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1. INTRODUCXO

Para a observaclio das leis de Mendel € necessario
que haja a distribuic8o ao acaso, nas células filhas, das
combinacB8es génicas, seguida da fuslo, também ao acaso, dos
gametas masculinos e femininos. Vadrios casos, entretanto, tém
sido descritos onde a fus3o dos gametas é afetada por outros
fatores mendelianos, causando desvios de segregacdo em muitos
grupos vegetais como em monocotiledéneas, dicotiledBneas e
basidiomicetos (Brieger, 1924).

Proporcdes mendelianas desviadas das esperadas sdo
conhecidas desde o inicio do século (Correns, 1902, citado por
Emerson, 1934; Jones, 1920, 1922) quando foram estudadas
linhagens de milho que apresentavam preferéncia pelo seu prdprio
pélen, em misturas de pdlen da prdpria planta com pdlen de
individuos distintos. Essa pfeferéncia por pdlen Erdprio foi
surpreendente, visto que ja eram conhecidos os efeitos de
depressdo causada pela endogamia e da heterose em milho, com
aumento do vigor geral das plantas, da produc@o de grdos, da taxa
de germinacdo e desenvolvimento mais rdpido das plantas
rcsultantes de cruzamento. Esses desvios foram chamados, na
época, de "fertilizac3o seletiva” (Jones, 1920).

0 milho é uma espécie que exibe predominantemente
fecundacio cruzada, com taxa de cruzamento, / = 0,9 (Kahler et

al, 1984) a ™ = 1,0 (Torreio, 1991), nSo apresentando restrigo,



natural ou artificial, para a ocorréncia de autofecundagio.
Alids, esse processo tem sido usado extensivamente para a
obtengdo de linhas puras visando a sintese de hibridos
comerciais. Nenhum sistema alélico de auto-incompatibilidade
do tipo S e Z, que € comum em gramineas, tem sido encontrado em
milho. Ao contrario, tem sido descritos genes gametofiticos
que beneficiam a fertilizacdo com gr8os de pdlen da mesma planta,
nos cromossomos I, III, IV, V e IX (Coe & Neuffer, 1977).

0 surgimento de uma linhagem de milho normal com a
caracteristica incomun de n3o ser fecundada por outras linhagens,
chamou a aten¢cdo dos pesquisadores do Laboratdrio de Genética de
Milho da UNICAMP, pela primeira vez, em 1976. Tal 1linhagenm,
denominada L222, ao ser plantada em um campo isolado, ao lado de
mais de 80 linhagens de diferentes origens, apds a eliminac3o de
suas paniculas, produziu enorme quantidade de espigas sem nenhuma
semente, ou com formacliio de apenas 4 ou 5 gr8os, que poderiam
muito bem, ter sido produzidos por contaminacSo de pdlen da
propria L222 em despendoamento inadequado. Pélen da L222,
entretanto, produz cruzamentos F4 com qualquer linhagem, sem
restrigbes, que ao ser usado como f&mea, pProduz espigas com boa
granacdo.

0 isolamento reprodutivo da linhagem L222 foi
vconsiderado surpreendente por dois motivos. Primeird porque esse
efeito € extremamente forte, mesmo na presenca apenas de pdlen
estranho, ou seja, na auséncia de competicdo de pdlen estranho
com pdlen da L222. Segundo, porque efeitos semelhantes, do tipo

gimetofitico, ocorrem naturalmente somente em algumas variedades



de milho pipoca e menos frequentemente, em algumas variedades de
milho doce, wmas nunca foram descritos em milho de endospekma
normal. Desse fato, surgiu o interesse em realizar estudos sobre
o comportamento de granac@o desta linhagem em relagdo a suas
progénies e sobre a natureza da reacdo de incompatibilidade entre
tubos polinicos estranhos e estilo-estigmas da L222, para melhor
esclarecer o mecanismo genético que controla esse compoftamento

promotor de isolamento.



2. REVISXO DA LITERATURA

2.1 MECANISMOS DE ISOLAMENTO REPRODUTIVO EM MILHO

Jones (1920) wmostrou-se intrigado com alguns
resultados de experimentos em que a polinizac¢8o com mistura de
pdlen de 1:1 produziu progénies com maior proporcio de sementes
autofecundadas que o esperado de S50X. Curiosamente, as mesmas
plantas que receberam pdlen da mistura, ao receberem 100X de
pdlen estranho apresentaram granagio normal.

0 conhecimento da presenca de certa agdo scictiva
quando pdlen de diferentes plantas ¢ aplicado em estigmas de
Nicotiana, espécie que mostra auto-incompatibilidade marcante,
levou Jones a experimentar, em milho, misturas de pdlen de pares
de plantas geneticamente diferentes. Essas plantas, obtidas por
sucessivas autofecundagBes, mostravam vidrios tipos de endosperma
como flint, dente, doce e pipoca. Possuiam ent3o, caracteristicas
uniformes e tipos de endosperma contrastantes como amarelo-
normal, amarelo-doce, branco-normal e roxo-doce, suficientemente
distintos para discriminar as sementes formadas por
autofecundacdo daquelas resultantes de cruzamento. Dos 20
pares de plantas utilizadas, 17 apresentaram desvios a favor da
autofecundacio, sendo que em um deles, de 1.410 sementes
formadas, 1.403 eram produto de autofecundagdo, mostrando

caracteristicas iguais as da planta mie. Observou ainda, que a
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vantagem do pdlen da propria planta era tanto maior quanto maior
fossem as diferencas entre as duas linhagens da mistura. Ds
desvios encontrados foram mais acentuados em trés misturas que
envolviam um tipo de milho pipoca, denominado na épocé. Zep mays
everta. Houve um aumento de sementes autofecundadas, em média
47% acima dos 050X esperado, mostrando <quase completa ndo
funcionalidade do pdlen estranho. Num dos cruzamentos, a
aplicag30 da mistura de duas linhagens em plantas de uma delas
Produziu 100 sementes autofecundadas e 4 de cruzamento, e em
plantas da outra linhagem do par, produziu 1.303 sementes
autofecundadas e apenas 3 sementes de cruzamento. 0 autor se
referiu a uma "for¢a” agindo contra tubos polinicos estranhos.
Sugeriu entdo, que tais discrepincias poderiam ser explicadas por
diferencas na taxa de crescimento dos diferentes tubos polinicos
da mistura, e Jja que os estilo-estigmas de milho s30 muito

~

longos, os tubos proprios deveriam ser mais aptos e ter maiores
chances de completar a fertilizacio.

Nesta época, por outro lado, eram frequentes os
relatos de casos onde polen de uma planta se mostrava incapaz de
fertilizar a planta que o produziu (Nicotiana), embora fosse
perfeitamente capaz de fertilizar outras plantas da mesma
espécie. Darwin ja havia descrito muitos exemplos, e
posteriormente outros pesquisadores encontraram auto-esterilidade
em mais de 35 familias, juntamente com outros mecanismos que
promovem a fecundac8o cruzada, como protoginia, protandria,

heterostilia, etc. (Jones, 1926). O conhecimento destes

mecanismos e sua ampla distribuic®o permitiu sugerir que plantas



vindas do cruzamento teriam maior vantagem seletiva, por
apresentarem maior variabilidade genética, e que essa condig3o
deveria‘ser uma regra entre os seres vivos. A luz destas idéias,
a auto-esterilidade seria perfeitamente compreensivel, mas a
preferéncia pela autogamia em alguns casos em milho, espécie de
fecundacio cruzada, sem casos descritos de auto-
incompatibilidade e com efeito heterdtico pronunciado, parecia
contraditdria.

Para testar a hipdtese de que diferencas na taxa
de crescimento dos tubos polinicos seriam responsdveis pela
ocorréncia de desvios a favor da autofecundaclo, Jones (1922)
preparou cinco tipos diferentes de mistura de pdlen envolvendo
uma variedade de milho pipoca, Squirrel Tooth ou Rice, de
endosperma de coloracdo branco e textura normal e uma variedade
de milho doce, Golden Bantam, de endosperma de cor amarela e
textura enrugada. Os tubos polinicos teriam de vencer certa
dist8@ncia do estilo-estigma para atingir o dvulo, dependente da
posicio deste no dpice ou base das espigas. Havendo diferengas
nas taxas de crescimento dos tubos e o pdlen prdprio sendo mais
eficiente, deveria aparecer uma menor quantidade de gr3os vindos
de cruzamento na base das espigas que no apice, onde os estilo-
estigmas sfo mais curtos. Apesar de as duas metades das espigas
apresentarem nimero semelhante de grdos, os formados por
cruzamento foram inferiores ao esperado, demonstrando mais uma
vez, o favorecimento da autofecundacdo em propor¢8es que variaram
de 12 a 41%. Dentre as poucas sementes produzidas pelo

cfuzamento, havia uma maior propor¢3o destas na metade superior



da espiga, onde o0s estilo-estigmas s30 mais curtos. Como as
diferencas entre as duas porcOes da espiga n3o foram muito
grandes, o autor n3o as atribuiu somente as diferengas na taxa de
crescimento dos tubos. Numa das misturas, o desvio foi
extremamente alto, pois, das 4.000 sementes formadas apenas 6
eram de cruzamento.

Casos de a¢cdo seletiva semelhante foram
encontrados em algod3o por Ball (1919), citado por Jones (i922),
onde das 330 sementes formadas, s 1@ eram hibridas e também em
Qenothera lamarckiana, cujos tubos cresciam mais rapidamente em
seus éstigmas que os de Q. gigas (Heribert-Nilson (1920), citado
em Jones (1922)). No entanto, essas duas espécies tém sistema de
incompatibilidade descritos, caracteristica ainda n3o encontrada
em milho.

A possibilidade de diferengas nas taxas de
crescimento dos tubos serem explicadas por tipos de reservé do
gr3ao de pdlen tem sido muito explorada. Andlises de plantas
mutantes para o gene “waxy'" mostraram que o carboidrato de
reserva do g9rdo de pdlen é um tipo de dextrina, ao invés de
amido, e que plantas heterozigotas produzem iguais proporgdes de
- grdos de pdlen normal, Wx, e mutante, wx, (Brink & MacGillivray,
1924 e Demerec, 1924). A diferenca na composi¢do do grdo poderia
alterar o crescimento dos tubos, principalmente nos primeiros
estdgine, quando ¢ dependente exclusivamente de suas reservas.
Brink & Burnham (1927) concluiram que o gene wx nio era
responsdvel pelas taxas de crescimento diferentes, mas que a

pkesenca simultdnea do gene su afetaria o desenvolvimento dos



tubos em alguma fase inicial. Essa idéia foi contestada por
Emerson (1925) que atribuiu as diferencas a existéncia de algum
outro fator acessdrio no mesmo cromossomo, diferente do gene su,
que influenciaria a taxa de crescimento dos tubos. No entanto,
ndo foram encontradas diferengas no crescimento de tubos dos 4
gendotipos: Sulix, Suwx, sulx e suwx. Sugeriu-se que ocorreriam
diferencas no tempo de contato do grdo de pdlen com o estilo-
estigma e consequente germinacdo do tubo, que foi muito lenta nos
grdos wx produzidos por plantas susu (Sprague, 1933).

Trabalhando com material de elevada a¢3o seletiva,
Jones (1924) cruzou uma variedade de pipoca (SuBu) com milho doce
(susu) . Da autofecunda¢cdo dos Fy obteve apenas 16% de sementes
recessivas, quando o esperado era de 25%. Todas as plantas
apresentaram propor¢des diferentes de 3:1, revelando aumento da
porcentageﬁ de sementes com caracteristicas dominantes. Ao
retrocruzar estes Fy com o parental recessivo, como fémea, obteve
segrega¢ao normal de 1:1. No entanto, ao wusar o parental
dominante como fémea, os gametas masculinos com fator dominante
foram favorecidos, dando a impress8o que os gr3os de polen
recessivos (su), eram discriminados. Concluiu entd3o, que a
fertilizagc3o seletiva ni@o deveria ser somente devida a diferencas
de funcionamento de gr3os de pdlen normal e ‘“sugary” e aque
deveria haver um certo grau de interag3o entre 0os tubos e o
tecido estigmdtico onde estes crescem, de tal forma que pdlen com
alelo dominahte seria favorecido em estilo-estigmas com o mesmo
alelo, em homozigose ou heterozigose. Jones, portanto, foi o

primeiro pesquisador a suspeitar de fatores dominantes presentes



no esporofito, capazes de inibir o crescimento de tubos polinicos
com o alelo recessivo, causando segregacdo aberrante com
diminuicdo de sementes portadoras de caracteres recessivos.

Mangelsdorf & Jones (1926) tentaram explicar os
resultados anteriores incluindo a presenca de um outro fator
ligado ao gene 8Su, que seria responsavel pelas alteragdes
observadas na segregacdo. Por estar atuando no gametodfito,
chamaram-no de gene gametofitico (Ga), de modo que gr3os de pdlen
contendo Ga teriam vantagem quando o espordfito também possuisse
o fator Ga, tanto na forma homozigota dominante quanto
heterozigota, sugerindo que este se comportaria como um fator
dominante.

De acordo com os resultados de Jones (1924), a

ligag3o entre Ga e Su produziria uma maior propor¢3o de sementes

‘normals, desde que Ba fosse favorecido. Com isso haveria uma
diminui¢8o da porcentagem de sementes 'sugary'’, explicando
perfeitamente 0s resultados obtidos. Assim, a autofecunda¢do de

plantas Fy (S8usuGaga) mostraria acZo seletiva porque pdlen Ba e
ga competiriam no tecido esporofitico Gaga e se pdlen Ga,
carregando o gene 8Su, fosse favorecido, mais semenges normais
seriam formadas. O cruzamento de plantas Fy, como fémea, com o
pai normal (SuSuBGaGa) ou “"sugary” (susugaga) n¥o mostraria acdo
seletiva porque s6 um tipo de gameta masculino seria formado. O
retrocruzamento do F4y, como macho, com o pai “sugary” envolve
quatro tipos de gametas, mas nl3o ocorre agdo seletiva porque o
esporofito € recessivo (gaga), mas com o pai normal mostra

acentuada a¢Ho seletiva, visto que gametas Ba e pa competem e Ga
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tem vantagem sobre ga em espordfito GaGa.

Os resultados obtidos com mistura de pélen
relatados por Jones (1920, 1922) foram também explicados por
Mangelsdorf & Jones (1926) admitindo-se a presenca de um fator
gametofitico na variedade de pipoca 'Rice”, influenciando
positivamente os tubos polinicos proprios e tornando-os mais
aptos para completar a fertilizag¢do, acarretando desQios
significativos a favor da autofecundacdo. A acdo deste fator
gametofitico poderia ser mais acentuada em pipoca que em milho
doce, uma vez que no primeiro, houve exclus8o quase total de
sementes vindas de cruzamento. Posteriormente provou-se que os
fatores presentes em milho pipoca eram distintos e de ac30 mais
acentuada (Nelson, 1932).

