e M = e T - = - = . = -

136
103
ge
65

N NNNWN
b We

1 2e?
.e 128
9 64
10 142

NN N -
Wwwuw

1.1 73
1.2 127
.1.3 106
4.5

[ O I
O G

4.7 .1 123

1 - 129
.9 44
7.1.1 Se
.7.14.5 100
.2.1.6 2195

45
43
ae
23

87
49
21
31

ae
=2

10
49

36

15
2é
78

19
(4]
ae
a5

&7
35

23

a3
33
38

a7

15
26
66

26
20

10

16,18
3,44
1,39
3,05

2,62
4,49
21,60

14,36

0,28
2,76
7,11
1,89
1,87

2,44
17,47
2,56
2,4¢
14,27

L2
ns
ns
ns

ns
ns
*
* %

ns
ns
ns
ns
ns

ns
% %
ns

ns
* %

foi



Nas TABELAS de 9-14 estio apresentadas as progénies
segregantes para 3 e S5 classes fenotipicas. 0 trabalho de
Alexander & Creech (1977), envolvendp combinag¢Ges de mutantes
demonstrou que os gendtipos aeo2, wxo2 e bto2 possuem expressdo
fendtipica do o2. Em combinacd3o com outros .mutantes de
carboidrato, como o sh2 e su, o fendtipo passa a ser o do
mutante de carboidrato. Portanto, num gérmoélasma onde o gene o
esta combinado com outros genes mutantes, pode-se eéperar a
ocorréncia de alteracBes em algumas das classes fenotipicas
observadas. Estas combinac®es poderiam resultar em proporcdes
como a da segregacio bifatorial ou da trifatorial, com interacdes
epistdticas.

As frequéncias das classes fenotipicas das progénies
autofecundadés das. geracbes Sy- Syp que segregaram para os tipos
normal, opaque2 e ceroso encontram-se na TABELA 9. 0Os dados
observados foram analisados pelo teste de qui-quadrado
considerando-se a hipotese de segrega¢c3o bifatorial com interacdo
epistatica do tipo 9N:302:4ce. A interacdo deve ter ocorrido a
nivel fenotipico devido a n3o distingc3o dos fendtipos ce do ceM.
Das 15 progénies estudadas, cerca de 4 desviaram
significativamente da propor¢cdo esperada. Estes dados de
segregacio parecem indicar a presenca de dois locos com
segregac3o independente com interac3o entre eles. Novamente podem
ser observadas progénies relacionadas, com e sem desvios. Pois
das 4 progénies irmis da familia dois (Sy e Sg), 50X delas

desviam significativamente da proporc3o esperada. Na geracdo S¢ a
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progénie 8.2.2.3 apresentou um gra3o normal com setor ce,
mostrando uma possivel instabilidade dentro do 1loco que
condiciona esta caracteristica.

As frequéncias das classes fenotipicas das progénies
autofecundadas das geracbes Sy- S¢ que segregaram para 0os tipos
normal, amilose e opaque2 s3o apresentadas na TABELA 10. Os
resultados observados foram analisados pelo teste de qui-quadrado
considerando-se a hipotese de segregacdo bifatorial com interacdo
epistatica (9N:3am:402). 0 mutante o2 quando combinado com outros
mutantes, frequentemente mascara a expressao génica destes
(Alexander & Creech, 1977). Além desta particularidade, o gene
o2 sofre efeito de fatores modificadores (Paulis et al.,1990).
Como o loco o2 tem heranga monofatorial e a segregacdo observada
nestas progénies seguem a propor¢ao de 9:3:4 teﬁ-se evidéncias
para suspeitar que o feﬁdtipo am € resultado da expressdo de
outro gene mutanteAtambém recessivo. As progénies mostradas sdao
na sua maioria da familia S, em trés gera¢cBes. Cerca de @25%
dessas familia também mostraram desvios significativos da

propor¢ao esperada.



TABELA 9- Frequéncias dos fendtipos
segregantes para os tipos normal (N), opaco2 (02) e ceroso

observados
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(ce)

progénies
da

linhagem Ast 222 nas 4 geragcdes de autofecundac3o. No teste d& X2 foi
avaliada a hipotese de segregac3o bifatorial com interac3o epistatica

esperada de 9N:302:4ce.

- ——— ———— - A ——— T R S —— - hs Sl e W WD R . - - — - e D e . - e T = A . o -

Gerac¢io

de ' Progénie - —-—==me=ceome—mee

Autofecundagio N

. - G ——— — W TR — . e T - - —— G - —— T A %Ss G T S . W WP D R R WD S e e e S . e G ww

196
o8
ee3
173
71

@OV MNR
WMo U=

123
eee
139

wmunn
mm o
N1

.2 174
.9 196
. 79
.11 108
4 go
.3 614

uunuUuums

N ooaowomr
ULWWWW
[

o

49
98
44

43
76
37
3s
30
20

43
118
S5

66
48
48
54
36
2é

?.,65
1,34
20,59
5,72
1,15

4,06
0,58
14,88

3,60
18,48
4,37
0,51
0,31
0,03

ns

ns
% %

ns
* %
ns
ns
ns
ns

- - ——— - ——— - - ———————— > - ———— - s = ——— - ———— A — —— —— — ——— — = -

Obs.: # - ocorréncia de um gr3o normal com setor ce
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TABELA 10— Frequéncia dos fendtipos observados em progénies
segregantes para o0s tipos normal(N), amilose(am) e opaco2(ol2) da
linhagem Ast 222 em 3 geracdes de autofecundag3o. No teste de X2 foi
avaliada a hipotese de segregacido bifatorial com interagl3o epistatica
de esperada do tipo 9N:3am:402.

- ————— = ——— - - . . T . A D T - W D M Y - A W -

Geracio Endosperma , xe
de Progénie =  =--—-c-moommmmmmmm g.1.=2
Autofecundacio N am - o
Sg 9.1 ee7 b4 98 1,41 ns
5.2 160 95 73 0,06 ns
Sg S5.2.2 260 33 104 10,87 =x
5.2.11 181 &3 73 0,75 ns
S5.2.12 c4e Se 10f . 8,08 x
S5.2.14 208 72 95 0,10 ns
9.8.7 184 93 ée 3,83 ns
S¢ 5.4.3.1 140 40 60 9,74 ns
5.4.3.2 iet ee 33 12,22 »»
S.8.3.4 149 S1 - 59 0,55 ns
5.8.3.7 . 169 48 b4 1,72 ns
6.14.7.3 1114 25 41 _ 3,57 ns

- - — - ——— . A — . - - . - = e . W P e e . - . S S = n - — - - -
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Na TABELA 11 s3o0 mostradas as frequéncias das classes
fenotipicas das progénies autofecundadas das geracdes Sy- Syp que
segregaram para os tipos opaque2, ceroso e enrugado. 0 efeito de
nodificadbres' e interacao enfre mutantes, citado anteriormente,
parece também ocorrer nestas progénies, pois ndoc se identificou a
42 classe esperada, que deveria corresponder a classe am. Os
resultados observados foram analisados pelo teste de qui-quadrado
considerando-se a hipotese de segregacd3o bifatorial com inter;cio
epistatica (1202:3ce:lenr). Estes dados mostram que o fendtipq ce
pode ser observado em segregacdo, mesmo em combinac3do com o gene
o2. Das S progénies desta tabela, duas desviaram
significativamente da proporcdo esperada.

As frequéncias das classes fenotipicas das progénies
autofecundadas das geracdes Sy, S¢o e Sy@¢ que segregaram para oS
fenotipos amilose, opaéuee e enrugado s8o apresentadas na TABELA
12. 0Os resultados observados foram analisados pelo teste de qui-
quadrado considerando-se a hipotese de segregacdao bifatorial com
interac3do epistatica do tipo Pam:302:4enr. Uma das duas progénies
desta tabela desviou da propor¢3o esperada. A progénie 1.1 (Sy)
apresentou dois gr3os da classe enr, bem proximos do tipo sh2.
Como o gene 02 ja ocorria no germoplasma original, a observac¢ado
de progénies segregantes com outros mutantes nestas proporc¢oes
indica que nessa familia tem-se segrega¢ao para um loco mutado
com segregacio monofatorial, que apresenta interac3o epistatica

com o gene oe2.



TABELA 11- Frequéncias dos fendtipos observados em progénies
segregantes para os tipos opacol2 (o2), ceroso (ce) e enrugado
(enr) da linhagem Ast 222 em 3 geracbes de autofecundagd3o. No
teste de X2 foi avaliada a hipotese de segrega¢clo bifatorial com
interac3o0 epistatica do tipo 1202:3ce:ienr.

Geragao Endosperma x2
de Progénie = = ~-------------=--------- g.1.=2
Autofecundacdo o2 ce enr
Sy 6.9 149 33 24 10,62 *x»
6.10 133 27 11 0,98 ns
S¢ 5.8.3.27 105 22 8 0,59 ns
S10 5.8.3.1.9 231 o1 13 2,37 ns

g8.2.2.1.7 - 361 69 11 14,98 x*x



TABELA ie- Frequéncia dos fenotipos observados em progénies
segregantes para os tipos amilose(am), opaco2(o2) e enrugado(enr) da
linhagem Ast 222 em 3 geragdes de autofecundacio. No teste de x2  foi
avaliada a hipdtese de segrega¢cdao bifatorial com interac8o epistatica
do tipo 9am:302:4enr. ’

—— - o ————— e W R e S MR W S Wm W M g e e e S R M S M . G L P e G G e G e e e W e W P W MR MR e S . -

Geracdao Endosperma xe
de Progénie --------—-----ce—co—cwo- g.1.=2
Autofecundacido am o2 enr
S7 1.1 196 45 S0! 4,23 ns
Sie $.8.3.1.14 169 79 95 7,32 %
Obs. : ! - dois gr3os eram mais enrugados se aproximaram do fendtipo

she
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Na TABELA 13 si3o apresentadas as frequéncias das classes
fenotipicas das progénies autofecundadas das geracdes Sg- Syg que
segregaram para os fendtipos ceroso, opaque2 e enrugado. Os
resultados observados foram analisados pelo tegte de qui-quadrado
considerando-se a hipotese de segregacao bifatorial com interac¢io
epistatica levando a segregacido do tipo 9ce:302:4enr. Estes dados
mostram que o0 mutante o2, mascara a expressio do gene que
condiciona o tipo ce. Apenas uma das & progénies n3o se
enquadrou na proporg¢3o esperada.

As frequéncias fenotipicas das progénies autofecundadas das
geracOes Sy- Sy que segregaram para os fendtipos normal, ceroso,
amilose, opaque2 e enrugado s3o apresentadas na TABELA 14. Os
resultados observados foram analisados com o teste de qui-
quadrado considerando-se a hipotese de segregac3o de 3 locos com
2 alelos com interagd3o epistatica, originando a proporgdo de
27N:12ce:Pam:1202:4enr. Como o0 gene o2 ja ocorria no material,
tem-se néssa familia evidéncias do surgimento de pelo menos dois
outros 1locos mutados com heranga simples, mostrando segregac¢do
independente. Este tipo de segregacao resulta das interagOes
epistdticas entre os mutantes ce, am e o2, agora ‘agrupados nas
mesmas progénies. Das 12 progénies segregantes mostradas nesta
tabela, 30% desviam da proporgdo esperada. Na geracao Sy
observam-se progénies de wuma mesma familia com qui-quadrado
significativo e n3o-significativo. Das 7 progénies da familia

5.8, apenas uma desvia da propor¢3o esperada.



TABELA 13- Frequéncias dos fendtipos observados em progénies
segregantes para os tipos ceroso (ce), opaco2 (o2) e enrugado
(enr) da linhagem Ast 222 em 2 geracdes de autofecundacd3o. No
teste de X& foi avaliada a hipStese de segregacio bifatorial do
tiro 9ce:3ceo2:4enr.

Geracdo Endosperma x2
de - Progénie =  ----------------co—ceeoo—o g.1.=2
Autofecundacdo ‘ ce o2 enr
S¢ 5.8.3.16 140 32 46 5.71 ns
g.2.2.1 92 52 99 39,60 x*x
Syo 1.1.3.3.23 108 43 54 1,15 ns
5.8.3.1.15 89 31 39 0,096 ns
5.8.3.1.16 19 4 9 0,85 ns
g.2.2

1.9 139 43 : 48 2,29 ns



TABELA 14- Frequéncias dos fendtipos observados em progénies segregantes
para o0s tipos normal (N), ceroso (ce), amilose (am) e enrugado (enr) da
linhagem Ast 222 nas 4 geracOes subsequentes de autofecundacdo. No teste
de X foi avaliada a hipdtese de segregaclo de 3 locos esperada do tipo
27N:12ce:%am:1202: 4enr. ’

- . i v - Y S W S S - e S e AN D D D WP D e e N G G G TR G N G e e D W S G S I M M S G S G W A S W e e s - e

Geraclo Endosperma xe
de Progénie -~------------—----ccc--e—-oo-- 9.1.=4
Autofecundacao N ce am o2 enr
Sy 6.6 155 490 49 63 19 ‘10,43 =
6.7 130 39 35 95 14 95,94 ns
SB 1.5.2 125 49 50 63 14 4,40 ns
4.1.3 151 37 41 31 ee 23,95 *xx
5.8.3 2e7 78 45 101 19 7,97 ns
S¢ 5.8.3.1 90 - 43 42 44 15 3,31 ns
5.8.3.2 59 28 . i8 28 9 0,35 ns
5.8.3.21 9? 28 3 74 4 169,20 =
5.8.4.7 26 8 13 19 4 6,19 ns
4.14. 1.2 93 24 34 44 24 13,89 »x»
Sse 5.8.3.1.4 52 19 13 16 6 2,47 ns
5.8.3.1.4 73 es 23 e9 4 - 4,895 ns
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5 3- Caracterizacio genotipica dos mutantes

Os fenotipos dos mutantes ceroso e amilose surgidos na
linhagem Ast 222 s3o semelhantes a alguns ja descritos como o
waxy e amilose-extender, respectivamente. 0 tipo designado
enrugado, por outro lado, poderia ser um dos mutantes da
biossintese de carboidratos como o sugary,o sugary2,o0 shrunkeng
ou brittle. A identificac3o desses fendtipos foi feita através de
teste de complementac3o alélica (teste de alelismo) para
verificar se as alteracfes genéticas sufgidas correspondiam a
novos mutantes ou se tratava dos ja descritos. Para testar essas
hipéteses foram realizados testes de alelismo envolvendo os
mutantes wx, ae, o2, su, su2, sﬁa e bt por apresentarem
caracteristicas fenotipicas semelﬁantes aos surgidos na linhagem
Ast 222. Este teste foi realizado com progénies da geracdo S¢ e
Sy9., segregantes para todos os fendtipos citados, envolvendo,
portanto, alelos tanto em homozigose como em heterozigose.

As TABELAS 15.1-18.1 mostram os resultados dos cruzamentos
de plantas de fendotipos normal, ceroso, amilose, opaque2 e
enrugado da linhagem Ast 222 com os testadores wx, ae e o2 da
linhagem L477. Nas TABELAS 15.2-18.2 est3o os resultados de
plantas com estes mesmos fenotipos da linhagem Ast 222 com as
plantas dos testadores su, sh2 e bt das populacdes I4, Ig e Iy,

respectivamente, e com o testador su2 da linhagem 477.
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Na TABELA 15.1 estl3o relacionadas as progénies resultantes
do cruzamento de individuos do fendtipo normal e normal manchadol
e 2 da linhagem Ast 222 com individuos da linhagem 477 nas
versbes wx, ae e o2. Das 1B progénies cruzadas com o testador
wX, 12 eram segregantes e & eram normais. Este resultado 1indica
que o gene responsavel pelo fendotipo ceroso, caracterizado em 4
geracbes consecutivas de autofecundacd3o da linhagem Ast 222, €
alélico ao gené wx. As progénies 1.5.1.1.4 e 5.8.4.9 .4
apresentaram cada wuma delas um gr3ao normal com setor wx,
mostrando que a instabilidade germinal, que ocorreu nas progénies
da linhagem Ast 222, também pode ser observada em cruzamentos Fy
deste germoplasma.

Das @20 progénies resultantes do cruzamento com o testador
ae, S segregaram 1:1 e duas desviaram desta propor¢cdo. Cerca de
13 s3o0 progénies normais, portanto, portadoras dos respectivos
genes dominantes. Estes dados demonstram, portanto, que o tipo am
nas progénies corresponde ao genotipo ae.

0 cruzamento do fenotipo N com o testador o2 resultou em 2
progénies segregantes, uma na propor¢3o esperada e outra ndo.
Cerca de 8 progénies eram homozigotas normais. O tipo NM{
segregou para wx e ae, mostrando que corresponde a fendtipo de
heterozigoto para os dois locos. Os cruzamentos do fendtipo NM2
com o testador o2 resultou em S progénies 100% o2, indicando que
o tipo NM2 é uma variante do o2. Interessante notar aqui tambeém
que nos cruzamentos com o testador o2 ocorreram desvios

significativos e n3o-significativos de segregacdo entre as
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progénies F4, onde as plantas doadoras de pdlen slo irmds. A
confirmac8o de ocorréncia de mutac3o nos locos wx e ae da
linhagem Ast 222 e a alta frequéncia de progénies com desvios da
proporcio esperada s3o0 indicios claros da existéncia de um
mecanismo genético gerador de variabilidade neste germoplasma.

As 77 progénies normais resultantes do cruzamentb dos mesmos
individuos da linhagem Ast 222 da TABELA 15.1 com os testadores
su, su2, sh2 e bt s30 mostradas na TABELAR 15.2. 0s dados
indicaram que as sementes enrugadas n3o s3o portadoras de

mut agOes nesses locos.
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TABELA 15.1- Resultados dos cruzamentos de plantas da linhagem Ast 222 provenientes de sementes
de fendtipo normal(N), normal manchadoil (NMi) e normal manchado2 (NM2) com os testadores waxy
(wx), amylose-extender <(ae) e opaqued (02). As sementes N,NMi e NM2 s3o provenientes de
progénies que segregaram para 0s virios fenotipos da progénie.