A suspeita da existéncia destes fatores
gametofiticos surgiu quando os autores (Mangelsdorf & Jones,
1926) cruzavam varias linhagens que segregavam fatores letais e
sub-letais, causando varios tipos de sementes defeituosas
(deidei) tanto em proporgcd@o normal (25%) quanto desviada para
excesso ou para reduc8o. Assumiram que haveria um fator BGa ligado
ao gene del e por consequéncia ao gene 8u, que influenciaria a
taxa de «crescimento dos tubos, tornando-os mais rdapidos,
possibilitando um maior numero de gametas com gene dei completar
fertilizacdo, ou, por outro lado, mais 1lentos, diminuindo a
frequéncia de sementes "sugary’.

A existéncia de um fator gametofitico poderia
explicar também os casos de segregacdo aberrante de gr3os wx nos

tfabalhos de Kempton (1919). A deficiéncia de sementes wx em
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plantas Fp e F3 poderia ser causada pela ligagd3o de um fator Ga
que causaria a reduc¥o da eficiéncia dos tubos, independentemente
da constituic8o do tecido esporofitico onde o tubo cresce, sendo
portanto, diferente do fator gametofitico ligado a Su e del.
Posteriormente foi determinado que o gene wx estava ligado ao
gene gametofitico gaB, no cromossomo IX (Neuffer & Coe, 1974).

A detec¢cdo de fatores gametofiticos sempre foi
feita baseada na distor¢do das frequéncias esperadas para a
segregacdo de mutantes de endosperma como su, dei e wx. 0
aumento da frequéﬁcia de um mutante indica sua ligagd3o com o
fator favorecido, BGa, ou com ga, se houver deficiéncia do tipo na
segrega¢io. Se o gene mutante estiver ligado ao ga, como su, a
grande maioria dos gametas su que completariam fertilizacdo
seriam BGasu, ou seja, formados por recombinacio.

A eficiéncia de fertilizac8o de ga, estimada por
vdrios autores, oscila entre 0 e 9%, com média de 4%, ou seja, 4%
dos gametas ga complefam fertiliza¢c8o quando em competigcSo com
polen BGa, em estilo-estigmas de plantas Gaga (Mangelsdorf &
Jones, 1926; Demerec, 1929 e Emerson, 1925).

Emerson (1934) estimou a taxa de recombinaglo
entre 08 genes su e ga como sendo de 28%X e a posigido dos
diferentes 1locos no cromosssomo IV, baseado na frequéncia dos
diferentes marcadores, t [T TS ou Tu, em polinizacdes
diferenciais de estilo-estigmas Ga por pdlen Ga ou ga. Deste
modo, concluiu que os genes Su e tu estariam ligados a BGa, pois

apareciam mais frequentemente que a combinag3o suTu.
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Burnham (1936) e Brieger (1937) encontraram
algumas linhagens que mostravam fertilizag8o seletiva com relagio
a mutantes 1localizados no cromossomo V, como bt (brittle) e pr
(purple aleurone)..Longles (1961) trabalhou com uma linhagem que
possuia uma translocacdo nos cromossomos V-IX e através da
segrega¢ao de viarios de seus mutantes descreveu um novo gene
gametofitico, situado no cromossomo V e denominado Ga2. Seu modo
de acdo € muito semelhante ao Ga, primeiro a ser descrito em
milho (Mangelsdorf & Jones, 1926 e Emerson, 1934), sendo que os
dois tipos de pdlen , GaR e ga2, competem em estilo-estigmas
(Brieger, 1937), sendo o pOlen ga2 total ou parcialmente
bloqueado em estilo-estigmas Ga2Ga2 ou Ga2ga2. Foi verificado
que esse efeito gametofitico pode ser alterado pelo ambiente ou
por fatores modificadores, também citados, posteriormente por
Nelson (1952).

Eyster & Robinson (1936) notaram alteracfes
profundas na segregacdo de caracteristicas situadas no
cromosssomo IX e as atribuiram & presenca de um outro gene
gametofitico presente neste cromossomo, gaB, de agdo semelhante
ao Ga e Ga2.

A detecc30 de um outro gene gametofitico no
cromossomo IV, situado do lado oposto ao gene 8u e que interage
com os alelos Ga e Ga®, do qual sera tratado adiante, foi feita
por Jiménez & Nelson (1965). Denominado Ga®™, sua a¢3o difere dos
anteriormente descritos, visto que sé atua no griao de pdlen,
podendo fazer parte de um loco composto de um alelo para o pélen

e outro para 0 estilo-estigma, ou partes diferentes do mesmo gene
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com atividade diferenciada. Como Ga9®™ parece nio funcionar nos
estilo-estigmas, nenhum tipo de pdlen, Ga%, Ga ou ga, ¢
favorecido em estilo-estigmas Ga9™. Observaram, ainda, que pdlen
Ga9™ tem vantagem sobre ga em estilo-estigmas Ga%ga.

Outros cCromossomos também exibem fatores
gametofiticos que n8o foram ainda bem estudados. Podem ser
citados o fator gaé no cromossomo I, onde pdlen gaé € ndo
funcional em estilo-estigmas Gaé e o fator ga7 no cromossomo III,
que apresenta somente 10 a 15% de funcionalidade dos grdos de
polen de plantas heterozigotas, independente do gendtipo dos
estilo-estigmas (Neuffer & Coe, 1974; Coe & Neuffer, 1977).

Exemplos de segregac@o aberrante também ocorrem em
outras espécies,. Bemis (1959) estudou a liga¢3o de um gene Ga
com uma mutac@o que altera o padrio de crescimento determinado
(d) ou indeterminado (D) de plantas de “lima beans”, numa
progénie Fp que apresentava segregacdo diferente de 3:1 para esse
carater. Este Oa se comportava exatamente como o Ga em milho,
sendo que grfos de pdlen ga eram inibidos em estiletes Gaga

quando em competi¢3o com gri3os Ga.

2.1.1 COMPORTAMENTO DO GENE Ga® EM MILHO

Demerec (1929) e Schwartz (1950) analisaram casos

semelhantes de ésterilidade em cruzamentos de milho pipoca. As
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duas 1linhagens estudadas mostraram-se absolutamente estéreis a
polen de quaisquer linhagens, mas foram perfeitamente capazes de
fertilizar outras linhagens. A autofecundac3o de plantas F4q do
cruzamento dessas pipocas com milho doce, susu, resultou em
acentuada deficiéncia de sementes recessivas, cerca de 12%,
quando o esperado era de 25X. Da polinizag3o de 14 plantas da
variedade de pipoca (Ga®Ga®), por milho normal (gaga), apenas uma
semente foi obtida e atribuida a contaminac@o (Schwartz, 1950).
Demerec (1929) dividiu os estilo-estigmas de
plantas de pipoca da variedade "Rice” (Ga®) em duas metades,
polinizando uma coﬁ polen Ga e a outra com pdlen ga, obtendo
resultados que indicaram a deficiéncia de gr3os de pdlen ga em
completar fertilizag3o em estilo—estiémas Ga®, em auséncia de
competicdo. Esse comportamento, embora semelhante ao do fator
gametofitico GBa, foi atribuido a existéncia de um terceiro alelo
no loco Ga do cromossomo IV, designado super gametofitico, Ga$,
por ter efeito muito mais acentuado que o alelo Ga. 0
cruzamento de plantas Ga%ga com pdlen g¢ga, produziu espigas
parcialmente granadas, e a granacdo foi ainda pior ao aplicar
polen ga em plantas Ga®Ga. Em estilo-estigmas Ga®Ga, pdlen Ga®
tem vantagem competitiva quase total sobre Ga e total sobre ga.
Por outro lado, plantas gaga nio apresentam fertilizacdo
seletiva, aceitando todos os tipos de pdlen, sem qualquer
vantagem de um ou de outro. Mostrou ainda que Ga® estd 1ligado
ao gene 8u, com taxa de recombinacZo aproximada a calculada por

Emerson (19295, 1934) para (3a e interagia perfeitamente com os

outros alelos deste locus, provando, mais uma vez, ser alelo do



mesmo loco.

0 cruzamento de plantas Ga%Ga® com pdlen Ga
produziu espigas totalmente granadas, mas com polen ga n3o houve
producio de sementes, mesmo na auséncia de competicﬁo.'.A fixagdo
destes estilo-estigmas para analise microscopica, mostrou que,
embora n8o completem fertilizag¢lo, grdos ga germinam e seus tubos
entram no tecido transmissor de plantas Ga%Ga®, podendo ent3do,
ser bloqueados na entrada do saco embriondrio ou por reacdes
anormais no dvulo (Schwartz, 1950).

Muitos casos de esterilidade que surgem em
cruzamentos de milho deveriam ser atribuidos ao efeito de (a$,
principalmente em variedades de pipoca, que apresentam efeito
gametofitico extremamente forte, denominado incompatibilidade nSo
reciproca por Lyubenov (1982). Um levantamento realizado por
Nelson (1952) mostrou que, dentre as 24 variedades de pipoca
testadas, como fimeag, 70X eram totalmente incompativeis
(Ga®Ga®), uma se apresentou neutra ao cruzamento (GaBGa) e é se
mostraram compativeis (gaga). Todas as variedades de milho normal
eram do tipo gaga, Pois nenhuma delas induziu fertilizac3o nas
variedades de pipoca Ga%BGa®. A polinizaclo de estilo-estigmas
Ga®Ga® e fixac80 em diferentes intervalos de tempo, até 2hs apos
a polinizac8o, mostrou que pdlen ga e Ga¥, aplicados
separadamente, germinam rapidamente e tém taxas de crescimento
semelhantes, ateé onde puderam ser seguidos no trato transmissor.
Isso confirmou os resultados anteriores de Schwartz (1950),
embora os autores discordassem com relagd8o a natureza da

inibi¢30, que neste ultimo caso, foi atribuido a desajustes
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nutricionais entre polinizag8es incompativeis ou a respostas do
tipo imunoldgicas.

House & Nelson (1958) estudaram o desenvolvimento
de tubos Ga® e ga em estilo-estigmas Ga®Ga® por autoradiografia.
Nos cruzamentos incompativeis, os tubos com gendtipo sa
apresentaram crescimento por mais de 4hs, que foi reduzido e
abolido apds B8hs. Além disso, a quantidade de tubos no tecido
estilar foi muito inferior a que normalmente ocorre em
polinizagdes compativéis. Aparentemente, qualquer que seja a
natureza da reacdo, ela comeca logo apos a germina¢c3o e inibe o
crescimento dos tubos incompativeis progressivamente, até sua
paralizacio.

Um tipo de comportamento aparentemente semelhante
ao causado pela presenga do gene Ga® foi observado por Sukhapinda
& Peterson (1983) no cruzamento de duas progénies de milho
normal, de seus estoques para elementos reguladores. Ao polinizar
a linhagem A com a linhagem E, houve producdo de espigas mal
granadas, mas o cruzamento reciproco formou espigas com granacao
normal, ao longo de 5 anos de testes. No entanto, ao usar como
macho linhagens diferentes de E, a linhagem A se comportava de
modo mormal . Tratava-se portanto, de um caso de
incompatibilidade ao cruzamento especifica e ndo reciproca entre
as linhagens A e E. Sugeriram que tal cardter deveria ser
condicionado por um tipo de interacdo genético citoplasmatica na
linhagem A, n3o apontando para nenhum tipo de fator gametofitico
conhecido. Verificaram ainda que pdlen incompativel

germinava e que a reac8o0 de bloqueio n3o ocorria na superficie.
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Apesar .disso. 0 crescimento ndo foi acompanhado e o sitio de
bloqueio n3o foi determinado, embora devesse ocorrer em algum
ponto do interior do estilo-estigma, a semelhanga do que ocorre
com os genes gametofiticos.

Perry (1945) sugeriu a import@ncia da utilizaglo
do gene Ga como redutor de contamina¢3o em campos de produclo de
sementes. Esse tipo de contaminac@o € muito comum em campos de
milho doce, que por apresentar o alelo ga, n8o discrimina polen
BGa ou principalmente, ga de milho normal. A introdug3o de Ga em
milho doce, causou redugcido de aproximadamente 75% na contaminacdo
por milho normal, deixando o autor otimista cbm relacdo a
obtenc8o de niveis ainda menores.

A introduc3o de Ga® 'na variedade de milho
“Supergold"”, que aceita pdlen de milho normal, e é utilizada na
formaéﬁo de hibridos comerciais de pipoca, pode também reduzir
contaminagio e facilitar os cruzamentos em campo para producio de

sementes de pipoca (Nelson, 1952).
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2.2 FISIOLOGIA DA REPRODUCAO

Por ser um cereal de importancia econbmica, existe
uma extensa bibliografia a respeito das estruturas reprodutivas
em milho, envolvendo aspectos da ultraestrutura do gr8o de pdlen
e do estilo-estigma, a interag3o destes tecidos na fertilizagdo,

bem como de fatores que podem alterar estas interacgdes.

2.2.1 ESTILO-ESTIGMA

0 estigma de Zea mp4s € incomum na familia
gramineae. Embora do tipo sem secre¢do abundante, como a

maioria, apresenta-se receptivo em toda sua extens3o, sendo por
isso, denominado estilo-estigma (Miller, 1919; Randolph, 1936 e
Heslop-Harrison & Shivanna, 1977).
| Em suas margens se extendem 6-10 fileiras de

curtos pélos receptivos ou}tricomas, mais concentrados em direcdo
an dpice, sendo o principal sitio de captura de pdlen e onde a
ades3o do grdo € mais intensa (Heslop-Harrison & Shivanna, 1977;
Heslop-Harrison et al, 1984b e Styles & Singla, 1987). S&8o pélos
multicelulares com as pontas papiladas, cujas células tém’
atividade secretdria anterior a receptividade e onde se encontram
as superficies receptivas. Por estarem situados angularmente a

haste principal, parecem facilitar a conduc8o dos tubos na
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direc¢8o0 do ovdrio e ainda oferecem grande quantidade de secrec¢do
intercelular para o crescimento destes (Heslop-Harrison et gl,
1984a e 1985).

0 estilo-estigma de milho se apresenta muito
longo, atingindo em média, 50cm, em forma de fita , bifurcada na
extremidade. Segundo Weatherwax (1936, citado em Heslop-Harrison
et al, 1984a) tal estrutura resultou da fus3o quase total de dois
estilddios, seguido de grande alongamento, visto que o estigma de
outras gramineas como Secale cereale e Hardeum vuleare € composto
de dois estilddios curtos (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison,
1980) .