Fenotipo Fenotipo Progénie Cruzamento com Testadores
da da semente da 2 mmmsessseecmcmmecee e ————mem—eoee
Progénie plantada planta : wX ae o2
1-N,ce,am,enr N 1.5.1.1.1 68 N:71 ns N N
1.5.1.1.4 98 N:66 ns ¥ N N
1.5.1.4.5 N N N
2-N,ce,am,enr, N 58.3.1.1 74 N:71 ns N 92 N:462 »
oM, o2wx 5.8.3.1.3 27 N:30 ns N -
5.8.3.1.4 57 N:48 ns N 67 N:62 ns
$.8.3.1.5 135 N:114 ns N N
3-N,ce,anmMi ,enr N 6.14.7 1.1 109 N:99 ns 64 N:35 = N
6.14.7.1.3 96 N:108 ns N N
6.14.7.1.4 138 N:127 ns N N
6.14.7.1.5 100 N:113 ns N N
4-NM1i,ceM,enrM NMi g.2.2.1.2 - B2 N:67 ns -

' g8.2.2.1.3 - 41 N:47 ns -
g8.2.2.1.6 78 N:48 ns 21 N:19 ns -
g8.2.2.1.7 96 N:54 ns 134 N:116 ns -

S-NM2, amM2 NM2 5.8.4.9.1 N N oe
5.8.4.9.2 N 15 N:1f ns o2
5.8.4.9.3 N N o2
5.8.4.9.4 N # N oe
5.8.4.9.5 N 185 N:126 « oe

Obs.: ns X8 ndo-significativo para propor¢3o esperada de { normal: 1 mutante.
x X significativo a 5X para propor¢3o de 1:1.
# um gr3o normal com setor wx



TABELA 15.2- Frequéncias de progénies normais: sutantes, obtidas do
cruzamento de plantas provenientes de sementes normais da linhages
Ast 222 com os estoques de mutantes de carboidratos sugary (su),
sugary® (su2), shrunken2 (sh2) e britle (bt).

- — - — > s > - — - — T W . - - Y = o S L G A G e e e o -

Fendtipo Testadores
Plantado = ----=--s-oosooso-sssooooo-soososesoooee

- - - - - - - T - - - - - - - - - - - e D - -



Na TABELA 16.1 esto relacionadas as progénies resultantes
do cruzamento de individuos de fendtipo ceroso e ceroso manchado
com individuos da linhagem LA77 homozigotos recessivos para os
genes wx, ae e 02. Das 20 progénies resultantes do cruzamento de
plantas da linhagem Ast 222 com o0 testador wx, duas sio
segregantes, uma desvia ‘da propor¢cio esperada e outra n3o. O
cruzamento de plantas do tipo ce com indiviquos do testador wx
resultaram em 18 progénies com 100X de individuos homozigotos
para ©O gene wX, indicando aqui também, que o fendtipo ceroso
surgido na linkagem Ast aéa corresponde a mutacdo no loco wx. No
entanto, o aparecimento de uma progénie Fy (Ast 222xL477)
segregando na proporc3o de 1:1 demonstrou que o gendtipo do
endosperma n3o corresponde ao do embrilo da mesma semente, na
progénie 6.14.7.1.14, ou seja, 0 endosperma € wxwxwx e O embrilo
Wxwx. Tal evento poderia ter surgido por heterofertilizag3o, que
ocorre com frequéncia que varia de 1-5X (Robertson, 1984). Outra
alternativa, talvez a mais provavel, € que O mesmo mecanismo que
gera as mutacBes também desvia as proporcOes da segregacio. Em
outra progénie Fg (1.5.1.1.11 x L477 wx) observou-se o
apérecimento de 15 sementes normais, em planta proveniente de
semente waxy. Nas outras trés prbgénies desta mesma familia os Fq
foram todos wx. Assim sendo, algum mecanismo genético déve estar
agindo, afetando a segregac3o, mesmo em progénies com alta taxa
de endogamia.

No cruzamento com o0 testador ae obtiveram-se 13 progénies

segregantes, sendo que 9 desviaram da proporcio de 1:1. Estes



resultados indicam que as sementes de fendtipo wx, em algumas
progénies, s80 heterozigotas para o loco ae. A frequéncia de
69,23X destas pfogénies con-desvios da proporcio esperada, pode,
neste caso, pPelo menos em parte, ser devida a dificuldades na
separacio visual do mutante ae. |

Os cruzamentos de plantas provenientes de sementes do
fendtipo ceroso com o testador o2 resultaram em duas progénies
segregantes dentro da proporciao esperada e.7 progénies normais.
Jia os cruzamentos com o fendtipo ceM produziram quatro progénies,
duas segregantes, uma com 100X de o2 e oufra normal. A progénie
8.2.2.1.12 apresentou um grio normal com setor wx no cruzamento
com o testador ae, indicando a ocorréncia de instabilidade no
loco wx nas duas cépiasAdo DNA da oosfera apds a fertilizacdo. A
progénie resultante do cruzamento da planta 8.2.2.1.13 com o
testador wx apresentou um gr3o enrugado em uma progénie com 100X
wx. Este evento também evidencia a possivel ocorréncia de
instabilidade nas duas cdpias dp gene Ae da LA477.

Na TABELA 16.2 est@o relacionadas as 69 progénies normais
resultantes do cruzamento dos mesmos individuos da linhagem Ast
222 da TABELA16.1 com os testadores su, su2, sh2 e bt. Os dados
indicam que n3o0 ocorreu na linhagem Ast 222 nutacio nestes 4

locos.
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TABELA 16.1- Resultados dos cruzamentos de plantas da linhages Ast 222 provenientes de
seaentes de fendtipo cervosolce) e ceroso manchado (ceM) com os testadores waxy (wx),
asylose-extender (ae) e opaque2 (02). As sementes ce e ceM sSo provenientes de progénies
que também segregaras para virios fendtipos da progénie.

Fendtipo Fendtipo Progénie _ Cruzamento coa Testadores
da da semente da 2 eesmececccmccceenccceecremeccer e
Progénie plantada planta i " ae o2
1-N,ce,an,enr ce 1.9.1.1.1¢ 15 N:69 » N
1.5.1.1. 12 wx 61 N:21 »
1.5.1.1.13 wx N -
1.5.1.1.14 i N -
2-N,ce,an,enr, ce 5.86.3.1.15 s 26 N:3» 49 N:42 ns
ocM,olce $.86.3.1.1¢6 X 104 N:10 » -
. 5.6.3.1.17 X N
5.8.3.1.18 wx 202 N:20 = N
3-N,ce,asM, enr ce 6.14.7 .1 11 "x 104 N:4S » N
6.14.7 .1 .12 "X - N
6.14.7.1 .13 "X 11 N:8 ¥ N
6.14.7.1.14 61 N:60 ns S N:4 ns N
4.14.7.1 .15 ux 3 N:4 ns N
4-ceM,ce,enrl ceM 1.1.3.3.2 wx N o2 -
1.1.3.3.5 - - 82.N:84 ns
S-ceM,ce,enrM ce 1.1.3.3.7 wx 145 N:112 = 18 N:20 ns
1.1.3.3.8 "X 171 N:1046 » -
1.1.3.3.24 X N N
&6-NM,ceM,enr ceM g.2.2.1.12 "y 113 N:43 = # N
g8.2.2.1.13 wx! 24 N:30 ns 7 N:10 ns
g8.2.2.1.14 wx 21 N:20 ns -

- D S - . . A S e G @ S . T P R A W - Y D D D e S T G S G G R A S R WS G W G e A D G e -

Obs.: ns X¢ nfo-significativo para propor¢cio esperada de {1 norsal: { sutante.
s xe significativo a SX para proporcio de 1:1. ! us grio enrugado
# usm grio normal com setor wx. :



TABELA 16.2- Frequéncias de progénies normais: mutantes obtidas do
cruzamento de plantas do tipo ceroso da linhagem Ast 222 com os

" estoques de sutantes de carboidratos sugary (su),sugary2 (su2),
shrunken2 (sh2) e britle (bt).

- . . G G W D G G G P G e S TR e G D D W S R G D D e SR TR G S 4 W e W e

Fenodtipo Testadores
Plantado @ ---------sssesssoosomesmocemeococooao-

- - — . - — D . T e Y e Y R S D S GR W  eE R a
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As progénies resultantes do cruzamento de individuos de
fendtipo amilose e amilose manchado com individuos da linhagem
477 nas versdes wx, se e O sio apresentadas na TABELA 17.1. No
cruzamento com 0 testador wx, cerca de 13 progénies segregaram,
sendo que dua§ apre;entaram desvios da proporcio esperada. Treés
outras progénies s3o homozigotas normais. Tal resultado indica
que certos tipos am eram heterozigotos e outros homozigotos
dominantes para o loco ux: Os desvios de segregaciao dos dois Fq
da familia 1.5.1.1 com o testador wx provavelmente sio originados
pelos mesmos mecanismos que alteram a frequéncia do mutante wx.