Ao longo de tﬁda sua extens@o, o estilo-estigma &
atravessado por dois feixes vasculares, separados, por uma camada
de parénquima, de um outro tecido concentrado em duas faixas mais
internas, denominado tecido transmissor que constitui o sitio de
crescimento dos tubos polinicos, embora sem estruturas adaptadas
para guid-los (Kroh et al, 1979 e Heslop-Harrison et al, 1984a).
Por esse motivo, Rosen (1941) propds que deveria haver algum tipo
de estimulo quimiotrdpico para atrair os tubos été o ovdrio.

As secrecdes da superficie formam uma lamina fina,
Que mantém-se abaixo da cuticula, aumentando consideravelmente
com a maturac¢8o do estilo-estigma. Sua fungdo € principalmente
adesiva, visto que o tratamento com proteinases incapacita a
formac8o de regifio de contato entre o grio de pdlen e o estilo-
estigma, primeiro evento de reconhecimento e indispensdvel a
germinagdo do tubo polinico (Matson et al, 1974; Heslop-Harrison,

1979c e 1979d).
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2.2.2 PALEN, TUBO POLINICO E FERTILIZAGCAD

De modo geral, os gréos de pdlen possuem uma
parede resistente, onde distinguem-se duas camadas principais de
origem, morfologia, composic3o quimica e dominios fisioldgicos
distintos. Possuem, em toda sua superficie, poros e fendas que
permitem mudancas de volume e troca de substancias responsaveis
por interacles entre p61en e estigma (Heslop-Harrison, 1975).

A camada interna, intina, é continua e reveste a
célula vegetativa, permitindo passagem de agua através de sua
constituic3o celuldsica. De origem hapldide, sua deposicldo se
inicia logo apds a liberac3o dos esporos da teétrade, sendo
interrompida ‘na ausé@ncia de protoplasto e podendo transportar
substdncias de auto-incompatibilidade que atuariam no sistema
gametofitico (Linskens, 1964; Heslop-Harrison, 19648, 1975), como
em Ambrdsia, Gladiolos e nas aramineas Coix, Phalaris e Lolium
(Knox & Heslop-Harrison, 1971).

A exina, ou camada externa, de origem dipldide, se
mostra mais resistente e apresenta esculturas. €& composta de
polimeros de carotendides, a esporopoleina, em vdrios graus de
compactacdo, que dificulta a passagem de agua. Sua formaclo se
inicia ainda né antera, por um tecido especializado, o tapetum, e
aumenta apds a libera¢dio dos esporos, podendo servir ainda, como
reservatodrio de substéncias derivadas do esporofito e
responsaveis por reacles de auto-incompatibilidade do tipo

esporofitica (Heslop—Hafrison, 1968, 1975).
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1] grio de pdlen das gramineas se encontra
parcialmente desidratado, com 10-30% de dgua na época da
dispersdo e Possﬁi apenas uma regi3o de abertura operculada, por
onde emerge o tubo polinico. € considerado de vida curta devido
a sua alta taxa metabdlica, além de ser trinucleado na época da
dispersiio, o que reduz suas funcBes pré-germinatdrias, pois o
nicleo espermiatico jd se dividiu. Isso permite eventos de
reconhecimento e germinagcdo muito rdpidos, e contribui para o
alto grau de eficiéncia do sistema reprodutivo nas gramineas
(Miller, 1919; Heslop-Harrison, 197%a, 1979b).

De acordo com Heslop-Harrison (197%9b, 197%c,
1979d) ae primeiros eventos na interacio entre pdlen e estigma
seriam a ades8o, hidratac8o com trocas de substidncias entre pdlen
e estigma e consequente germinac3o do gr8o, pela ac3o de enzimas
que auxiliam a degrada¢cido da parede do grio e emergéncia do tubo.

0 tubo polinico geralmente penetra pelas
descontinuidades da cuticula do tricoma, ou do corpo principal do
estilo-estigma, crescendo através dos espa¢os intercelulares até
o tecido transmissor,.sem nunca invadir o tecido condutor (Kroh
et al, 1979, Heslop-Harrison et al, 1984b).

0 crescimento inicial do tubo se dd por dilatagdo
da intina e progressivamente através da incorporac¢do de
polissacarideos presentes em alta concentrac3o na célula
vegetativa. Internamente a parede do tubo, forma-se uma camada
caldsica bem desenvolvida (Styles & Singla, 1987), responsavel
pela reaclo de fluorescéncia que permite a visualiza¢3o de tubos

no interior do 'estigma (Currier, 1957; Dumas & Knox, 1983 e
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Martin, 1959).

A medida que o tubo avanca, o protoplasto das
partes mais wvelhas ¢€ reciclado, ao contrario da parede, cuja
formacio se.torna cada vez mais dependente de material exdgeno do
Atrato transmissor (Heslop-Harrison et al, 1984b). Neste ponto
pbdem se manifestar barreiras a cruzamentos interespecificos,
talvez por incapacidade de tubos estranhos aproveitarem as
reservas do estigma, como foi sugerido ocorrer na
incompatibilidade entre Ze» e Sarghum, cujos tubos ndo crescem
muito em estilo-estigmas de milho (Mock & Loescher, 1973). O
crescimento independente do tubo pode atingir aproximadamente
2cm, o0 que é evidenciado pelo fato que, tubos que n3o penetram
podem crescer grandes dist8ncias sobre os estigmas, pela absorc¢do
de 3dgua e utilizac3o de suas reservas (Heslop-Harrison et al,
1984b , Heslop-Harrison & Heslop-Harrison, 1981).

Tubos polinicos de 8orgum, colocados em estilo-
estigmas de milho, crescem por distdncias muito maiores que em
seus prdprios estigmas, fazendo uso das reservas disponiveis no
trato transmissor do estilo-estigma, mas raramente chegam ao
ovario (Reger & Jamés, 1982) . Por outro 1lado, tubos de
Pennisetum crescem pouco em estilo-estigmas de milho, indicando o
uso exclusivo de suas reservas, sem atingir a fase de crescimento
dependente (Heslop—-Harrison et al, 1984b).

Poucas horas apds a germinagdo, o tubo polinico de
milho pode atingir o saco embriondrio, crescendo até os nicleos
polares. Ocorre ent8o, a dissolu¢l3o da parede e um nucleo

espermatico se funde ao dvulo, formando o zigoto, e o outro com
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um nidcleo polar que imediatamente se funde a outro ndcleo polar,
originando o endosperma 3n, o que ocorre de 26 a 28hs apdsb a
polinizacﬁo. Segundo Kroh et al (1979) e Walden (1967), a
singamia ocorreria em aproximadamente 24hs.

A quantidade de grdos de pdlen que chega aos
tricomas ¢é muito grande e, como o ovario de milho é uniloculado,
deve existir alguma forma de reduc3o desse numero, uma vez que a
competic3o por dgua , espagco e nutrientes no interior do estilo-
estigma também deve ser grande. A germinag83o de tubos num
tricoma provoca reacfes que levam a oclusdo de suas células e
posterior morte do tricoma, reduzindo o numero de tubos no inicio
do trafo transmissor (Heslop-Harrison & Heslop-Harrison, 1980;
Heslop-Harrison et al, 1985). Assim que o0s primeiros tubos
alcangam o ovario, uma camada de abscis3o come¢a a ser formada,
impedindo a passagem de tubos mais atrasados. De forma geral, a
paralizacdo dos tubos pode ocorrer principalmente em 3 sitios: na

superficie do estigma, nos tecidos do estilddio e na micrdpila

(Heslop—-Harrison, 1982).

2.2.3 FATORES QUE PODEM ALTERAR A FERTILIZACAO

Varios sio os fatores que podem atuar nos
PYrocessos de polinizac8o, germinag3o dos grios de polen,
crescimento dos tubos, fertilizag3c e desenvolvimento das
sementes. Sabe-se que varias causas ambientais como variag¢3o na

temperatura ou ha umidade relativa podem alterar a viabilidade
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dos gr8os e a taxa de crescimento dos tubos (Lonngquist &
Jugenheimer, 1943; Sprague (1967) citado em Walden, 1967). No
entanto, em polinizagd8o massal, o excesso de pdlen reduziria
drasticamente estes efeitos, que sd podem ser considerados quando
polen é fator limitante (Walden, 1967).

Por outro lado, os fatores genéticos que
determinam combinagBes entre pdlen e estigma, s80 os mais
relevantes. Muitas caracteristicas do pistilo e do gametdfito
masculino devem ser consideradas.

Estilo-estigmas de milho tém receptividade e
durabilidade wvariadas, dependendo da linhagem, e de interagses
complexas entre o gendtipo e o ambiente (Peterson, 1942; Andrew,
1952 e Walden, 1967). A idade do estilo-estigma de milho,
correspondendo a diferentes estagios de maturac@o fisioldgica,
parece ter importd3ncia nos eventos de recepcdo do pdlen, na
determinag@o da sua habilidade competitiva e em suas consequentes
interacles. Por esse motivo, em condi¢cGes normais, a idade dos
estilo-estigmas por ocasi@o da polinizac8o, pode ser indicada
pela porcentagem de granacdo obtida nas espigas. De acordo com
Peterson (1942), os estilo-estigmas permanecem receptivos por
mais de duas semanas. O periodo dtimo para polinizacdo é entre
2-8 dias, onde a granac3o € uniforme e acima de 90%. Apos a
primeira semana, a granagdo cai para 75% em média, atingindo 8%
no 192 dia, com aumento da variabilidade entre as espigas
coletadas num mesmo dia. Resultados semelhantes foram
encontrados por Jones & Newell (1948) e também pdr Andrew (1952)

em milho doce. Esse autor, mostrou ainda, n3o haver alterag3o na
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granacdo apds corte dos estilo-estigmas. Walden (19675 por outro
lado, observou um aumento na grana¢8o de espigas polinizadas 24 e
48hs apos o corte, provavelmente por diminuig30 da competigio
entre tubos.

A idade dos estilo-estigmas pode ter influéncia no
crescimento diferencial de tubos prdprios é estranhos, mesmo em
linhagens sem efeito gametofitico. Landi & Sanguinetti (1985)
observaram um favorecimento de sementes autofecundadas no
intervalo de 2-6 dias de exposic3o, que ia decrescendo até o 109
dia, quando a taxa de fecundag3o cruzada passava a predominar.
Isso causava uma concentracdo maior de sementes autofecundadas na
base das espigas, visto que o0s estilo-estigmas inferiores
amadurecem antes que os do apice. Isso ja havia sido notado por
Peterson (1942), cujas espigas polinizadas no primeiro dia
granavam apenas na base e as posteriores ao 102 dia, granavam
somente no dpice.

Watanabe (1961) prop6s que o0s estilo-estigmas
parecem exibir diferentes estdgios de matura¢c3¥o, gradativos da
base para o @apice, condig8o esta que afetaria a germinac8o dos
grios. Em estilo-estigmas imaturos, os grdos de pdlen acabam’
estourando, antes ou logo apds a germinagdo.

Estudos em Liliym indicam que a idade da flor
influencia - o crescimento de tubos e as reacOes de
incﬁmpatibilidade. No periodo de pds-dntese, entre 4-10 dias,
tubos anteriormente incompativeis, crescem tanto quanto os
compativeis, podendo formar algumas sementes. Neste caso, a

suposta substdncia de incompatibilidade, presente na antese e
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pré—antese, teria atividade breve e nfio se acumularia, permitindo
as flores mais velhas formarem sementes de polinizagSes antes
incompativeis (Ascher & Peloguin, 1966).

€ muito conhecido o poder de substdncias extraidas
de estigmas de algumas espécies, como Pgtunia e Strelitzia,
afetarem a germinacdo e crescimento de tubos polinicos (Martin,
19700, 1970c) . ‘Tais extratos sdo geralﬁente compostos
Principalmente de misturas complexas de lipidios, que regulariam
as trocas aquosas e a ades3o dos gr@os, e fendis glicosilados,
que forneceriam nutrientes para a germinac3o, protecd3o contra
agentes agressores, além de papel no estimulo ou inibig¢8o0 do
crescimento de tubos incompativeis (Martin, 1970a; Konar &
Linskens, 1966 citado em Martin, 1970a):.

Extratos estigmaticos de milho n3o diferem dos das
outras espécies. Foram encontrados mais de 30 componentes, sendo
os lipidios e os fenois glicosilados, os mais abundantes (Martin,
1969, 1970a).

Rosen (1961) relatou a estimulaclo da germinaglo e
crescimento de tubos, in vitrg, Por exudatos da superficie
estigmatica de Liljum. Por outro lado, a adiciéo de extratos de
estigmas de varias espécies, inclusive milho, ao meio de
crescimento de tubos de Crinum asiaticum, provocou inibicdo
geral do crescimento em vério§ niveis (Martin & Ruberté, 1972).

Em Lilium nenhum outro tecido, nem outras partes
do pistilo, mostraram atividade sobre o crescimento dos tubos.
Parece que tais substdncias devem estimular o crescimento de

tubos compativeié e também estar relacionadas a inibigdo dos
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incompativeis. No outro caso, os extratos devem agir
seletivamente, inibindo a germina¢clo in vivo, em diferentes
graus, de espécies ndo relacionadas taxonomicamente. Os estigmas
ndo somente forneceriam condic8es apropriadas a germinac3o e
desenvolvimento dos gr3os de podlen, mas também inibiriam a
germinacd8o de 9r3os de muitas espécies n3o relacionadas,
ocasionando varios tipos de isolamento reprodutivo.

Grandes variac®es no didmetro de gr3os de pdlen
podem causar problemas de fecundag8o0. Essa caracteristica em
milho pode ser influenciada por varios fatores, tanto genéticos
quanto ambientais, como umidade do solo, temperatura e nutrigdo
(Linskens, 1964).

Alguns autores apontaram diferencas no didmetro
dos grd3os de uma mesma linhagem, entre diferentes dias de coleta
e entre grios de anteras de diferentes posic8es na panicula, o
que foi contestado pelos experimentos de Pfahler (1973) e Kumar &
Sarkar (1983) . Neste Jultimo trabalho, foram encontradas
diferencas apenas eﬂtre linhagens de diferentes gendtipos, entre
anos de experimentac8o e diferentes localidades, sem interacio
entre estes fatores. Concluiram ent3o, que o didmetro do gr3o
de podlen € um cardter estdavel para uma determinada linhagem,
-altamente herddvel e controlado pelo gendtipo do parental
feminino, ao contrario de Johnson et al (1976) que afirmou que o
.didmetro era influenciado pelo gendtipo do gametdfito.

Parece ainda que o didmetro do gr3o n3o tem
correlacdo com a taxa de crescimento de tubos de milho in vive.

ji que algumas linhagens de pequeno difimetro mostraram alta taxa



e8

de crescimento, embora em meio artificial a correlacdo fosse
positiva, e tubos de didmetro semelhante exibiram taxas de
crescimento diferentes (Aguirre & Kato, 1979; Kumar & Sarkar,
1980, 19835 e Ottaviano gt al, 1982).