Das 19 progénies resultantes do cruzamento com o testador
ae, 4 s3o normais e 12 sdo 100X ae. Essas. observacBes indicam que
o fenotipo amilose surgido nessas familias € alélico ao gene ae.
0 fato de terem ocorrido 4 progénies normais pode sér decorrente
da dificuldade na identificacdo fenotipica da semente plantada
com relagio ao mutante ae, como ocorre em certos “background”
genéticos. As outras trés progénies (Fy) segregantes resultantes
do cruzamento do tipo amMi com testador ae mostram claramente o
efeito de dosagem que esse gene pode apresentar, pois o fenotipo
classificado como homozigoto recessivo € na verdade heterozigoto
para o gene ae. A expressao do alelo ae depende muito da
expressao de outros genes que afetam a biossintese de
carboidrato, proteina e pigmehtos que se acumulam no endosperma.
Dai a necessidade de se interpretar a presenca do gene ae nos

endospermas mais de forma quantitativa que qualitativa.



Os cruzamentos dos tipos com fendtipo am com o testador of
resultaram em 3 progénies segregantes e 6 normais. Com o fendtipo
amMi foram obtidas & progénies normais. Ji com o fendtipo amM2,
duas progénies foram 100X o2, iﬁdicando que as sementes com
manchas do tipo amMi n3o apresentam mutacio no loco oB. Ji as
sementes com tipo aeM2 sio portadoras do gene o2.

Na TABELA 17 .2 est@o relacionadas as 51 progénies normais
resultantes do cruzamento dos mesmos individuos da linhagem Ast
222 da TABELA 17 com o0s testadores su, su2, sh2 e bt, wmostrando

que n30 ocorreram mutacBes nesses locos da linhagem Ast 222.



BELA 17.1- Resultados dos cruzamentos de plantas da linhages Ast 222 provenientes de sesentes

tendtipo amilose(am) e amilose manchado (aeM { e 2) com os testadores waxy (wx), amylose-
Bender (ae) e opaque2 (02). As sementes ae ¢ aeM sSo provenientes de progénies que segregaras
pre os virios fendtipos da progénie.

[ ]

Br-o--oooooommes oo T

'.nétipo Fenodtipo Progenie Cruzamento com Testadores

da da semente da 0 @ mom-eseseesemeeeee—ceoceocooo—ooo-oceo

Dogénie plantada planta “x ae 02

=N,ce,am,enr an 1.5.1.1.6 12 N:19 ns N N
1.59.1.1.7 79 N:50 = ae N

] ’ 1.5.4.1.8 134 N:137 ns ae N

» 1.5.1.1.9 67 N:3%.» ae N

" 1.59.1.1.10 N ae N

PN.ce.an, enr, an 5.8.3.1.10 A1 N:28 ns - 7 N:10 ns

.oan.oace 9.8.3.1.1% 1350 N:120 ns ae 33 N:30 ns

» $.8.3.1.12 25 N:25 ns ae N

[ ] 5.8.3.1.13 17 N:13 ns ae -

) 3.8.3.1.14 15 N:13 ns ae 13 N:i4 ns

PN, ce.ants, anii 6.14.7.1.6 129 N:119 ns N N

Penr 6.14.7.4.7 N ae N

. 6.14.7.1.8 116 N:90 ns N N
6.14.7.4.9 ' 15 N:1! ns aeM N

. 6.14.7.1 .10 1465 N:153 ns N N

‘-N.-a-l'll asMi 6.14.1.1.¢ - ae - N

pm.una ‘ amM2 5.8.4.9.6 - 65 N:48 ns o2

’ $5.8.4.9.7 - 134 N:118 ns o2
3.8.4.9.8 N ae -

[ 5.8.4.9.9 - 97 N:83 ns . -

as.: ns xe nSo-significativo para proporcio esperada de { norsal: { msutante.
& X gignificativo a SX para proporcio de 1:1. ‘



TABELA 17 .2- Frequéncias de progénies normais: sutantes obtidas do
cruzamento de plantas do tipo amylose-extender da linhagem Ast 222
com 05 estoques de mutantes de carboidratos sugary (su), sugary?
(sul), shrunken2 (sh2) e britle (bt).

Fendtipo : Testadores
Plantado @  ----emmmmmmsecccecccrc e



As progénies resultantes do cruzamento de individuos de
fendtiro opaco2 manchado, opaco2 ceroso, manchado e normal
manchado2 com individuqs da linhagem 477 nas vers8es wx, ag e of
acham-se na TABELA 18.1. Sementes com o fendtipo o2M produziram
plantas que quando cruzadas com O testador wx resultaram em trés
progénies segregantes em 1:1. Estes dados indicam qQue o fendtipo
o2M pode ser heterozigoto para o loco wx. Ja o0 cruzamento
envolvendo o fenotipo o2ce originou progénies 100X wx, portanto
- tal fenotipo corresponde ao duplo mutante.

No cruzamento com o testador ae obtiveram-se trés progénies
segregantes sendo que uma desviou da proporciao esperada. As trés
outras progénies restantes eram homozigotas dominantes no 1loco
Ae, pois o Fy foi 100X normal.

Com o0 testador o2 foram feitos 12 cruzamentos, todﬁs eles
resultando em progénies 100X o2. Os dados indicaram que as 5
variantes do fendtipo o2 eram homozigotas para o gene 02.

Na TABELA 18.P estio relacionadas as 26 progénies normais
resultantes do cruzamento dos mesmos individuos da linhagem Ast
222 da TABELA 18 com os testadores su, su2, sh2 e bt. Os dados
aqui também indicam que a Ast 222 n3o apresentou mutacdes em

qualquer um desses l10cos.



TABELA 18.1- Resultados dos cruzamentos de plantas da linhages Ast 222 provenientes de
seasentes de fendtipo opaco (02), opaco manchado (02M), manchada (M) e opaco-ceroso (olce)
com os testadores waxy (wx), amylose-extender (ae) e opaque? (02). As sementes of, ofN, N,
o2ce sio provenientes de progénies que também segregaram para os virios fendtipos da
progénie.

Fendtipo Fendtipo . Progénie Cruzasento com Testadores
da da seaente o da eeeeseeecccccccmmcceceee e
Progénie plantada planta wx ae ' o2
1-N,ce,am,enr, o2 5.86.3.1.6 14 N: 2% ns N : o2
o2M,olce 35.6.3.1.7 .72 N:92 ns 4 N:3 ns o2
3.8.3.1.8 86 N:101 ns - ol
5.8.3.14.9 - 40 N:48 ns o2
2-N,ce,am,enr, olce §5.8.3.1.20 wx 149 N:99 » ol
ocN,o0cce $.8.3.1.24 T N -
3-M [, 6.13.1.1.1 - - o2
6.13.1.1.2 o2
6.13.1.1.3 - - ol
6.13.1.1.4 - - ol
6.13.1.1.5 - ol
4-NM, NM2 NM2 5.8.3.24.4 N N ol
5.8.3724.5 - - ol

D D - P - - - - ——— e W P - - > - = .

Obs.: ns:X° nio-significativo para proporcio esperada de 1 norsal: { mutante.
s :xe significativo a 5X para propor¢io de 1:1.



TABELA 18.2- Frequéncias de progénies normais: mutantes odbtidas do
cruzasento de plantas do tipo opaco da linhagem Ast 222 com os
estoques de sutantes de carboidratos sugary (su), sugary2 (sud),
shrunken? (sh2) e britle (bt).

Fendtipo - Testadores
Plantado @ =—----=---===----osooo--o-oo-coo--o-ooee

- T . Y TE . G - T S T G S GD G e G S e e T e G - -



Na TABELA 19.1, finalmente, est&o relacionadas as progénies
resultantes do cruzamento de individuos de fenétipo enrugado com
individuos da linhagem 477 nas versdes wx, ae e 0. As 9
progénies ce envolvendo o cruzamento de individuos com este
fenotipo com o testador wx e as 15 progénies am resultantes do
cruzamento de individuos deste nésmo fenotipo com o testador ae
indicaram que tal fénétipo é produzido pela interacd3o destes dois
genes, portanto possuem endosperma wxwxwx aeaeae.