Relagc3o intima existe entre o di8metro do gri3o e o
didmetro do tubo. Uma vez que os tubos devem penetrar e crescer
no tecido transmissor pelos espa¢cos intercelulares, provavelmente
comprimindo mecanicamente as células para forgar sua passagem,
grandes diferencas entre o diametro do tubo e o0s espagos
intercelulares, caracteristicas de cada linhagem ou espécie,
poderiam oferecer barreiras mecdnicas & fecundag8o (Kroh et al,
1979 e Heslop-Harrison, 1982).

A inibig30 de tubos de milho em estigmas de sorgo
parece ser a causa do isolamento entre estas duas espééies,
provavelmente pela dificuldade dos tubos de milho, de didmetro
duas vezes maior, crescer pelos espagos intercelulares e entrar
na micropila (Laurie & Bennett, 1989).

Como o nuimero de grios de pdlen produzidos ¢
extremamente superior ao numero de dvulos, a competic@o entre os
gametofitos masculinos deve representar papél importante na
fertilizacio. A polinizag8o abundante resulta geralmente em
progénies mais uniformes e eliminacdo das formas mais extremas,
além de diminuir o tempo entre germinag80 e fertilizagSlo,
contribuindo favoravelmente para o processo adaptativo das
espécies (Ter—-Avanesian, 1978)

0 estilo-estigma pode funcionar como filtro para a

quantidade de tubos, no momento da transi¢cio entre crescimento
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aut6nomo ‘e dependente. Se o tubo precisa dé substrato para
crescer, as diferengas na capacidade competitiva podem ser
causadas por diferencas na capacidade de induzir respostas
metabdlicas no estigma ou pela incapacidade de aproveitar os
produtos que possam ser liberados (Sari Gorla et al, 1976).

0 gendtipo da planta receptora de pdlen tem papel
na determinagdo da capacidade de competi¢8o dos grdos e taxa de
crescimento dos tubos. Embora seja caracteristica determinada
pelo gametdfito masculino, esta pode ser aumentada ou diminuida
de acordo com o tecido estilar onde cresce, caracterizando um dos
muitos tipos de interécﬁo entre pdlen e estigma (Pfahler, 1967;
Sari Gorla et al, 1975; Sari Gorla & Bellintani, 1976). Grdos
de gendtipo mais compefitivo num determinado tipo de estilo-
estigma tenderam a manter a competitividade em outros tipos,
variando somente a vantagem relativa de um tipo de gendtipo de
pdlen para outro (Sari Gorla et al, 1976).

Vdrios trabalhos indicam grandes diferengas na
capacidade de fertilizag¥n de grSos de diferentes gendtipos.
Pfahler (1965) conclui que o fator que mais parece influenciar
tais diferencas é a relaciio genética entre a planta receptora e a
doadora de pdlen. Pdlen da mesma fonte que a fémea se mostrou
muito mais eficiente na fertilizac8o que pdlen de ‘“background”
diferente. Deste modo, em populacles de fecundagdo cruzada
predominante, deveria haver alto grau de autofecundagc@o, uma vez
que esta se mostrou mais eficiente. ‘

Sari Gorla & Rovida (1980) caracterizaram a

capacidade de fertiliza¢8o como sendo um cardter complexo,



30

resultando da expressio de genes do espordfito e do gametofito
masculino, de influéncias mituas do estigma e do tubo, e afetado
pela composic3o da populacio de grios de pdlen que competem mum
mesmo estigma.

Os efeitos de interagcl3o entre tipos de pdlen s3o
tlaros na incompatibilidade. A aplicagio, em ~estigmas de
Nicotiana, de misturas de pdlen incompativel com compativel
inativado por irradiac3o, permitiu um aumento da fecundag3o dos
tubos incompativeis. Tem sido proposto, por alguns pesquisadores,
que no sistema esporofitico de auto-incompatibilidade, polen
compativel inativado forneceria as substdncias especificas de
reconhecimento aos tubos incompativeis, tornando-os compativeis

na mistura (Pandey, 1977).

2.2.4 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Esse tipo de andlise permite a observagi3o do
desenvolvimento de tubos polinicos no interior dos estigmas, sua
dindmica e sitio de bloqueio durante as reacdes incompativeis
(Dumas & Knox, 1983).

A técnica € baseada na apreensiio seletiva de
substdncias fluorescentes, que emitem luz ao serem irradiados com
luz UV (350-400 um), principalmente pela calose ( Martin, 195%;
Kho & Baef, 1968) . A calose €& um polissacarideo de 1,3
P-glucanos. semelhante 3 celulose, que aparece em varios tecidos

vegetais e parece ter papel junto ao equilibrio hidrico das
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células. Acdmulos de calose s30 encontrados nos tecidos
condutores, principalmente nas regifes de senescéncia, e em
céelulas epidérmicas, marcando reacdes contra agentes agressores.
Pode também ser facilmente observada em grios de pdlen em
germinacdo e nas paredes do tubo polinico, o que permite sua
visualiza¢c8o no interior doe estigmas (Currier, 1957). No
entanto, a deposiclo desta substdncia mostrou ser mais intensa
durante as diferentes formas de reac8o de incompatibilidade entre
tubos polinicos e tecido estigmdtico, marcando o sitio de
interrupgcdo dos tubos e tornando-os muito mais evidentes que os
tecidos que tem calose mas n8o participam da reacdo, como por
exemplo, os tecidos condutores (Martin, 1939).

Estudos sobre auto-incompatibilidade e cruzamentos
interespecificos em gramineas, mostram que os tubos polinicos sio
interrompidos na superficie do estigma, logo apds a germinagio
(Mock & Loescher,1973; Shivanna et al,1978). Nos cruzamentos
entre espécies relacionadas, importantes para aumentar a
variabilidade genética, a intensidade da reac3o parece variar de
acordo com a distidncia taxonfmica entre as espécies, embora o
fenotipo da reacdo seja muito semelhante ao da  auto-
incompatibilidade. Ji o0s cruzamentos intergenéricos, mostram
resposta muito diversificada (Dumas & Knox, 1983).

De modo geral, as respostas diferem quanto a
origem da auto-incompatibilidade. Nos sistemas esporofiticos,
ocorre reagcdo no estigma e no pdlen, pois a rejeicdo se faz
rapidamente, na superficie do estigma. Nos sistemas

gametofiticos, a calose aparece no grio de pdlen e principalmente
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no tubo, uma vez que a rejei¢do ocorre no interior do estigma
(Heslop-Harrison, 1975; Nasrallah & Nasrallah, 1986).

0 monitoramento do tipo de reacl8o entre tubo e
estigma e seu sitio, podem definir o tipo de incompatibilidade
presente e inclusive auxiliar na determinac80 de pares de

PYOQ&"iQS compativeis para cruzamento em campo.
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3. MATERIAL E M&TODOS

Todo o trabalho de campo, envolvendo cruzamentos e
experimentos, foi realizado na Area Experimental do Laboratdrio
de Genética de Milho da Universidade Estadual de Campinas, S.P.,
situada a 222 54/ de latitude Sul, em solo do tipo latossolo roxo
distrofico. O periodo de realizac3o dos experimentos se estendeu

de Janeiro de 1988 a Dezembro de 1990.

3.1 GERMOPLASMA

As seguintes linhagens homozigdticas sintetizadas no
Departamento, foram wusadas para a instalag¢do dos varios

experimentos programados. S350 elas:

L222 - € a linhagem que deu a motivac3o para a realizag3o
do presente estudo, por revelar uma forte reaglo
de incompatibilidade a pdlen estranho. € derivada da
variedade Cuban Yellow Dent, e apresenta endosperma

normal amarelo dentado.

L2222 wx - € a linhagem L 222, acima citada, porém com a
mutac3o "waxy', no cromossomo IX, que acarreta

mudan¢a na composigio do amido do endosperma.



L9e2 -

L?i0o -
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Neste caso, o amido ¢é .constituido de 100% de

amilopectina, ao invés de aproximadamente 75% do

endosperma normal, o que deixa a semente com
aparéncia opaca caracteristica, facilmente
distinguivel do gr3o normal, cujo amido ¢

complementado de 25% de amilose, composigio essa
que lhe dda um aspecto vitreo.
As plantas de Laee “"waxy' s3o geralmente

mais precoces, mais vigorosas, mais altas e

de espigas maiores que a linhagem Leee
original. Talvez pela 'alteragio da composicido
qQuimica do grio, a L222 wx tornou-se mais

suscetivel & fungos, "pPrincipalmente Fusarium

moniliforme, que a linhagem L222 normal.

Linhagem extraida da variedade Assis Brasil,
da raga Cateto, de endosperma flint laranja.
Esse tipo de linhagem ndo apresenta espigas

muito desenvolvidas, devido ao tipo de morfologia

do gr3o e da espiga dos tipos Catetos.

Linhagem isolada da cultivar Asteca Prolifico,
populac3o melhorada da variedade sintética Asteca,
de endosperma dente amarelo, procedente de
germoplasma de baixa altitude do Golfo do México, da

raga Tuxpefo.



Le37 - Linhagem derivada da cultivar Asteca original, de
endosperma dente amarelo, sintetizado de linhagéns
da ragca Tuxpefio, de germoplasma da regido de San Luis

de Potosi, Costa Atlintica do México.

Apesar de L9106 e L937 terem sido derivadas de uma
mesma cultivar e possuirem algumas caracteristicas morfoldgicas
comuns, estas duas linhagens s3o geneticamente muito distintas, a
ponto de apresentarem alta heterose quando cruzadas. Esse & um
efeito comumente encontrado em linhagens da ragca Tuxpefio. Essas
diferengcas justificam o uso destas duas linhagens de mesma origem

no presente estudo.

L 78 Normal - Linhagem derivada da cultivar Nutrimaiz, que ¢é
um sintético derivado de 87,5% de Mavya e
12,5% de Pajimaca, com endosperma do tipo

amarelo meio dente (Silva et al, 1978).

L 60 Normal - Linhagem também obtida de Nutrimaiz com

endosperma meio dente.

Embora sejam linhagens da mesma populac¢io, L78 e
L6@ apresentam caracteristicas distintas e revelam alta heterose

a0 serem cruzadas.

L903 (BC/PIB) - Linhagem também derivada da raga Cateto,

portanto de endosperma flint laranja.
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Apresenta um marcador genético no loco R,
responsivel pela producio de antocianina
na aleurona, em presenca dos genes A4,
Afp e C. 0 alelo marcador € o gene RNJ,
denominado “Navajo', que além de produzir
antocianina no dpice das sementes, acumula o

pigmento roxo também no eixo embriondrio.

Todas estas linhagens foram obtidas e vém sendo
mantidas, por varias geragdes, através de autofecundaglo na
cole¢do de Germoplasma do Departamento de Geneética Vegetal da

Universidade de Campinas, pelo Prof. Dr. William José da Silva.

3.2 ANALISE GENETICA

3.2.4 Familias de Cruzamento:

Para o estudo de campatihilidade de tubos polinicos
de vdrias linhagens em estilo-estigmas de L222, foram efetuados
varios cruzamentos envolvendo as seguintes linhagens: L222 e as
linhagens testadoras L9062, L9100, L9337, L78 e L60O.

Neste caso, a L222 e as cinco linhagens
testadoras, com seus derivados; os cruzamentos Fy, Fp e

retrocruzamentos, foram utilizados para comparar o comportamento
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destas progénies com relagdo a atividade gametofitica e
compatibilidade entre estilo-estigmas da L222 e tubos polinicos
das 1linhagens testadoras. Como exemplo das wvarias familias
estudadas consideremés, a fim de ilustracido, apenas aquelas
derivadas da L9902 para demonstrar a simbologia usada nas varias

familias que participaram da analise genética. S30 elas:

Laae -~ Linhagem mantida por autofecundac¢So.
Loo2 - Linhagem mantida por autofecundagio.
Fyq (902x222) - Hibrido simples entre L9062 e L2282, no qual

a linhagem L?02 foi usada como fémea.

Fa (902x222) - Derivada da autofecundacdo do Fjy(902x222).

902 (BCs/222) - Corresponde ao primeiro retrocruzamento do
Fq(902%x222) com a linhagem L9902, tomando o
Fqy como fémea.

222 (BCrs902) - Corresponde ao retrocruzamento do Fq(902x

222) com a linhagem L222, tomando o Fy como

fémea .

As geragles F» e o0s retrocruzamentos foram
sintetizados em Guaira, Estado de S8o0 Paulo, por cortesia do
bidlogo Jodo Rosolen, em época do ano desfavoriavel para se fazer
os cruzamentos na latitude de Campinas. O material foi plantado
em Abril de 1988, a partir de sementes das cinco 1linhagens
testadoras, La2z22 e seus respectivos Fy, multiplicados e
sintetizados no wver8o anterior, na UNICAMP. 0 objetivo deste

plantio fora de época foi de economizar tempo e obter sementes de



38

todas as familias com a mesma idade fisioldgica, fator
importante para a comparaclo dos resultados.

As familias em estudo, foram ent8o plantadas em
Dezembro de 1988 numa 3drea de aproximadamente 4.000 m°, em
delineamento inteiramente casualizado com 3 a 5 repeticles. A
parcela experimental foi constituida de 1 linha de 10m com'
espacamento de 1,0m x 0,40m com o "stand” ideal de 5@ plantas
por linha. Essas parcelas receberam em média, uma adubacido
equivalente a B80-80-40 Kg de Nitrogénio, PpOg e Kp0 por hectare.
Cada familia foi representada por 4 parcelas.

As progénies foram plantadas no campo, e cruzadas
como fémea e como macho, de acordo com as combinagdes

apresentadas no quadro abaixo, que mostra apenas 0s cruzamentos

realizados com a linhagem L902.

Fémea
Macho Leza2 Lee2 Fq Fp 902(BCs/222) 222(BC/702)
Laeae (x> X X X X X
L9e2 X (X) X X X X
Fq (902x222) X (X
Fa(902x222) X (X)
?e2(BC/2R2) X (X
2e2(BCrs902) X x)

(X) Significa progénie autopolinizada, que foi utilizada como

controle experimental para a andlise do efeito gametofitico.
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Essas mesmas progénies foram feitas e analisadas envolvendo L2822
e cada uma das linhagens L9190, L9937, L78 e L&0, totalizando 100
tipos de cruzamentos, cujas espigas foram analisadas de acordo
com o padr3o de granacdo. Este foi dividido em quatro classes
progressivas que permitiram quantificar visualmente e analisar
estatisticamente os resultados, na tentativa de explicar o efeito
gametofitico presente na linhagem L222 e em suas geragdes
derivadas. Os limites utilizados para a divis3o nas diferentes

classes de granacio est3io na Tabela abaixo e representados na

Figura 1:
Classe Padr8o de Granag¢do

o Espiga com ateé 3 grios.