Como a express3o dos mutantes de carboidratos sofre
influéncia do “background” genético, o mutante enr poderia ser
su, su2, sh2 e bt. Este fendtipo poderia ainda ser resultado da
expressao complementar dos genes wx e ae como mostrou Alexander &
Creech (1977). Os resulfados da TABELA 19 .2 mostram que ocorreram
49 progénies normais do cruzamento do fendtipo enrugado com oS
testadores su, sul, sh2 e bt. Coerentemente esses resultados
mostram que a caracteristica enrugada nSo é condicionada por
-ufantés que afetam o0 acumulo de agucares no endosperma, é que

essas progénies n3o apresentaram mutacSes nesses locos.
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TABELA 19.1- Resultados dos cruzasentos de plantas da linhages Ast 222 provenientes de
sementes de fendtipo enrugado (enr) com os testadores waxy (wx), amylose-extender (ae) e
opaque? (02).As sementes enr s8o provenientes de progénies que tambés segregaram para os
virios fendtipos da progénie. ‘

- - - —— - — - . T T S TS P W T D G G P SR D P = S D GRS P TR D R W R e e T S P P P W T e O e o

Fendtipo Progénie Cruzasento com Testadores
da da - eeeeetcerrmemccccccccesccmccaccaca
Progénie planta wx ae o2
1-N,ce,am,enr 1.5.1.1.15 wx ae N
1.9.1.1.16 wx ae N

2-N,ce,as,enr 5.8.3.1.22 - ae N

o2, o2ce $.8.3.1.24 - ae -
9.8.3.1.85 X - ae 7 N:-9 ns

3-N,ce,asM,enr 6.14.7.1.4¢6 WX ae - N

6.14.7.1.17 wx ae N

6.14.7.1.18 X ae -

4-N, amMi 1.5.10.¢ wx ae N

1.5.10.5 - ae N

1.5.10.10 . owx ae -

3-NM, asM2 8.2.2.1.15 X ae N

8.2.2.1.16 - ae N

8.2.2.1.17 - ae -

8.2.2.1.18 - ae -



TABELA 19.2-Frequéncias de progénies normais: sutantes obtidas do
cruzamento de plantas do tipo enrugado (enr) da linhages Ast 222 cos

os estoques de sutantes de carboidratos sugary (su), sugarye. (su2),
shrunken2 (sh2) e britle (bt).

- . T Wn A P - D D e e Y e S g D G W T e N M e g W W G

Fenét ipo , Testadores
Plantado @ ------m-esmssemmsmecececcccccccceoooe



S 4- Anslise da correspondencia entre o genotipo da semente

plantada com o0 gendtipo da progénie obtida por autofecundaclo.

0 monitoramento dos fenotipos da linhagem Ast 222 foi feito
seguindo-se um critério de classificacdo, separacdo dos mutantes
e plantio de cada grupo em linhas separadas. Este procedimento
permitiu avaliar a correspondéncia do fendétipo da semente
plantada com a segregac3o obtida da planta autofecundada. Serviu
também para observar se a segregacdo dos mutantes nas progénies
esta relacionada com o padr3o de segregacdao esperado vpela
genética mendeliana ou se 0s mutantes est3o sendo constantemente
gerados por outros mecanismos que também alteram a segregacao.
Neste estudo. 55 foi evidenciado que a linhagem Ast 222 tem um
mecanismo genetico capaz de gerar os mutantes wx e ae, bem como
de produzir desvios: significativos de segregacao em
aproximadamente .14.33% das progéenies analisadas, ao longo de 4
geracOes de autofecundacd3o. O mesmo mecanismo parece também ser
responsavel por instabilidade soméfica nos locos wx, ae e o2. A
repetibilidade destes acontecimentos em um germoplasma com alta
taxa de endogamia € forte evidéncia para se suspeitar do
envolvimento de algum sistema de transposon. Ou ainda, pode
existir outro wmecanismo gerador de variabilidade éenética nao
descrito que pode estar agindo na linhagem Ast 222. Como n3o se
tem conhecimento de algﬁm outro mecanismo indutor de mutac3o em
alta frequéncia como os transposons, as sugestGes de provaveis

event0s que geraram as mutacaes nos locos wx e ae sera baseada na



hipStese da presenca de elementos moveis no germoplasma estudado.

Nas TABELAS de 20-23 estlo apresentadas as frequéncias das
classes fenotipicas observadas que nfo puderam ser explicadas por
mecanismos de segregacio alélica, porque o gendtipo da semente
plantada nio foi observado na descendéncia da planta
autofecundada.

Na TABELA 20 s3o mostradas quatro progénies derivadas do
plantio de sementes de fenotipo wx. A progénie da geracdo Sy
apresentou um desvio curioso, pOis um carater recessivo (waxy)
produziu individuos com fenotipo normal na  descendéncia. As
progénies irmds 1.5.1.1.11 e 12 (S49) segregaram,o# tipos waxy,
enrugado, normal e amilose-extender. De acordo com essas classes
suspeitar-se-ia que o0 gendtipo da planta mie fosse Wxwx Aeae,
portanto, deveria ser proveniente de sementevnorlal e nio do tipo
wx como foi semeado. De acordo com a frequéncia de grios, o
gendtipo mais proviavel destas plantas, que foram autofecundadas,
seria wxwx Aeae. Suspeita-se ainda’que as clisses N e ae,
proviavelmente, surgiram de eventos de transposicio no loco wx dos
gametas. Na progénie 6.14.7.1.14 (Sqp) observa-se que ocorreu
segregacdo monofatorial em um planta autofecundada admitida como
homozigota para o gene wx. Este fato pode ter ocorrido em fungdo
da possivel excisdo de um transéoson do gene WX, no nucleo
gamético que fecundou a oosfera. Tal evento resuitaria numa falta
de coeréncia enfre o gendtipo do endosperma e o genotipo do
embrifio ' da semente plantada. Alteracio semelhante a essa ultima

poderia também ser explicada por he(erofertilizacio. mas a alta
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frequéncia de instadbilidades nesses locos, verificada em virias
progénies, parece aumentar as chances de ter ocorrido eventos de
transposicio. |

As 21 progénies descendentes da autofecundacfo de plantas
provenientes de sementes do fendtipo ae s3o mostradas na TABELA
21. Na geracio Sg, 9 progénies irmds da familia 1.1 segregaram Os
fendtipos wx e 02 na proporcdo de 3:1. Progénies segregantes para
tais fenotipos seriam esperados se o genétipoy da planta
autofecundada fosse wxwx AeAe 02o2. Portanto, este gendtipo nido
poderia produzir fenotipo ae na descendéncia. Ji na progénie
1. 1.2 observou-se um grio enrugado do tipo sh2. As progénies
irmis 1.1.6, 8 e 9 (Sg) segregaram os fendtipos wx,02 e enrugado.
As duas ultimas se eﬁquadran nas proporcdes de segregacio
bifatorial com interac3o do tipo Pwx:302:4wa. Essa segregacio
seria esperada na autofecundacdo dg um individuo com gendtipo
wxwx Aeae 0202. Um fendtiro ae sO0 poderia ser gerado na
descendéncia cbnsiderando—se eventos de transposicido no loco wx
do nucleo gamético que fecundou 0s nucleos polares. Nas progénies
1.1.18, 1.3.1 e 7.2.10 da geracao Sg observa-se segregacio dos
fendtipos wx e enrugado. Estes fenotipos s30 esperados da
autofecundacio de planta com genotipo wxwx Aeae. No entanto, um
gendtipo desse n3o0 poderia gerar um fenotirpo ae. Eventos de
transposicdo no loco wx do gameta wxae poderiam muito bem
explicar os resultados obtidos.

As progénies 1.5.1.1.9, 5 8.3.1.1.2 e 6.14.7 .10 da geracio

Syp segregaram os fendtipos ae, enr, N e wx. Tais classes
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fenotipicas s3o0 esperadas quando se autofecunda plantas de
gendtipo Wxwx Aeae. Este gendtipo faz com que a semente tenha
fendtipo normal. No entanto, o endosperma que foi plantado era do
tipo ae. Segundo a frequéncia de grdos das classes ae e enr na
primeira e terceira progénies suspeita-se que o genotipo mais
proviavel da planta seja Wxwx aeae. Este gendotipo geraria gametas
WUxae e wxae e 0s gr3os normais poderiam ter surgido pela excisdo
de um transposon do loco ae do gameta wxae, e a classe wx da
excisio do mesmo gene no gameta.

As progénies irm3s 5.8.3.1.10, 11 e 13 (Syg) segregam os
fenotipos ae, o2, wa, N e wx. Segundo 3 frequéncia observada, o©
genotipo mais provavel que originaria tais fenotipos seria Wxwx
aeae 0202. As classes N e wx poderiam ter surgido por eventos de

transposi¢3o no loco ae dos varios gametas.
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TABELA 20~ Frequéncias fenotipicas de progénies derivadas do plantio e
autofecundac3o de sementes wx provenientes de espigas segregantes da

linhagem Ast 222.

- ———— ——— - . S R D ST R e e G e A S W R S MR T M e W e G D G e i e Gme D AL M S G e e M e G e T . —

Fenotipo Numero
da
Plantado Progénie

WX 6.195
1.51.1. 11
1.5.1.1.12

6.14.7.1.14

Endosperma
N W ae  wx/ae
2o 81 0 o
16 160 9 33
2 80 e 18
185 S3 0 0

———— - —— . —— ——— —————— i ——— D S B W W T T P M e e S . - S W - — —— — i — ——— ——————

Obs.: 1 teste de X2 para a proporg¢ao de 3N:iwx.