1 Espiga com mais de 3 grios dispersos ao 1longo
de toda a espiga, sem formagdo de fileiras

2 Espiga granada, com forma¢So de muitas
fileiras, apresentando no entanto, falhas ao
longo de sua extens3o.

3 Espiga totalmente granada, de modo uniforme,

sem levar em conta falhas na grana¢3o devidas
a idade precoce ou avancada do estilo-estigma
(gr3os somente no apice ou na base) ou danos
causados por ataques de lagartas ou dobras nos

estilo-estigmas (faixa sem gr3os).
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Figura 1 Da esquerda para a direita, pares de £Ssp1gas

da linhagem L2282 lassificadas como classe
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Concomitantemente, as espigas dé cada tiro de
progénie foram analisadas com relag3o ao comprimento da espigé e
ao comprimento de sequéncias continuas de gr3os, bem como o
numero de sementes nestes intervalos. Das espigas bem granadas,
pertencentes a classe 3, foram analisadas as seguintes variadveis
adicionais: numero de fileiras e nimero de grios num determinado
comprimento de uma fileira, que variou, dependendo do tamanho da
espiga, de 3-10 cm.

Como o tamanho dos gr3os pode variar dentro de uma
mesma espiga, foram contadas S fileiras por espiga, que em meédia,
resultou no nimero de gr8os/cm/fileira, de cada espiga
amostrada. Procedeu-se ent3o, uma andlise de regressdo linear
para determinar a quantidade de graos/cm caracteristico para
cada linhagem e cruzamentos derivados autofecundados. Para a
linhagem Loeg, poY exemplo, foram amostradas espigas
autofecundadas das seguintes geragles: L222, L9e2, Fy (902x222),
Fp (902x222), 902 (BC/Ega) e 222 (BCrs9e2) .

Determinado o coeficiente de regressio (nQ
grios/cm), sempre baseado na linhagem que atuou como fémea nos
cruzamentos, este foi multiplicado pelo numero médio de fileiras
caracteristico da linhagem ou cruzamento derivado, e pelo tamanho
de cada es#iga. estimando-se o0 numero de gri3os que estas
apresentariam se estivessem totalmente granadas. O prdximo passo
foi comparar esta estimativa com o numero de gr3os observado para
cada espiga, determinando a porcentagem observada de grana¢3o.

A andlise de varidncia dos dados de porcentagem de

granacio, foi feita a partir dos dados transformados para arco.
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arco.seno 'J;j individualmente para cada familia de cruzamento, e
em analise conjunta, assim como o teste de Tukey para as médiis.

Efetuou~-se também uma andlise de correlacdo entre
a porcentagem de granagdo assim calculada e a classe de granaclo
atribuida a cada espiga, para se conhecer a vantagem de cada

método e seu significado.

3.2.2 Teste de Alelismo:

A fim de se confirmar se o forte efeito
gametofitico de L222 é condicionado pelo loco Ga, do cromossomo
1V, cruzou-se a linhagem L2222, como fémea, com estoques
marcadores de Ga. Um contendo o gene Ga, em linhagem também
homozigota para o gene su, denominada Fg3 (902xGagsu). E outra,
designada POP 150 (HPXD-1) , populaciio de pipoca homozigota para
o gene Ga%. A linhagem L222 foi também cruzada com a populagiio
Pajimaca que ¢é homozigota para o gene su, mas sem evidéncia da
presenca de Ga.

Nestes cruzamentos, plantas da linhagem L222
receberam pdlen dos estoques de mutantes, que mostram virios
graus de dificuldade de granacdo das espigas quando recebem pdlen

de linhagens de milho normal.
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Esses testes, amplamente utilizados em génética,
permitem determinar se o mutante em questSo é igual a um dos
presentes nos estoques marcadores. Desta forma, o cruzamento de
L2222 com estoques possuindo diferentes alelos Ga, apontaria a
presenca de alelos Ga ou Ga® em L222, através da formacio de
espigas bem granadas.

As linhagens foram plantadas em Fevereiro e Abril
de 1999, na Colec3o de Germoplasma do Departamento, e foram
polinizadas em cruzamentos reciprocos. As espigas foram colhidas
em Maio e Julho, com alto teor de umidade, e secas em estufa para
reduzir a a¢3o de fungos parasitas. Foram ent8o, analisadas
quanto ao padrido de granacio e identificacio do fator

gametofitico.
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3.3 ANALISE DA EXPRESSAD DO GENE GAMETOFiTICO

Esta andlise compreendeu uma série de experimentos
visando testar varias hipdteses, que poderiam esclarecer o perfil
temporal e espacial da a¢80 gametofitica pronunciada da linhagem

L222. 0Os seguintes testes foram realizados:

3.3.1 Efeito da idade do estilo-estigma na reagfo

gametofitica:

Esse experimento foi efetuado para testar se o
forte efeito gametofitico presente na linhagem L222 seria
alterado no decorrer do desenvolvimento das espigas. A
incapacidade de tubos polinicos de outras linhagens crescerem em
estilo-estigmas da L222 poderia ser causada pela ac3o de
substincias inibidoras, produzidas pelos estilo-estigmas. Tais
substdncias poderiam ser alteradas ao longo da idade dos estilo-
estigm#s e desse modo, mudar a expressdo dos genes gametofiticos.

Neste experimento foram utilizadas as seguintes
linhagens: L222, como receptora de pdlen, e as linhagens L902,
L9100, L937, L 78 e L 60 , como doadoras de podlen.

Com esse objetivo, foram plantadas 20 linhas de

1i0m da linhagem L222, subdivididas em 5 grupos de plantas

receptoras de pdlén de cada uma das cinco linhagene teetadaoras.



Cada linha do grupo recebeu um tratamento diferente,
correspondendo a quatro estdgios fisioldgicos distintos> de

matura¢clio dos estilo-estigmas, como segue:

i- Estilo-estigma cortado:

As espigas foram cortadas, antes da emergéncia dos
estilo-estigmas, a 1 ou 2 cm da extremidade de suas bracteas e a
polinizac3o foi feita 24h apds, com as linhagens testadoras.
Este tratamento envolveu espigas mais imaturas, com estilo-
estigﬁas ainda n8o expostos.

2- Estilo-estigma de 2cm:

As espigas foram polinizadas quando os estilo-
estigmas estavam com aproximadamente 2cm de comprimento. Em
alguns casos, as espigas com poucos estilo-estigmas expostos
foram cortadas e polinizadas apds 48h, para atingir estagio
correspondente.

3- Estilo-estigma de Scm:

Da mesma forma que o tratamento anterior, poreém
polinizadas <quando ﬁs estilo-estigmas estavam aproximadamente
com 5 cm, portanto mais velhos que os anteriores. Neste estagio,
as espigas estavam completamente desenvolvidas, com todos os
estilo-estigmas expostos, e portanto no estdgio ideal para
produzir granag3o total (Peterson, 1942).

4- Eetilo-estigma velhon:

A polinizacdo foi realizada em esﬁilo—estigmas

espessos, enrolados e de colorac8o alterada, no final do

periodo de florescimento.
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3.3.2 Efeito de estimulos do pdlen da Leeé na aclo

gametofitica desta linhagem:

A fim de verificar se gr3os de polen da linhagem
L222 produzem algum tipo de estimulo em seu proprio estilo-
estigma, que poderia amenizar o efeito gametofitico contra tubos
polinicos de outras linhagens, foram realizados dois tipos de

experimentos:

3.3.2.1 Efeito de estimulo transitdrio:

Neste experimento utilizou-se a linhagem LEBR,
como receptora de pélen, e a linhagem (903 (BC/PIG), como
doadora de pdlen, para testar se o contato ou a germinag3o de
grdos de polen da L2222 em seus estilo-estigmas, poderia estimular
e permitir o crescimento de tubos polinicos que sofrem inibic3o.

Espigas de L222 foram polinizadas com pdlen de uma
linhagem contendo um marcador genético dominante de endosperma, o
alelo "Navajo”, RMJ, que torna o dpice das sementes e o eixo
embriondrio roxos, tornando-os facilmente distinguiveis das
sementes normais de L222, incolores para esse pigmento (Kumar &
Sarkar, 1987).

Para tanto, foram plantadas 1@ linhas de 10m de

comprimento da vlinhagem Laee, ‘cujos estilo-estigmas foram
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reunidos num feixe semelhante a um pincel e mantidos presos por
fita adesiva. Em seguida, a ponta foi aparada com tesoura e
apenas a superficie do feixe de estilo-estigmas foi polinizada
por pdlen da linhagem L222, com o auxilio de um pincel, tomando o
cuidado de n3o expor as partes inferiores dos estilo-estigmas ao
pdlen. Apds 30min, o feixe de estilo-estigmas foi novamente
.cortado aproximadamente 2 cm abaixo da superficie polinizada, e
foi aplicado na nova superficie, pdlen da linhagem L?03 (BC/PIG)
contendo o gene marcador Navajo. Este tratamento foi denominado
Navajo. Como controle, foram utilizados dois tratamentos. Em
um primeiro, a linhagem L2222 teve os estilo-estigmas cortados,
como acima, sem que estes recebessem polen proprio e apds 3@min,
foi polinizada com pdlen "Navajo”. Este tratamento controle foi
denominado "C" e serviu para indicar o efeito do estimulo do
polen da L222 na inibi¢3o0 de tubos polinicos do estoque Navajo.
No segundo, a linhagem LBP2 foi também polinizada com pdlen
“Navajo"” sem qualquer preparo prévio dos estilo-estigmas. Esse
controle foi demoninado "C8",e eerviu para verificar a presenga

de efeito gametofitico contra pdlen do estoque Navajo.

3.3.2.2 Efeito de estimulo persistente:

Trabalhos como o de Pandey (1977) tém mostrado que

em experimentos de misturas de pdlen, um determinado tipo de
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polen pode facilitar o crescimento de tubos polinicos estranhos,
antes impedidos de se desenvolverem nos estilo-estigmas. |

Para testar se a produc3o de algum estimulo exige
a presenga continua de tubos polinicos prdprios, beneficiando o
crescimento de tubos estranhos, plantas da L222wx receberam pdlen
das linhagens L9062, L9910, L9937, L78 e Lé0O, toda§ com o0 gene Wx
(normal), em misturas de polen com a linhagem L222wx. Para
tanto, foram coletados, em sacos de papel, pdlen de cada uma das
linhagens-teste e da L222wx. Em seguida, o polen de todas as
linhagens foi peneirado para a retirada das anteras, e misturado
na propor¢cdo de 1:1 em volume com pdlen da L222wx. Essas cinco
misturas foram ent3o depositadas com a ajuda de um pincel nos
estilo-estigmas da L222wx, previamente cortados para facilitar a
operacao e dar oportunidade aos estilo-estigmas de receberem
grd3os de pdlen no mesmo ponto.

Essa técnica de mistura de pdlen com uso de gene
marcador, no caso o gene wx, Permite a visualizac8o da formac8o
de gridos provenientes de autofecundacfio e de fertilizaglo cruzada
com base no tipo de endosperma das sementes produzidas. A
ocorréncia de gr@os normais, ou brilhantes, indica que gr8os de
pdlen dae linhagens testadoras venceram as barreiras
gametofiticas da L222wx e fecundaram seus ovarios, em
consequéncia de algum processo que foi estimulado pela presenca
de gr3os de pdlen proprios na mistura, assim como ocorre nos
casos com pdlen mentor (Pandey, 1977). Como a planta mutante é
homozigota recessiva, WXWX, as sementes normais serdo

heterozigotas e ter3o endosperma Wxwxwx, brilhante. Do mesmo
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modo, O aparecimento de gr3os cerosos, de endospPerma WXWXWX,
indicar3o a ocorréncia de autofecundacdo.

Foram polinizadas um minimo de 18 espigas da
L222wx em cada um dos cinco tratamentos, que receberam polen das
cinco linhagens testadoras em mistura com L222wx. A frequéncia
de gr8os normais foi calculada em cada espiga. Como controle,
foram realizados pelo menos 20 cruzamentos de L222wx, como fémea,
com cada uma das cinco linhagens-teste e sem mistura de pdlen,
com o objetivo de confirmar a presenca do efeito gametofitico na
linhagem mutante L222wx. Num outro tratamento wutilizou-se
mistura de pdlen de L2222 e L9903, com o alelo marcador Navajo, na
tentativa de verificar se a presenca de pdlen prdprio facilitaria
a fecundagcZo com pdlen estranho, RN, cuja semente produzida, de
apice roxo, € facilmente distinguivel da semente brilhante

resultado da fertilizac3o com pdlen de L222.

3.3.3 Medida do difmetro do grio de pdédlen:

Para esse experimento as seguintes linhagens foram
avaliadas para didmetro do gr3o de pdlen: L222, L222wx, L902,
L?1@6, L937, L78 e L6O, para testar a hipdtese de que nZo existem
diferencas no didmetro dos grd3os de pdlen, entre as diferentes
linhagens, que poderiam ser responsdaveis por impedimentos

mec8nicos & fecundacio em L222, como foi sugerido por Laurie &
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Bennett (1989) para cruzamentos interespecificos em milho. Foram
coletados graos de polen de 10 plantas, por linhagem, escolhidas
ao acaso. De cada planta foi montada uma 138mina, onde os gr8os
eram colocados sobre uma gota de dgua destilada, com o auxiiio de
um pincel e destas, foram medidos 20 gr3os em microscopio munido
de ocular graduada.

Através de Andlise de Varidncia e Teste de Tukey
foi feita a comparagdo ehtre as medidas de didmetro de cada
linhagem, em dois anos consecutivos, para verificar possiveis

alteracdes de didmetro em consequéncia de alteragBes ambientais.

3.3.4 Microscopia de Fluorescéncia:

Para testar a hipdtese de que tubos polinicos
estranhos nd3o penetram e/ou crescem nos estilo-estigmas de L222,
como ocorre normalmente em cruzamentos incompativeis em outras
gramineas, esta linhagem vecebeu pdlen de duas linhagens
testadoras de grupos diferentes: uma derivada da Cultivar
Nutrimaiz, Lé0Q, e outra originada da raga Cateto, de endosperma
flint laranja, L902.

Esse tipo de microscopia permite visualizar, a
fresco, tubos polinicos no interior de estilo-estigmas e
acompanhar seu desenvolvimento. Os estilo-estigmas de L222

polinizados com pdlen prdprio foram utilizados como controle



experimental . Apds a polinizac8o em campo, as espigas foram
colhidas em intervalos de 5 hs, constituindo os tratamentos de 35,
10, 1S5, 20 e 25 hs, em trés repeticles distintas. Esses
intervalos foram escolhidos porque resultados preliminares em
nosso trabalho mostraram que por volta de 16 hs, comegcavam a
ocorrer diferencas entre o crescimento de tubos polinicos das
linhagens testadoras e os tubos da linhagem L222.

O procedimento para a preparacdo do material foi o

seguinte, modificado de Martin (1959):

- Fixag¢do das espigas em FAA 80X (5 Formalina:5 Ac. Aceético:9
Etanol S50%) por, no minimo, 24 horas.

- Incubagdo do material - Estilo-estigmas destacados tratados
com NAOH 9N a 5¢ 9C por aproximadamente 3@ min, para obter
tecidos mais transparentes e macios.

- Lavagem do material em dgua destilada, trocada a Eada 15
minutos, durante um minimo de i1 hora, ateé desaparecerem os
sinais de NAOH do meio.

- Colorac8o em solug3o aquosa de Aniline Blue ©,1% em K3P04
@,1N, por no minimo, 15 horas.

- Montagem do estilo-estigma em 13mina com uma gota de corante e
leve esmagamento sob laminula.

- ObservacBo feita imediatamente apds o preparo, em microscépio
Zeiss com luz UV, sem filtro seletor para A especificos.

Em cada 13amina foi marcado o local aproximado de
interrupgcdo dos tubos, e a distdncia deste ponto até o apice do

estilo-estigma, bem como o comprimento total deste, medido com o
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>auxilio de um barbante fino.

Os tubos polinicos geralmente apresentam forte
reac80 de calose, que sob este tratamento, fluorescem em verde
intenso contra o fundo opaco do estilo-estigma. Desta forma,
pode-se visualizar como tubos polinicos prdprios e das diferentes
linhagens testadoras se comportam nos estilo-estigmas de L222. &
possivel também, acompanhar o crescimento dos tubos desde a sua

entrada no tricoma, até sua entrada no ovario, bem como

determinar onde ocorre sua intervupg¢io.



4. RESULTADOS E DISCUSSXO:
4.1 ANALISE GENeTICA:

4.14.14 Linhagem LR22 como f@mea de familias com

frequéncia variada de genes da L2B2:

0 comportamento geral de granagd@o da linhagem L222
como receptora de pdlen das vdrias familias derivadas da L222 é
mostrado na Tabela 1. 0 emprego da L222 como fémea das
linhagens testadoras L9e2, L?10, L?37, L78 e L6@®, resultou em
quase absoluta auséncia de gr3os, variando de 85,7 a 100% de
espigas da classe 0, indicando a presenca de efeito gametofitico
extremamente forte em estilo-estigmas da L2222 contra tubos
polinicos das linhagens testadoras. Isso fica claramente
caracterizado nos cruzamentos feciprocos envolvendo o0s mesmos
parentais, tendo a L222 como macho, onde houve formagcdo de
espigas perfeitamente granadas. Nos cruzamentos em que a
linhagem L222 recebeu polen de plantas das familias derivadas
dela com as linhagens testadoras, a L222 mostrou grau variado de
compatibilidade, formando espigas com granac3o também variada,
de acordo com a frequéncia de genes da Laée. 0 comportamento da
linhagem L2222 foi semelhante ao descrito por Demgrec (1929},
Schwartz (1950) e Nelson (1952) em milho pipoca. Segundo estes
trabalhos, a maioria das variedades de pipoca possuem o gene Ga$®,
que provoca o bloqueio de tubos pPolinicos ga, presente em todas

as variedades de milho normal, mesmo na auséncia de competigio



Tabela 1. Tipo de granag8o em espigas resultantes do
cruzamento da L222 com progénies derivadas de
seu cruzamento caom as cinco linhagens testadoras.
Neste caso, a L222 atuou como fémea.

Fonte de Total Classes de Granag8o Porcentagem
de | ——mvmmemmeemmceee—e— da
Polen Espigas ] 1 2 3 Classe ©

L2222 297 13 74 107 103 4,38

L902 a1 18 02 21 ("] 85,71

Fq(902x222) 43 o o2 17 24 0,00

Fp(?02x222) &9 %4 28 21 36 5,80

?02(BCr/2e2) 62 r=4:] 08 18 28 45,16

e22(BC/902) 74 oe 13 24 35 2,70

L9190 57 56 ot 0 0 98,25

Fq(910x222) 57 o1 15 29 12 1,75

Fp(?10x222) 100 25 22 53 20 5,00

910(BC/R22)> 35 i9 01 11 04 54,29

222(BC/910) 69 ] 16 33 20 0,00

L?37 35 33 Q2 o o ?4,29

F4(9237x222) 55 o2 16 20 17 3,64

Fa2(937x222) 79 09 16 34 20 11,39

2?37 (BC/222) 58 35 23 15 1] 60,34

222(BC/937) 64 ] 08 36 20 0,00

L78 i9 i8 o1 0 o 24,74

Fq (78x222) 44 23 11 19 11 6,82

Fa (78x222) 84 09 08 35 32 10,71

78 (BC/222) 835 44 09 e1 11 51,76

a2ee (BCr78) 81 04 15 38 24 4,94

L&O 24 24 0 0 ") 100,00

Fq (60x222) 54 23 15 28 28 5,56

Fa (&0x222) 61 I 1] 27 15 18,03

69 (BC/222) 47 24 08 10 05 51,06

222 (BC/60) 54 "] 11 ee 21 0,00
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com tubos Ga¥®.

Desta forma, a L2228 seria uma linhagem incomum de
milho normalipor possuir um gene gametofitico, provavelmente do
tiro Ga®, a0 invés de ga, presente em todas as 1linhagens de
milho comum. Genes Ga diferem do gene provavelmente presente em
L222, uma vez que graos de pdlen ga fertilizam normalmente
estilo-estigmas GaGa, S0 ocorrendo inibic3o de seus tubos na
presenca de competi¢cBo com tubos de gendtipo Ga (Demerec, 1929).
Como visto, nos estilo-estigmas da L222 qualquer tipo de grio de
pélen de milho normal é bloqueado, independente da presenca de
competicd30 com seu proprio pdlen. Assim, o gene que esta
presente em L222 apresenta fendtipo do tipo Ga® e ndo do tipo Ga.
Se a heranga destes genes é do tipo mendeliana, como se postula,
€ esperado 9que quanto maior for a contribuicﬁo da L222 para a
formac8o de uma determinada progénie, maior deverda ser a granagdo
das espigas resultantes de seu cruzamento com pdlen dessas
Progénies, pois mais gr3os de pdlen do tipo Ga® seriam produzidos
pelas plantas. Os dados da Tabela 1 parecem estar de acordo com
essa suposic3o. Tanto os Fy, Fp e 222(BC/L), que formam no minimo
50% ‘de gametas Ga', apresentaram alta taxa de espigas bem
granadas, acima de 80X, principalmente das classes 2 e 3, para
todas as 1linhagens testador;s. A producdo de no minimo metade
dos gr8os de pdlen com gene do tipo Ga® e a polinizag8o com
excesso de pdlen devemter contribuido para a boa granag@o das
espigas.

As menores porcentagens de espigas granadas, entre

o e 5%, foram obtidas nos cruzamentos entre L2222 e as linhagens



testadoras, como era esperado, uma vez que as Ultimas sé produzem
grios de pdlen ga, incapazes de fertilizar os estilo-estigmas do
tipo Ga®Ga® da L222. O aparecimento de algumas espigas com
poucas sementes poderia ser resultado de contaminac3o por gr3os
de pélgn do tipo Ga®, no momento da polinizag¢do, visto que as
progénies foram plantadas proximas umas das outras e da L222.

Embora a polinizag8o artificial seja rdpida, pode ocorrer a
entrada de pdlen estranho pela acfio do vento forte, de insetos
que se alimentam de podlen, ou por furos n3o notados nos sacos de
protec3o das espigas. A taxa de contaminac3o € dificil de ser
avaliada, a n3o ser em casos onde ha a presenca de genes
marcadores. Contudo, no caso da L222, a baixa frequéncia de
contaminagdo por seu préprio pélen, do tipo Ga®, fica aparente
em campos isolados onde a L222 ¢ despendoada, uma vez que & forte
o bloqueio a todo tipo de pélen estranho.

Uma porcentagem intermedidria de granag3o, em
torno de 40-55%, foi observada nos cruzamentos da L222 com os
retrocruzamentos para as linhagens testadoras. Neste <caso,
ocorreria formac8o de baixo numero de gr3os de pdlen do tipo Ga¥%,
devido a baixa frequéncia da contribui¢cBo de genes da L222 para a
formag8o da progénie, mas que poderia ser suficiente para
superar a grande quantidade de gr3os ga e formar até espigas da
classe 3. Portanto, o simples fato de haver producﬁo de
certa porcentagem de gr3os de pdlen do tipo Ga® na progénie, ja
tornaria seu cruzamento com L222 pelo menos parcialmente fertil,
sendo o retrocruzamento para a linhagem testadora, a progénie

menos produtiva, em termos de granac¢io.



A Tabela 2, por outro lado, apresenta o
comportamento de granag3o das progénies da L222, usadas como
fémeas, frente & polinizaglo com suas vrespectivas linhagens
testadoras. O cruzamento que se mostrou mais incompativel,
depois do cruzamento da L222 com as linhagens testadoras, foi o
do tipo 222(BC/L)x L, com mais de 60% de espigas da classe O nas
polinizacBes com L9910, L937 e L6O, S1% com a L9002 e 43% com a
.78 . Esse comportamento seria o esperado se essa caracteristica
mostrasse segregacdo mendeliana para um loco, pois a progénie
deveria ser formada de 50% de plantas com gendtipo Ga¥ga, que
deveria, portanto, aceitar pdlen do tipo ga. No mesmo raciocinio,
0 retrocruzamento para a linhagem testadora, L(BC/222) deveria
produzir plantas do tipo Ga®ga e gaga em igual proporgdo, sendo
que ambas aceitariam pdlen ga vindo das linhagens testadoras. Os
dados observados também confirmam esta hipdtese, pois esse foi o
cruzamento mais compativel em todas as familias, formando menos
de 12% de espigas da classe @, exceto para L9902, que formou 25%
de espigas desta categoria.

Igualmente, o Fp deveria segregar 1/4 das plantas
com gendtipo do tipo Ga®Ga®, que n3o permite crescimento de tubos
ga, 1/2 do tipo Ga®ga e 1/4 gaga, que recebem normalmente pdlen
do tipo 9a. Desta forma, 75% das plantas Fp segregantes cruzadas
com as linhagens testadoras deveriam formar espigas granadas, o
que estd de acordo com os dados da Tabela 2, pois a porcentagem
de espigas granadas variou de 47 a 8% para esses <cruzamentos,
que representa granacﬁé consideravel se comparada aos valores de

granacio da L222 autofecundada (Tabela 1).



Tabela 2. Tipo

cruzamento

de

das -

granagao em espigas resultantes do

linhagens testadoras com as

progénies derivadas do cruzamento da linhagem L222

com as

cinco

linhagens testadoras.

Neste caso, as

progénies atuaram como fémeas dos cruzamentos.

L2aexLye2

Fq(?02x222)xL 702
Fp(902x222)xlL 702
902 (BC/222)xL902
222(BCrs702)xL 702

L222xL910
Fq(910%222)%L910
Fa(910x222)xL910
910(BC/222)xL.910
. 222(BC/910)xL?10

L222XL937
F4(937x222) xL937
Fa(937x2B2) xL937
937 (BC/222) xL937
222 (BC/937)xL937

L22exL.78

Fyqy (78x222)x L78
Fp (78x222)x L78
78 (BCrs222)x L78
222 (BCrs78)x L78

L22exLse

Fq (60x222)x L6O
Fa (60x222)x L6©
60 (BCr/222)x L&6O
222 (BC/&0)x L&O

21
42
107
73
?6

57
56
64
45
37

Classes de Granagio
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Finalmente, as' plantas Fy, de gendtipo do tipo
Ga®ga, deveriam receber pdlen ga das linhagens testadoras, sem
discriminagc8o e formar poucas espigas sem gr3os. Isso foi
confirmado parcialmente pelos dados da Tabela 2, onde a
porcentagem de espigas classe @, para as familias L&0® e L78, ndo
passou de 9%. No entanto, para as familias L937, L902 e L?1i0 a
porcentagem de espigas sem grdos foi relativamente alta,
respectivamente 23, 30 e 50%, mostrando que a L222 pode revelar
um certo grau de domindncia para o gene gametofitico nos estilo-
estigmas dos‘Fi citados.

Para complementar a ilustracido do efeito
gametofitico presente na L222 fez-se a andlise de varidncia para
cada familia nos cruzamentos da L222 com suas progénies e destas
com as linhagens testadoras, para a porcentagem de granacdo.
Todos o0s valores de F foram altamente significativos ao nivel de
1 e 5%, apontando diferengcas significativas entre os cruzamentos.
0 efeito gametofitico da L222 foi avaliado de duas maneiras
distintas: porcentagem de granacdo e classes de granacio. Para
verificar a coeréncia entre os dois métodos, foi estimado o
coeficiente de correlagdo entre essas duas varidveis. O resultado
foi surpreendente, mostrando um r= ©.93 para 0% cruzamentos onde
as plantas da L2222 atuaram como fémea e um r= 0.90 para os
cruzamentos onde as progénies derivadas da L222 foram cruzadas,
como fémeas, com as linhagens testadoras. Esses resultados
indicam que o0s dois métodos sdo igualmente aplicdveis e uma vez
que a separaéﬁo visual em classes @ mais simples e rdpida, poder;

se-d adotd-la doravante.
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A Tabela 3, correspondente a Tabela 1, mostra os
resultadosvdo Teste de Tukey para a porcentagem média de granagio
nos cruzamentos onde plantas da linhagem L222 atuaram como
fémeas . Os dados foram retransformados em porcentagem para
melhor visualisacdo das diferencas. De uma forma geral, os
cruzamentos da L2222 com as linhagens testadoras produziram a
menor taxa de formacd@o de gr8os, seguidos dos cruzamentos com as
progénies do tipo L(BC/222), o que pode ser explicado pela
maior frequén;ia de genes da linhagem testadora nestes
Cruzamentos. Por outro lado, os cruzamentos do tiro
LaaexFq (Lx222), L22axFp(Lx222) e La2ea2xL222(BC/L), se comportaram
de modo semelhante, ficando sempre agrupados com taxa média de
granacdo ao redor de 50%, porcentagem muito semelhante a taxa de
granagd3o maxima observada na autofecundag8o da L222, que oscilou
de 46 a S4%. A taxa de granacdo em plantas autofecundadas
deveria ser superior a 88X, mas particularmente na linhagem L222,
ocorre ampla variagc@o no vigor das plantas, que se traduzem em
diferengcas no ¥lorescimento e protrandria, que acabam afetando a
- producio de polen e a disponibilidade de estilo-estigmas
receptivos no momento da poliniza¢3o, e que obviamente, afetam a
taxa de granac3o. Nesta linhagem, o ideal seria trabalhar com
alto numero de plantas por repeticio, para poder estimar melhor
esses efeitos.