TABELA 21- Frequéncias fenotipicas dos tipos normal (N), waxy (wx),
(ae), opaque?2 (02) e waxy/amylose-extender (wx/ae) de
progénies derivadas da autofecundac3o de plantas obtidas de

amylose-extender

provenientes de

espigas que segregaram para

extender da linhagem Ast 222.

o

fendtipo

sementes
amilose-

133

107
99

ns {
% D
ns 2
ns 2
ns {
" |
ns {
ns |
* 2
ns 2
* 2

Fenotipo Numero - Endosperma
da = memmemmmmen e
Plantado . Progénie "N wX ae
ae 1.1.1 ) 198 )
1.1.2 ] 248H ")
1.1.3 ) 200 (%)
1.1.4 ) 176 ]
1.1.5 ] 154 ]
1.1.6 ] 153 "]
1.1.8 ) 107 ")
1.1.9 ) 75 o
1.1.11 ] 334 ")
1.1.12 L) 294 )
1.1.13 /] 261 %)
1.1.14 o 279 )
1.1.18 ") c81 "]
1.3.1 /] 233 /]
7.2.10 /] 22é ]
1.951.1.9 23 cé 241
5.8.3.1.1.2 26 13 26
5.8.3.1.10 é S 935
5.8.3.1.11 15 14 76
5$.8.3.1.13 2 3 17¢
6.14.7.1.1¢0 4 e 115

Obs. :1- teste de

2- teste de

X2 para as proporcSes de 3N:1wx

X2 para as proporcdes de Pwx:302 4wa
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A ' TABELA 22 mostra cinco progénies descendentes da
autofecundacdo de plantas provenientes de sementes de fenodtipo
enrugado. Os resultados do teste de alelismo demonstraram que
este fenotipo € <condicionado pelo gendtipo wxwxwx aeaeae.
Portanto, os individuos com este gendtipo quando autofecundados
deveriam gerar descendentes com o mesmo fenotipo. No entanto,
isto n3o foi observado nas progénies apresentadas nesta tabela.
Nas progénies da geracd3o Sy e Sg os eventos de transposig3o
ocorreram, provavelmente, tanto no loco wx como no ae. E na
progénie 6.14.8 ocorreu um evento de instabilidade somatica que
originou um gr3o normal com setor wx. Na geracio Sio as. duas
progénies irm3s da familia 8.2.2.1 segregaram dentro das
propor¢Bes esperadas para as caracteristicas ae e wx/ae. O
genotipo mais provavel da planta que resultou nesses
descendentes seria aeae Wxwx. Poderia, portanto, ter ocorri&o a
excisdo de um transposon do loco wx, que restauraria totalmente a

fung3o geénica do alelo wx.



TABELA @22~ Frequéncias fenotipicas dos tipos normal (N), waxy (wx),
amylose-extender (ae), opaque2 (o2) e waxy/amylose-extender (wx/ae) de
progénies derivadas da autofecundag3o de sementes enrugadas (enr)
provenientes de espigas segregando para o fenotipo enrugado da
linhagem Ast 222 em 3 geracoes.

- e o — - —— - S G - — — — —— — —  —— T — — —— ——— = v — —— —— S S W A = e W A W e ——— - -

fenodtipo Numero Endosperma xe
da = 0mmmmmmmmrmecmem———me— -
Plantado Progénie N wX ae wx/ae
enr 1.5 37 31 24 43 -
6.14.8 77H S9 10 8 %% 3
6.14.9 147 S1 78 14 ®¥ 3
8.2.2.1.3 o s 105 30 ns 1
g.2.2.1.7 (") (") 112 31 ns
Obs.: 1- teste de X para as proporcaes de 3ae:iwa.

3- teste de xe para as propor¢coes de 9N:3wx: 3ae iwa
# semente wx com setor wx/ae.
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VI- DISCUSSA0

0 sistema gerador de instabilidade identificado na linhagem
Ast 222 foi descoberto devido a sua capacidade de produzir alta
frequéncia de mutacBes nos 1locos wx € ae. Ao contrario, a
identificacio de mecanismos causador de instabilidade, como os
transposons em milho, tradicionalmente, tem sido feita através de
andlises genéticas, em alguns casos de citogenéticas, juntamente
com a observagdo de fendtipos variegados tanto em tecido de
~planta como no endosperma. Foi a detecc3ao de fendtipos instdveis
como esses que levou McClintock (195ia) a descrever o primeiro
sistema de transposic3o em milho, o Ac/Ds. Apds esse trabalho,
varios outros elemento§ de transposicdo foram descritos em
plantas de milho, todos eles estudados a partir do aparecimento
de instabilidade somatica.

Menos comum tem sido a identificac@o dg elementos causadores
de instabilidade no genoma pg]o surgimento de novos alelos, como
o que.ocorréu na Ast 222. 0 aparecimento de mutacOGes recessivas
em linhagens também motivou Robertson em 1978 a descrever um
sistema de transposi¢3o, o Mutador(Mu).

0O sistema Mu, entretanto, n3o parece ter especificidade para
determinados genes como o encontrado no sistema da Ast 222, que

produz mutacBes apenas nos locos wx,ae e o2. Pois 0 Mu produz
mutacdes em varios genes como o alfa, Bz2,Adhl e wx (0O"Reilly et
al.,1983; McLaughin and Walbot,1987; Chen et al.,1987; Wessler et

al. ,1988), além de ocasionar o aparecimento de outras mutacdes
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gerando sementes albinas, pldntulas verde-palidos, anfes, etc.
(Robertson,1978). Outra diferenca interessante é que a atividade
mutadora do Mu é drasticamente reduzida em germoplasma com alta
taxa de endogamia, a ponto de desaparecer totalmente (Alleman &
Freeling, 1986). Este fato contrapbde-se ao observado no sistema
da Ast 222, em que a frequéncia mutacional continua elevada em
progénies com até 10 geracbes de autofecundacio. Outro
comportamento distinto entre os dois sistemas € que os eventos de
transposi¢3o no Mu sd3o tardios, ao passo que no sistema indutor
de mutacOes da Ast 222 sdio precoces.

Outra caracteristica encontrada no sistema mutador da Ast
222 é que o0s eventos de instabilidade s3o precoces, que
provavelmente fez com que a segregacdo em 14,3% das 251 progénies
analisadas desviassem significativamente das propor¢des
esperadas. Estes desvios dificilmente poderiam ser atribuidos a
efeitos de outros genes que poderiam alterar a frequéncia
gamética dos mutantes enéontrados. Quando se produz linhagens com
controle das progénies, envolvendo alta taxa de endogamia e
conhecendo-se o heredrograma completo por varias geracdes, como
0 caso da Ast 222, os efeitos de outros genes alteradores da
frequéncia gamética ficam facilmente identificdveis. Tem-se ent3o
a oportunidade de se analisar seguidamente a coeréncia no padr3o
de segrega¢3ao nas varias geracOes relacionadas, ©0 que torna
} evidente a presenca ou auséncia de um fator genético que estaria
induzindo desvios na segrega¢cd3o. Além do mais a endogamia produz

homozigose nesses locos eliminando o efeito desses genes
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causadores de desvios nas segregacles das progénies subseﬁuentes.
As discrepancias nas segregacdes da linhagem Ast 222 ficam,
aparentemenete, restritas as atividades do sistema mutador
estudado.

Outro ponto que tem caracterizado varios sistemas de
transposicdo € a sua capacidade de produzir quebras
cromossdmicas. Célebre foi o trabalho mostrando quebfas,.fusﬁes e
pontes cromossOmicas causado pelo elemento Ac, mostrado por
McClintock (195ib). 0O trabalho de Doerschug (1973) éom o Dt
também mostra essa associagdo. No caso da linhagem Ast 222 05
desvios de segregacao observados, ocasionados por transposicdes
Proximas aos locos wx, ae e o2, poderiam levar a quebras ou
perdas dos cromossomos 9, 5 e 7 respectivamente, onde est3do
localizados esses genes. Esses eventos causariam, como
consequéncia, uma diminuic3o na frequéncia destes alelos nos
gametas, que poderia redundar nos desvios de segregacao
observ;dos. Esse comportamento € comumente observado em
germoplasma com transposon, como o encontrado por Motto et -al.
(1987) em estudos com o Bg no loco o2. Quebras cromossOGmicas
assim induzidas produzem outros efeitos fenotipicos bastante
caracteristicos no endosperma, causando ma formacdao nos grios,
produzindo sementes com endospérma defeituosos e minisementes,
bem como irregularidades nas fileiras de sementes na espiga,
causadas por aborto do dvulo. No caso da linhagem Ast 222 essas
caracteristicas n3o foram observadas em nenhuma progénie das

estudadas ao longo de 4 geragles. Com isso a hipdtese desse
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sistema produzir alteracbes cromossdmicas frequentes fica
praticamente afastada. A comprovaclo final, entretanto, fica na
dependéncia de andlise citogenética.

Por outro 1lado, o0s desvios de segregac@ao nas progénies
autofecundadas da linhagem Ast 222 poderiam também serem gerados
por instabilidade pds-meidtica, tanto no gametdfito masculino
como na divis3o mitdtica do gametofito feminino. Ou ainda,
poderiam surgir de instabilidades nas primeiras divisdes
mitoticas do nucleo tripldide, que iria formar o endosperma. O
resultado seria a reversio total do endosperma. Tais eventos
foram descritos por Salamini (1980) em estudos com o Bg no 1loco
o2 e por Schwartz (1986) em estudos com o Ac no loco wx. O
comportamento de instabilidade germinal é amplamente conhecido
como sendo um modo caracteristico da a¢cdo de elementos de
transposicdo, como descreveu Salamini (1980) para o sistema Bg,
onde S0X dos gametas sofriam eventos de inser¢3o/excisio.

0 sistema 'gerador de instabilidade da Ast 222 também ficou
caracterizado pela sua capacidade de gerar discordancias entre o
gendotipo da semente plantada e o gendtipo da descendéncia obtida
da planta autofecundada. Como vimos nas tabelas de 20 a 22, em
cerca de 30 progénies, o fendtipo da semente plantada nd3o tem
correspondéncia com o fenotipo das sementes obtidas na
descendéncia desta planta quando autofecundada. Um comportamento
semelhante a este também foi observado no loco 02 na presenca do
sistema Bg Salamini (1989). No sistema da Ast 222 esses eventos

podem envolver apenas um loco, seja wx ou ae , tornando o
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individuo, por exemplo, um heterozigoto estivel. Pode também,
envolver os dois locos de naheira instdvel. DO fato de Motto et
al (1989) terem encontrado mutacGes com o Bg inserido no loco.ux
e o2 poderia sugerir que o elemento Bg e as instabilidades
observadas nas progénies da Ast 222 s3o relacionados. Entretanto,
a baixa  frequéncia de transposi¢3o do Bg no loco wx, cerca de
duas em 350000 sementes, e o fato de n3o se ter encontrado até
agora mutacdes no loco ae produzidas pelo bg. Estas informacdes
demonstram a existéncia de diferengcas entre estes dois mecanismos
gerador de variabilidade genética. No sistema da Ast 222 a taxa
de mutacdo € t3o alta que € frequente observar sementes
homozigotas para wx e ae broduzirem plantas heterozigotas para
esses locos. Casos deste tipo puderam ser observados no plantio.
de sementes de fendtipo wx (TABELA 20). Como a progénie
6.14.7 1 .14 que segregou 3N:iwx mostrando que o embrifo .era
heterozigoto para este loco. Neste caso, provavelmente ocorreu a
instabilidade no loco wx no gametofito masculino que fecundou a
oosfera produzindo um embrido heteroiigoto, enqdanto o endosperma
recebeu o nicleo recessivo inalterado. Eventos de instabilidade
ocorrendo, aparentemente, apenas no loco ae, também puderam ser
observados. Nas progénies 5.8.3.1.16, 11 e 13 (TABELA 21), tanto
as frequéncias de gr3os resultantes da autofecundacio; como o©
teste de aielismo indicaram que o gendtipo da planta m3e era Wxwx
aeae 0202. Planta com esse gendtipo autofecundado s6 poderia
originar sementes de fendtipo normal e wx devido a instabilidade

do loco ae. Nas progénies acima observou-se instabilidades
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separadamente nos 1ocos wx e ae em progénies distintas. O sistema
mutador da Ast 222 produz altas taxas de instabilidade produzindo
mutacSes simultaneas nos dois locos de um mesmo individuo. Isso
pode ser observado no plantio de sementes de gendtipo wxwx aeae
que originaram plantas que, autofecundadas, produziram espigas
segregando para sementes de endosperma normal, wx, ae e wx/ae nas
progénies 1.5, 6.14.8 e 9 (TABELA 22), mostrando alteracdes
simultdneas nos dois locos em questdo.

Tanto os eventos de instabilidade gamética que oﬁofreram
repetidamente nos locos wx e ae das progénies descritas acima,
como os desvios de segregacdo obsgrvadbs nas tabelas de 1-14 s3o
fortes evidéncias para mostrar a tendéncia do siétema da Ast 222
em gerar instabilidades nestes dois genes. Alguns casos mostrando
certa especificidade de elementos de transposicdo por certos
locos Jja foram descritos. Como € o caso do elemento Dt que se
insere especificamente no loco A1 (Brown et al.,1989). Embora
este elemento tenha sido mapeado em»diferentes localiza¢8es nos
cromossomos do milho (Pryor,1985), somente mutantes do gene Al
tem sido associados até agora a presenca do Dt no genoma. O
sistema Uq/ruq também mostra uma certa especificidade pelo 1loco
C, 4que condiciona a presenca de antocianina nos tecidos, embora
tenha sido wutilizado para identificagc3do do nut;nte "miniafure"
(Pan & Peterson,i1989). Outro transposon com a¢3o especifica é o
Bg . Este sistema transpﬁe' preferencialmente no loco o2
(Montanelli et al.,1984), mas ja foi observada a sua insercﬁo no

gene WX, embora em frequéncia muito baixa (Motto et al.,1989).
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Essas ‘informacﬁesv mostram qué as caracteristicas do sistema
Bg/rBg s30 as que mais se aproximam do sistema mutador da Ast
222. Pois além da inserc3o comum nos locos wx e o2, o fendtipo
NMB da Ast 222 (figura 3) é semelhante ao padr3o de variegacdo
grosseira encontrado em sementes o2 na presenca do elemento Bg,
mostrado por Salamini (1981). No entanto, a baixa frequéncia de
instabilidade que o Bg gera no loco wx e a sua nao inser¢cd3o no
gene ae o torna aparentemente distinto do sistema encontrado na
linhagem Ast 222. Isso é reforc¢ado pglo fato dos estudos de Motto
et al.(1989) demonstrarem que apenas uma dose do elemento 89-7b3
n3o é suficiente para induzir a excisdo do rbg, o que nd3o ocorre
com o sistema da Ast 222. Pois as progénies Fyqy (Ast 222 x LA477)
demonstraram que apénas uma conjunto cromoss&micq-da Ast 222 e
suficiente para gerar instabilidade no endosperma do cruiamento.
Experimentos de hibridizac3o com sondas da familia Bg/rbg seriam
pertinentes, numa proxima fase, para demonstrar se o0s dois
sistemas ainda poderiaﬁ ter algo em.comum.

A instabilidade especific# do sistema da linhagem Ast 222
foi observada tanto em progénies resultantes da autofecundacio da
linhagem Ast 222 como também, em seus cruzamentos com a L477 .
Poderia, desse modo, suspeitar-se da existéncia de alguma
sequéncia alvo nestes 1locos que seriam reconhecidas para a
inser¢3o de um transposon. Os genes wx, ae e o2 estao envolvidos
com o armazenamento de metabdlitos chaves no endospermé sendo
criticos para a germinagdo, emergéncia e desenvolvimento inicial

da plantula, caracteristicas sem 'ddvida. de alto valor
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adaptativo. A existéncia de um sistema de transposon relacionado
aos locos wx, ae e o2, pode sugerir a possibilidade de existéncia
de sequéncias nucleotidicas semelhantes nos tréﬁ locos que por
outro lado, poderiam estar relacionadas com a expressdo tecido-~
especifica. Essa ideia é compativel com o achado de sequéncias da
regifo 5° flanqueadora que participam da regulag3o génica em
proteina de sementes (Baumlein et al.,1992) e da existéncia de
sequéncias similares que atuam na biossintese de amido,
condiciohada pelo gene sh (Werr et al.,1985). Os trabalhos de
Maier et al.(1987) mostram que tais sequéncias regﬁlatdrias podem
também ser responsiveis pela transcrigdo teﬁido-especifica.

Na 1linhagem Ast 222 os setores mutantes em endosperma normal -
ou setores duplo mutantes (enr) em endosperma waxy s3o
normalmente unicos e grandes. Cada um destes setores deve. ser
produto da instabilidade dos locos wx e/ou ae. A frequéncia dos
eventos de instabilidade somatica foi da ordem de ©,02%, em 66594
graos anélisados.da linhagem Ast 222. Tanto os grandes setores,
resultantes da instabilidade somatica, como o elevado niumero de
progénies autofecundadas com desvios significativos das
proporcbes esperadas nas segregacOes mendelianas sugerem que as
instabilidades geradas pelo sistema estudado ocorre precocemente:
durante o desenvolvimento da semente, diferente do que ocorre com
0 sistema Mu (Robertson,1985). Nés estudos de Schwartz (1986) a
insercd3o do Ac no loco wx originou o alelo wx-m7 e o padr3ao de
manchas depende da dose deste alelo. No caso da Ast 222 os

setores revertente do endosperma s3o grandes mesmo na geragdo Fy
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do cruzamento com a L477. No caso do alelo wx-m7 com uma dose
apenas do elemento autbnomo tém-se no endosperma um mosaico de
dreas Wx e wx.

Como se observou, o sistema gerador de instabilidade da Ast
aee, embora possua algumas caracteristicas semelhantes aos
transposons descritos, nio se comporta igualmente a nenhum deles
no conjunto de suas propriedades. As informa¢c8es geradas neste
estudo dao indicios fortes do possivel envolvimento de elementos
de transposicao nas instabilidade observadas. No entanto, para se
comprovar a existéncia de elementos de transposic3o sdo
requeridas andlises citoldgicas e moleculares da linhagem Ast

2ee.
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VII- CONCLUSGES
Os resultados obtidos permitem concluir:

1- A linhagem Ast 222 é portadora de um sistema que gera
alta frequéncia de instabilidade sistematicamente nos locos wx e
ae. A continua e simultdnea ocorréncia de mutacdes nos dois locos
pode indicar a existéncia de passos comuns na regula¢ciao da

sintese de amilose e amilopectina no endosperma do milho.

2- A analise genética das progénies da linhagem Ast 222
indica que os desvios de segrega¢i3o observados nos locos wx e ae
devem estar relacionados com o mesmo mecanismo que induziu o

surgimento destes mutantes.