Tendéncia semelhante foi observada nos cruzamentos das
progénies derivadas da L222, como fémeas, das respectivas
linhagens testadoras. De uma maneira geral, notou-se que & medida

que a frequéncia de genes da L222 aumenta nas progénies, como € o



Tabela 3.

LagexL

L222xF 4 (Lx222)

L.222xF 2 (Lx222)

L22axL(BC/22a2)

La22axa222(BCL/L)

41

Teste de Tukey para porcentagem média de grana¢lo
em espigas obtidas do cruzamento da L222 com
as progénies derivadas do cruzamento da L222 com
as cinco linhagens testadoras. Neste caso, a

L222 atuou como fémea dos cruzamentos.
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2,97 a 0,11 a 0,49 3 0,11 3 0,01

62,50 ¢ 43,20 ¢ 42,70 ¢ 29,20 b 36,40 ¢

95,50 ¢ 45,90 ¢ 46,40 ¢ 54,40 ¢ 42,30 cd

25,10 b 26,10 b 25,10 b 26,80 b 18,70 b
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% Letras distintas na mesma coluna representam diferengas

significativas, ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.
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caso das progénies do tipo Leea(BCsL)y, reduz-se

significativamente a porcentagem de granacio das espigas

resultantes de seus cruzamentos (2,8 a 19,7%), ao receberem
pdlen das respectivas linhagens testadoras (Tabela 4). De modo
oposto, nas progénies do tipo L(BC/222), onde aumenta a

frequéncia de genes das linhagens testadoras, aumenta-se também
a taxa de granac8o (25,1 a 53,5%). Na Tabela 4 observa-se ainda
que, nos cinco casos estudados, esses dois tipos de progénies
contrastantes diferem significativamente pelo teste de Tukey. Ja
as progénies Fq(Lx222) e Fp(Lx222) pouco diferiram, confirmando
os resultados esperados, ja que as frequéncias génicas para os
genes gametofiticos da L222 ai presentes, n3o diferem entre si.
Para se estudar a natureza da heranga do efeito
gametofitico, estimou-se, primeiramente, a correlac3o entre a
frequéncia génica do gene gametofitico no pdlen das plantas das
vdrias progénies, envolvendo genes da L222 e das linhagens
testadoras, e a porcentagem de granagd3o em espigas resultantes da
polinizag8o em estilo-estigmas da L222. Num segundo caso, foi
determinada a correlaclo entre a frequéncia génica do gene
gametofitico nos ovdrios das plantas das progénies e a
porcentagem de granac3o nas espigas resultantes da polinizaglo
com podlen de plantas das linhagens testadoras. 0 resultado ¢
mostrado na Tabela 5. Os dados indicam que os valores de
correlacgdo sdo relativamente altos, na maioria significativos, o
que sugere que os efeitos genéticos s3o evidentes,
ctonsequentemente garantindo a essa caracteristica uma alta

herdabilidade.



Tabela 4.

La2axl

Fq(Lx222) %L
Fa(lLx222) xL
L(BC/222)xL

222(BC/LxL

———— oy -

* Letras

653

Teste de Tukey para porcentagem média de granagdo
em espigas obtidas do cruzamento das linhagens
testadoras com as progénies derivadas do
cruzamento da linhagem Laze com as tCinco
linhagens testadoras. Neste caso, as progénies

atuaram como fémeas.
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.97 a 0,11 3 0,49 g 0,11 a 0,01

5:90 .b 7:50 bC 35:00 b 29)60 b 32)70 [

9,80 b 14,00 ¢ 27,50 b 18,20 b 8,10 b

25,10 ¢ 35,00 d 33,60 b 53,50 ¢ 31,40 ¢

9,80 b 2,80 ab 6,40 a 19,70 b 3,20 ab

- s " e M . v 18 S oo G B SIS D oD WS g S GWE N fn GS WE U S R D o S GBS AR s WAL D Y S SHE VR P AP R e Men e e We min

distintas na mesma coluna representam diferencas

significativas, ao nivel de 5%, pelo teste de Tukey.



Tabela 5.

Progénies
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Correlagc@o entre frequéncia génica do gene
gametofitico nas progénies derivadas dos cruzanenfos
da L222 com as linhagens testadoras, e a porcentagem
média de granaciio em duas situacles. Em uma a L222
atuou como fémea de suas progénies e, em outra,
as progénies atuaram como fémeas das linhagens

testadoras

L9e2 L?10 L937 L78 L&O

Laee -0,94" -0,92" -0,96" -0,90" -0,97*

Linh.Testadoras Progénies -0,87 -0,97% -0,94" -0,94* -0,90x

# Coeficientes significativamente diferentes de zevo pelo teste

2z de Fisher, ao nivel de 5X.



4.1.2 Teste de Alelismo:

0 fato do forte efeito gametofitico da L222
expressar-se qualitativamente nos varios cruzamentos com as
linhagens testadoras, levou-nos a efetuar testes com os genes Ga
e Ga® do cromossomo IV. A Tabela é apresenta os resultados dos
cruzamentos da linhagem L222 com os testadores para Ga e Ga¥®,
além de duas linhagens ﬁe milho de endosperma normal,
L?03(BCa/910) e L9937, utilizados como contole e a variedade
Pajimaca, de endosperma ‘''sugary’”. Estes controles permitem
avaliar o grau de intensidade do efeito gametofitico presente na
linhagem L222. Do cruzamento da L222 com L903(BCp/?10) foram
obtidas apenas 703 sementes em 836 espigas polinizadas, quando um
total de 148 408 seriam esperadas se ndo ocorresse este efeito. 0
cruzamento com L%37 mostrou-se totalmente incompativel, sendo que
em 10 espigas nenBum grio foi formado.

A linhagem L222, apesar de ser milho normal e ni3o
ter qualquer parentesco com milho pipoca ou milho doce, ao ser
utilizada como fémea, apresentou granacd3o surpreendente com os
dois estoques de Ba, indicando, sem duvida, ser homozigota para
alelos do loco gametofitico Ga. 0 estoque de Ga, F3(902x0Basu),
€ constituido de germoplasma de milho doce e milho normal
enquanto que POP150 (Ga®) é uma populac8o de pipoca
origindria do sintético HPXD-1i, produzido pela Purdue University,

Indiana, EUA. Como o  milho Pajimaca, que ha anos vem sendo
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Tabela 4. Numero de espigas em cada classe de granagdo,
obtidas do cruzamento da L222, como fé&mea, com os
estoques de Ba, Ga® e milho Pajimaca (su). As
linhagens L903(BCp/?10) e L9937 ndo apresentam
efeito gametofitico e foram, por isso, usadas
como controle experimental.

Cruzamento Tgtal Classes de Granagdo
@ @3 emeeeee—c e

(FémeaxMacho) Espigas o 1 2 3

L228x9e3(BCp/210) 836 809 27 o o

L222xL 937 i0 i0 0 o /]

La2exF3(902xGasu) 6 0 1 3 2

L222xPOP150(Ga®) 7 0 1 2 4

L222xPajimaca(su) 8 ) 0 6 2

POP150(Ga®)xL222 i o o 0 1

Pajimaca(sul)xbL22e 5 ) o 1 4

Pajimaca(su)xPOP150 ] 0 o 1 4

Pajimaca(su)xFg3(902xGasu) 8 o o 3 9

- —n - - {irp o G Sy S Y S ol W LS g W W iy o D B Uy S D Gqos T D " i n S S8 D v A S Sy o o " i
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utilizada comercialmente no pais em plantios isolados para o
enlatamento, foi capaz de induzir excelente granagdo em L222,
conclue-se que esse sintético também é portador de alelos Ga.

A linhagem POP150(Ga®), portadora do alelo Ga$%,
apresenta granac8o no maximo de 10-15%, quando polinizada por
plantas de wmilho normal, homozigotas para o gene ga (Silva,
comunicac3o pessoal). Seu cruzamento com L2282 resultou em
espigas bem granadas, tanto como fémea como no cruzamento
reciproﬁo. A variedade Pajimaca, como fémea, também produziu
espigas com boa granacido ao ser polinizada com L222, POP1i350 e com
o estoque Ga F3(902x Gasu), confirmando que a variedade Pajimaca
é portadora do fator Ga.

0 fato da L2222 granar com linhagens portadoras de
Ga, Pajimaca e F3(902xGasu), e com a populagdo POP150(Ga%),
significa que ela possui genes dominantes no loco BGa, mas nfo
garante que o alelo seja, com certeza, o Ga®. A incapacidade da
Le2e2 formar sementes com pdlen de dezenas de linhagens normais,
indica a possibilidade do gene ser do tipo super—gametofitico.
Portanto, pode-se dizer que, se a L222 n3o possui o alelo Ga$,
ela deve possuir um outro alelo n3o conhecido, de efeito andlogo
ou ainda mais acentuado que Ga®. Isto porque variedades de pipoca
portadoras de Ga®, exibem 10 a 15% de grana¢8o quando cruzadas
com milho normal (Silva, comunicacdo pessoal), enquanto a L2282
nin forma sementes na presenca de pdlen ga. Um estudeo comparative
do alelo "“Ga" da linhagem L222 com o alelo GBGa® presente em
certas pipocas, em cruzamentos reciprocos usando mistura de pdlen

com genes marcadores, podera elucidar este ponto.
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4.2 ANALISE DA EXPRESSAO DO GENE GAMETOFiTICO:

4.2.1 Efeito da idade do estilo-estigma na agio

gametofitica:

A Tabela 7 mostra a granaclo das espigas obtidas
do cruzamento da L2822 com as cinco linhagens testadoras nos
diferentes tratamentos qQue traduzem estagios fisiolodgicos
distintos dos estilo-estigmas. Nestes cruzamentos, os gridos de
pdlen das linhagens L9190, L937, L78 e L6@ mostraram-se incapazes
de completar fertiliza¢3o nos estilo-estigmas da L222, em todos
os tratamentos, produzindo 100% de -espigas sem gri3o. o
cruzamento da L222 com a linhagem testadora L9902 mostrou um
comportamento um pouco distinto dos demais, apresentando 4,5% de
espigas da classe 1, enquanto que os cruzamentos com as outras
linhagens n3o produziram espigas desta classe. Em cada um dos
tratamentos polinizados com L?02, formou-se apenas uma espiga da
ctlasse 1, com 35, 6, 4 e 11 sementes, respectivamente nos

tratamentos ‘“cortado”, “2cm’”, "Scm” e "velho”, o que pode ter
sido resultado de contaminac8o com pdlen da LBR2, uma vez que a
inibicdo nas outras quatro linhagens testadoras foi muito
pronunciada.

| Esses vresultados indicam claramente n3ac haver
alterag8o da express3o do efeito gametofitico ao 1longo do

periodo receptivo dos estilo-estigmas da L222, como ocorre, por

exemplo, em Lilium. Nessa espécie, o crescimento de tubos



Tabela 7.
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Efeito da idade dos estilo-estigmas na acgdo
gametofitica da linhagem L222 em quatro estdgios de
desenvolvimento do estilo-estigma, recebendo pdlen
das cinco 1linhagens testadoras, ao longo de dois
anos consecutivos, exceto para a Lé0. € mostrado o

nimero de espigas da classe @ (S) e o numero de

-espigas da classe 1 (G).

——— i o . —n > - -

L - S S " S R - o - - O o S W VS S SHD S ek W e W WD WS A D VA it LD I ot YD Wi b N WS S U oo

Tratamento Linhagens Testadoras
do P02 Q10 937 78 60

Estilo-estigma S G S G s G ] G S G

Cortado 14 1 17 ] 9 ] 7 o 8 @

2 cm i9 1 24 0 ee 0 19 o 15 /]

S cm 26 i 24 "] 20 e 17 ] 14 @

Velho 25 1 17 0 18 ] 20 "] i8 ']

Total 84 4 g2 0 69 o 63 @ 595 "]
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incompativeis ocorre apenas em flores mais wvelhas (Ascher &
Peloquin, 1966).

Poderia se esperar a possibilidade de um
abrandamento do efeito gametofitico em estagios extremos de
desenvolvimento dos estilo-estigmas e que, consequentemente, os
tratamentos "Cortado” e "Velho"” produzissem alguma granagido, que
se localizaria respectivamente, nas porcdes basal e apical das
espigas. Como a produc3o de gr3os em todos os tratamentos foi
praticamente nula, conclue-se que o efeito gametofitico &

expresso continuamente nos estilo-estigmas da L222.

4. 2.2 Efeito de estimulos de tubos polinicos da L2222 na

aclo gametoftitica contra tubos polinicos ga:

4.82.8.1¢ Efeito de estimulo transitdrio:

‘Neste caso instalou-se um Bnparimento para testar
se a presenca de grios de pdlen da L222 em seu prdprio estilo-
estigma estimularia o crescimento de tubos polinicos estranhos.
A polinizag3o da L222 com a linhagem L903(BC/PIG), tendo o gene
RNJ  como marcador, apds corte de 2cm dos estilo-estigmas da L2282
anteriormente polinizados com seu proprio pdlen, resultou em.55

espigas, das quais 9 apresentaram granac3o, mas nenhum gr3o roxo
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(RNI--), proveniente do cruzamento com podlen Navajo, foi
encontrado (Tabela 8). 0 aparecimento de algumas espigas
granadas (classes 1 e 2) parece indicar que o tempo de 3@min
permite que poucos gr@os da L222 germinem e consigam que seus
tubos crescam mais de 2cm antes da polinizagcdo com pdlen com
alelo RNJ . Segundo Heslop-Harrison (197%9c), a taxa de crescimento
de tubos polinicos em milho é, em média, de 3 pm/seg, resultando
em 30min, num crescimento aproximado de 0,54cm ou cerca de um
quarto do comprimento de estilo-estigma cortado no experimento.
Assim, o aparecimento de espigas com mais de 4 grdos sugere que
alguns gr8os de pdlen da prdpria linhagem podem ter caido mais
proximos ao apice da espiga, abaixo do local de corte dos estilo-
estigmas, podendo crescer e completar a fertilizac¢do.

No tratamento controle (C), em que os estilo-
estigmas da L2222 foram tratados como no tratamento com gene
marcador, mas sem poliniza¢c3o prévia com L222, 100% das espigas
formadas foram da classe 0. A n8o formac3o de espigas com grios
estd em concordincia com os experimentos anteriores, com as
linhagens testadoras, pois o forte efeito gametofitico «contra
pélen RNJ, bloqueia seu crescimento nos estilo-estigmas da L222.
Isso mostra que no tratamento com o marcador Navajo ndao ocorre
qualquer efeito do pdlen da L222 que possa alterar o efeito
gametofitico, diminuindo a 1inibig3o dos tubos polinicos
portadores do gene ga.