3- A andlise fenotipica da instabilidade no endosperma, bem
como a andlise de segregac3o das progénies, sugere que O0S
eventos de instabilidade ocorrem precocemente, seja nos gametas
ou nas primeiras divisGes do nicleo tripldide, ocasioﬁando a
revers3o total do endosperma. Esta atividade precoce do sistema

indutor de mutagfes é responsavel pela frequéncia de 14,33%X de

progénies com desvios de segregagao.

4- 0O sistema indutor de mutacdes presente na Ast 222 possui
algumas caracteristicas semelhantes a elementos de transposigcao

ja descritos em milhd. Porém as instabilidades verificadas neste
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estudo ocorrem especi?icamente nos locos wx e ae. Esta aparente
especificidade ainda n3o observada nos elementos de transposicio
estudados, sugere que o sistema da Ast 222 pode ser um dos
elementos de transposicdo conhecidos, porém com comportamento

ainda n3o descrito, ou um novo sistema indutor de wmutac3o.

5- Para comprovar que a instabilidade verificada na Ast 222 ¢
devida a presenca de elementos de transposicio e determinar seus

mecanismos de ac3o s30 necessdrias analises citoldgicas e

moleculares do germoplasma estudado.
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VIII- RESUMO

0 cruzamento da linhagem S4 Ast-o2 com a linhagem 222 foi
feito para se estudar a heranca da protandria em milho. Progénies
Fqy foram retrocruzadas com a SgAst-o2. Surpreendentemente, as
progénies Ast (RCy/222) apresentaram vdrios graos com fendtipos
semelhantes aos mutantes de endosperma waxy (wx) e amylose-
extender (ae). O retrocruzamento, autofecundado por & geracoes,
produziu a linhagem Ast 222. Esta linhagem foi usada no presente
trabalho para estudar o sistema genético responsdvel pelo
surgimento dos mutantes neste germoplasma.

A andlise fenotipica da instabilidade no endosperma, bem
como a andlise de segregacdo das progénies foram avaliadas ao
longo de 4 gerac8es sucessivas de autofecundac3o. Alta frequéncia
de instabilidade genética fdram observadas nos locos wx e ae. Das
251 progénies estudadas, 14,33X% désviaram significativamente da
pProporc¢ao esperada. Aparentemente estes desvios podenm ser
atribuidos & eventos de instabilidades precoces, tanto nos
gametofitos como nas primeiras divisbes do nidcleo triploide,
ocasionando a revers3ao total do endosperma. O sistema que induz
mutacOes na Ast 222 também é capaz de induzir instabilidades em
sementes Fqy derivadas do cruzamento com a linhagem estdvel 477. A
continua e simult3nea ocorréncia de mutacOes nos 10cos wx e ae
pode indicar a existéncia de passos comuns na regulac3do da

sintecse de amilose e amilopectina.
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0O sistema indutor de mutaclBes presente na Ast 222 possui
algumas caracteristicas semelhantes a elementos de transposiclo
ja descritos em milho. Porém as instabilidades verificadas neste
estudo ocorrem especificamente nos locos wx e ae. Esta aparente
especificidade ainda n3o observada nos elementos de transposigio
estudados, sugere que o0 sistema da Ast 222 pode ser um dos
elementos de transposic3o conhecidos, porém com comportamento
ainda n3o0 descrito, ou um novo sistema indutor de mutagdo. Para
comprovar que a instabilidade verificada na Ast 222 é devida a
preseca de elementos de transposicdao e determinar seus mecanismos
de ac¢lo s30 necessdarias andlises citoldgicas e moleculares do

germoplasma estudado.
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ABSTRACT: STUDY OF A INDUCTOR SYSTEM OF MUTATIONS IN MAIZE.

The inbred 1lines of maize (Zea mays L.) S4 Ast-02 and 222
were crossed to study the inheritance of the protandry trait. Fq
progenies were backcrossed tq Sq4 Ast-o2 1line. Surprisingly,
several kernels with phenotypes similar to waxy (wx) and amylose-
extender (ae) endosperm mutants were observed in ears of the
derived BCy progenies, Ast(BCy/222). An inbred line, Ast 222, was
derived from Ast (BCq/222) upon . six of generations
selfpollination. The Ast 222 line was used in the present work to
study the genetic system that induces endosperm mutants in this
germplasm. Endosperm phenotype instability as well as segregation
of endosperm mutants were ahaissed throughtout four generations
of selfed progenies. High frequencies of genetic instability were
observed in the wx e ae locus. Out of 251 studied progenies, 36
(14,33X) showed deviations of segregation for both wx e ae locus.
Apparently, those deviations weré due to events of iﬁstabilits
occurring precouciously, either in the gametophyte or during the

first divisions of the triploid endosperm nucleus. It is known

that early genetic instability leads to whole endosperm
reversions. Therefore, early 1instability could explain the
deviations of wx e ae segregation in the progenies studied. The

system that induces mutations in the Ast 222 inbred line was also
able to induce instability in Fy kernels derived from a cross of
Ast 222 with a stable inbred line 477. The continuous and

simultaneous occurrance of wx and ae mutations may indicate the
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existence of common steps in the regulation of starch
biossnfhetic pathways in the endosperm.

The mutator system present in Ast 222 inbred 1line showed
genetic characteritics similar to those extensively described for
transposable elements in maize. These results suggest that the
mutador system here studied could be a transposable element. The
apparent specificity for wx e ae locus, that is peculiar to this
ssstem,bhas not been observed for transposable elements of maize.
This specificity suggests that the Ast 222 mutator system could
be a transposable element with a characteristic not yet described
or a new system inducing mutations. Cytological and ﬁolecular
analysis are required fo better under;tand the nature, mechanism
of action, and a possible involmement of a transposable element

responsible for the genetic instability of Ast 222 inbred line.
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FIGURA 1- Esquema do‘programa de cruzamentos visando a sintese da

linhagem Ast 222 que carrega o sistema indutor de.
mutacd3o estudado.

c.v.82rs83 Asteca-12902 (protoginia) x L222 (protandria)

cC.v.83/84 Fq x S4 Ast o2

C.v.84/85 Sq4 Ast (RCy/L222) autofecundacdo: segrega 02-

C.v.85/86 S, Ast (RC4/L222) autofecundac3o: 0202 manchado

C.V B86/87 Sp Ast (RCy/L222) autofecundac3o: o202 germen
grande

C.v 87/88 S3 Ast (RCy/L222) autofecundacdo: olo2

predominantemente vitreo

c.v.88/89 S4 Ast (RCy/L222) autofecundacdo: segrega normal e
fendtipo am

C.v.89/90 Ss Ast RCy/L222) autofecundacdo do fenotipo -
normal: progénies segregantes para o2 e para os
tipos am , ce e enr.

autofecundac3o do fendotipo am resultou em
progénies segregantes para o2 e para os tipos am
e enr.
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TABELA 1.1-Nimero de progénies autofecundadas da linhagem Ast 222, em 4 geracGes,
segregantes para os tipos normal e ceroso. Os valores de x2 nio-significativo (ns) e
significativo (%) referem-se @ segregacio monofatorial 3:1, com { grau de
liberdade.

Geracdo xe Total
de Fa'ilia -------------------------- de
Autofecundacdo ns » progénies
S7 2 1 { 2
4 3 () 3
7 () [} 1
8 { ) {
2.4 2 ) 2
9.4 1 0 {
7.3.4 2 0 2
Sie 1.5.1.14 0 {
5.8.3.1 1 ) 1

- ——— - e - - - - - . e T S T S S . e . T S - - - —— - — - - - -
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TABELA 2.1-Numero de progénies autofecundadas da linhagem Ast 222 em 3 geracdes,
segregantes pmara os tipos normal e opaco2. Os valores de xe nio-significativo (ns) e

significativa (%) referem-se 2 segregacio wmonofatorial 3:4, com { grau de
liberdade.

s > i " > En T G Y S e O G P S e G G - e T A e R e - -

Geragio xe Total
de Familia =  ~-—-=-emoommmemcm e de
Autofecundacia ns » progénies

Sy 2 | ) 1

é 1 ) 1

8 0 1

Sg 2.4 8 0 8

5.1 3 e 9

5.2 3 1 4

S.4 1 ) 1

5.6 ) 1 1

é.2 0 i 1

6.3 0 i 1

7.2 i [ ) 1

7.3 1 ) 1

Sg 5.2.2 2 ) 2

5.2.4 e ) 2

$5.8.3 ) 1 1

- — - ———— - . - - e WP W - v T W e D R e - - - - - - - -

T e - - " —er——— - — . — —~ ——— - — - - - - - - W T P W D G VS P W G . - - . -
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TABELA 3.1-Nimero de progénies autofecundadas da linhagem Ast 222, segregantes para
os tipos ceroso e enrugado. Os valores de xe nSo-significativo (ns) e significativo
(%) referem-se a segregacio monofatorial 3:1, com { grau de liberdade.

Geracdo xe Total
de Familia ~ = ----somsoomsmoomecooooonoo de
Autofecundagcio ns # progénies
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