0 tratamento denominado controle simples (CS),
envolvendo apenas a polinizacdo do marcador Navajo em estilo-

estigmas da Laaé, confirma que o efeito gametofitico desta
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Tabela 8: Tipo de granag8o das espigas da L222 resultantes
da poliniza¢c30 com a linhagem L903(BC/PIG) contendo
o gene RN, que produz o fendtiro Navajo, 3@ min
apos a polinizagc80 prévia com pdlen da L222 e corte
dos estilo-estigmas. O controle (C) € analogo ao
tratamento anterior, porém sem polinizag3c preévia
com L222. No controle siﬁples (CS) a polinizaclo
foi feita com o marcador RN, porém sem

manipula¢3o0 dos estilo-estigmas.

. . . S G = > U G . M - Y B o - - D i Yt WD D WD iy DAD S Lot D S ;i e SAN Nmp M il R o T M At MU Me S Nv b W P em e n e e

Trata- Total Classes de Granag3o Porcentagem Gr3os

de s-mmeeemeeeeece—————— da Navajo
mento Espigas ] 1 2 3 Classe © Por Espiga
Navajo 55 44 & .3 @ 83,44 @
c 4 4 @ 2 e i00,0 ]

Ccs 17 17 o ) "] 100,09 o
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linhagem, inibe 100X dos tubos polinicos “"Navajo", sendo
portanto, extremamente forte, visto que as 17 espigas formédas
foram da classe @, sem nenhuma semente roxa (Tabela 8).

A caracteristica comum aos trés tratamentos ¢ a
completa auséncia de gr3os “Navajo'”, indicando que nenhum
estimulo transitdério, quer de contato, quer fisioldgico dos grios
de pdlen ou dos tubos polinicos da L222 em seus estilo-estigmas,
parece facilitar de algum modo o crescimento de tubos estranhos.
Nota-se ainda, que o efeito gametofitico da L222 contra pdlen RN
da linhagem L9@3(BC/PIG), & também extremamente forte, igualmente
as linhagens anteriormente testadas, indepéndente de haver ou nio
manipulacl8o dos estilo-estigmas. Esse tipo de comportamento
parece, pois, ndo ter qualquer semelhanca com os sistemas de
auto-incompatibilidade do tipo esporofitico, onde as provaveis
substancias de reconhecimento estariam presentes na camada
externa do grdo de pdlen e entrariam em contato com o estigma
imediatamente, provocando reacles de rejeicdo ou estimulo de

crescimento dos tubos (Heslop-Harrison, 19468, 1975).

4.2.2.2 Efeito de estimulo persistente:

Neste experimento, testou—-se a possibilidade da
necessidade de polen das linhagens testadoras contarem com

estimulos continuos, fornecidos pelos tubos polinicos da L222,
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para crescer e completar fertilizac3o em estilo-estigmas da L222.

Os dados da Tabela 9 mostram que a granagio das
espigas da L222wx, Polinizadas com mistura de 1:1 de pdlen
proprio com cada uma das linhagens testadoras, foi baséante
variavel, com representantes nas quatro classes de grana¢do. Em
todos o0s tipos de mistura de pdlen, um numero grande de sementes
de endosperma ceroso (wx) foi obtido, variando de 750 a 2044,
enquanto que o0 numero de sementes de endosperma normal foi
extremamente baixo, de 1 a 12. Isso indica que a fertilizag3o de
gamétas femininos da L2P2wx por tubos polinicos das 1linhagens
testadoras, ocorreu muito raramente, o que claramente deve ser
atribuido ao efeito gametofitico inibidor contra tubos polinicos
das linhagens testadoras.

Em um experimento paralelo, introduziu-se dois
outros tratamentos, polinizac3o da L222wx apenas com o pdlen das
cinco linhagens testadoras e autofecundag3o da L222wx, que
atuaram como controle complementar. Nesse experimento efetuou-se
a polinizac8o de 155 espigas da L22Pwx com polen das cinco
linhagens testadoras e os resultados encontram-se na Tabela 10.
Observa-se que houve forma¢io de grande quantidade de espigas sem
gréo, variando de 93,3 a 100X, confirmando que o forte efeito
gametofitico presente na L222 (Tabela 1), n8o é alterado na
linhagem mutante portadora do gene wx. No entanto, apareceram 3
espigas da clase 1, com 4, 6, e 7 sementes de endosperma normal.
Tais sementes normais, supostamente resultantes da fecundac3o de

ovarios da L222wx por grios de pdlen das linhagens testadoras,

foram germinadas 'an lado de sementes da LBRPww autofecundada e



Tabela 9.

Mistura
de

Pdlen

Le2awx+L?02

LB22wx+lL910

Leeewx+L937

L222wx+L78

L222wx+L40

- ——— - - -

Classes de granac8o de espigas e sementes
normais e (wx), resultantes da polinizac¢do de
estilo~estigmas da L2228wx por mistura de polen
Proprio com cada uma das 5 linhagens testadoras,

na proporcdo de 1:1, em volume.

- a4 n S WS o T P W S D Gem A D M N M D b LS GNP GNS U e MM GOt ek S e S R M S s . o

Classes de Granacio  Total _ Sementes
o i 2 3 Espigas WX normal
& 17 8 0 31 B2.044 i
3 25 3 e 33 1.434 1
11 18 1 1 31 750 5
o 7 11 4 ee 1.743 12
1 ] 8 4 i8 1.611 é
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Numero de espigas distribuidas em classes de

Tabela 10.
granac3o e porcentagem de espigas da classe 9,
obtidas pela polinizagc80 da L222wx com as 5
linhagens testadoras, e na autofecunda¢3o da
L222wx, em 2 anos consecutivos de experimentag¢io
Tipo Total Classes de Granag¢do Porcentagem
de de = se-mememmemeemcee—e— da
Cruzamento Espigas ) 1 2 3 Classe 0
L2BRwx w L7082 33 31 2 @ @ 73,74
LRERwK x L9160 42 44 b @ @ 27 4B
l.222wx w L9937 28 28 @ ) "] 100,00
lL.ee2wx x L78 20 20 0 e e 100,00
LERRwK » LAG an K] @ @ 9 100,00

L222wx x Autof. 85 3 a1 41 20 3,53
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dos Fyqy da L2222 -com as cinco 1linhagens testadoras, para
verificar a possibilidade de contamina¢3o nas espigas da classe
1. Nos cruzamentos com L9022 e L9190 muitas pldntulas n3o puderam
ser diferenciadas claramente em relag8o aos controles, mas
nenhuma parecia ser Fy, por serem de menor tamanho e de caule
mais delgado. Essas sementes, poderiam entdo, ter sido
originadas de contaminagBes por pdlen da L222 normal.

No tratamento de mistura de pdlen (Tabela 9), os
grios normais também foram germinados com o objetivo de observar
rPossiveis contaminaces. A ocorréncia de plantulas Fqy pareceu
ser grande, principalmente nas misturas com L78 e L&o,
respecfivamente. 91,67% (11) e 46,67% (4), além de 1 plantula em
L937, cerca de 20X das sementes formadas nesse cruzamento. Nos
outros cruzamentos, a falha na germinac3o foi alta, com
respectivamente 1, 4 e 1 sementes em L?10, L9937 e L78. Isso
mostrou que na mistura de pdlen, alguns raros gr8os de pdlen das
linhagens testadoras poderiam completar fertilizag3o. Por outro
lado, em misturas de pdlen semelhantes, envolvendo o alelo RN e
pdlen da L222, n3o houve pProducdo de gr3o algum proveniente de
fecundagiio cruzada. Além disso, em nenhum cruzamento a
porcentagem de gr8os normais atingiu 1%, taxa que pode ser
atribuida a possiveis falhas no sistema de barreiras a
polinizacdo indesejada.

O0s dados das Tabelas ? e 10 deixam claro que a
caracteristica gametofitica da L222wx n8o foi alterada na
presenca de misturas de polen com as linhagens testadoras. Grdos

de pdlen da prdpria 1linhagem, L222wx, presentes por um longo
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tempo em seus estilo-estigmas, n3o foram capazes de fornecer
estimulos suficientes para a reduclo do efeito de inibig¢83o0 tubos
estranhos, contrariamente ao que sugeriu Pandey (1977) para

sistemas de auto-incompatibilidade esporofitico.

4.2.3 Difmetro do grfo de pdlen:

Um estudo comparativo da medida do dismetro do
grdo de pdlen da linhagem L222 e das cinco linhagens testadoras
foi feito na tentativa de se detectar o efeito dessa varidvel no
crescimento de tubos polinicos em estilo-estigmas da L222, cujos
resultados est3o na Tabela 11. No primeiro ano de observacio,
o di8metro médio dos grios de pdlen das diferentes 1linhagens
variou de 93,54 um para L222, a 99,03 pm para Lé@. No segundo
ano, o0 didmetro das mesmas linhagens variou em amplitude um pouco
maior, entre 91,78 e 101,36 um. Nas medidas de 1989 a unica
diferen¢a significante no didmetro do gr8o de pdlen ocorreu entre
as linhagens L222 e L&0O. No ano seguinte, houve problemas de
germinac80 e florescimento das linhagens L1937, L78 e Lé@ e a
coleta de pdlen ndo pode ser sincronizada. A diferenga entre
L2222 e L&0 foi confirmada, embora neste ano, a linhagem L222
diferisse significativamente de todas as outras linhagens. 0
didmetro médio dos grios de pdlen da L222 sempre se mostrou
inferior aos das outras linhagens e o da Lé0, sempre teve o maior

didmetro medio, em ambos os periodos de observagio.



Letras distintas na

Tabela 11. Teste de Tukey para o didmetro médio (pm) de

grios de pdlen das linhagens L2228 normal,

e das S linhagens testadoras, medido em periodo

consecutivo de dois anos.
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Didmetro Médio

Linhagem = =  ===-m-ceme—ecececcree e
1989 i99e
L 222 - 93,04 a ' 21,78 a
L 222wx 97.97 ab 98,33 bc
L 9o2 97,18 ab 95,63 b
L 910 95,18 ab 95,92 b
1 937 96,13 ab 78,86 bc
L>78 96,20 ab 97,64 b
L 60 99,03 b 101,36 ¢

significativas ao nivel de S5% pelo Teste de Tukey.

mesma coluna representam diferencas
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Como as linhagens se comportaram de modo
relativamente pouco distinto nos dois anos, as diferengas devem
ser atribuidas a efeitos ambientais e a possiveis interagdes de
gendtipo X ambiente. As diférencas hédias entre elas,
entretanto, devem ser atribuidas também a efeitos genéticos, uma
vez que a ordem de grandeza entre elas é aparentemente mantida
nas duas condi¢8es. Alguns autores tém encontrado diferencas no
didmetro dos gr3os de um mesma linhagem num mesmo periodo de
coleta, ou em anos consecutiQos (Pfahler, 1973 e Kumar & Sarkar,
1983), como observado neste trabalho. As diferengas extremas
de 10% no didmetro do gr3o de pdlen entre a L222 e uma linhagem
testadora, podem representar uma diferenca pouco maior que 30% no
volume do esporo, o que poderia realmente oferecer alguma
limitagdo fisica para a penetracSo do tubo no tecido transmissor
do estilo-estigma, como sugeriu Laurie & Bennett (198%9), para
cruzamentos interespecificos entre milho e sorgo.

A existéncia de forte efgito gametofitico na
linhagem L222wx, entretanto, cujos gr3os de pdlen s30 dos
maiores, oferece pouco argumento para se atribuir a inibig¢3o dos
tubos polinicos estranhos a barreiras mecdnicas que dificultem

seu crescimento em estilo-estigmas da L22e.
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4.2.4 Comportamento de tubos polinicos em estilo-

estigmas da L222:

A fim de se compreender melhor a expressdo génica
da ac8o gametofitica presente em L2222, principalmente quando e
onde ocorre a inibig8o dos tubos polinicos das linhagens
testadofas, estudou-se comparativamente, o desenvolvimento de
tubos que sofrem e que n8o sofrem inibi¢3o0 ao crescerem em
estilo-estigmas da L222. Para tanto, comparou-se o crescimento
dos tubos poiinicos da L222 com os das linhagens L9092 e Lé0O,
escolhidas a0 acaso, para este experimento. Os dados de
crescimento percentual de tubos polinicos obtidos a partir de
microscopia de fluorescéncia, permitiram estimar 3 equac8es de
regressfo. Sio elas Y[ ppp= -1,99 + 3,94x para a autofecundaglo
de L2228, VY 4= 18,88 + 0,23x e Y gp9p= 20,78 + 0,35x para a
polinizac80 incompativel de L222 com as linhagens L&0 e L9602,
onde Y ¢é a taxa de crescimento do tubo polinico e x € o tempo
(horas) apds a polinizac8o. Nas Figuras 2, 3 e 4 observa-se que
as taxas iniciais de crescimento dos tubos polinicos foram bem
semelhantes, tanto em cruzamentos compativeis, com pdlen da L2222,
quanto nos incompativeis, com pdlen da L4O e da L9022, uma vez que
5 horas apds a polinizac8o, o0 crescimento dos tubos ficou ao
redor de 20X nos dois tipos de cruzamento. Esses resultados
concordam plenamente com os obtidos por Schwartz (1950), Nelson
(1952) e House & Nelson (1938) com linhagens que possuiam genes

gametofiticos, Ga®. Esses autores, no entanto, niio acompanharam
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estigmas. A equacio de regressio ¢€é dada pela

expressao Y= -1,99 + 3,94x.
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0 crescimento dos tubos polinicos por periodos suficientemente
longos, até se concretizar a fertilizaclo.

Como descrito por vdrios autores como Miller
(1919), Heslop-Harrison & Shivanna (1977) e Heslop-Harrison #¢
al (1984a, 1984b, 1985), os tubos polinicos crescem em direglo
a0 ovdrio paralelamente aos vasos condutores, sem invadi-los, em
pequeno numero e somente dois ou trés alcancam o ovirio.
Apresentam fluorescéncia em toda sua extensio e mostram poucos
acuimulos de calose, que s%o tipicos em reacles de
incompatibilidade (Dumas & Knox, 1983). Desta forma, os tubos
polinicos se destacaram do resto do estilo-estigma, sendo
facilmente localizados (Figura S), mas ndo foi possivel
evidenciar qualquer diferenca ao nivel morfoldgico que pudesse
caracterizar a reaclio como compativel ou incompativel.

0 crescimento dos tubos polinicos na
autofecundacio da L222 mostrou-se continuo e progressivo até a
chegada ao ovidrio, atigindo 100X do crescimento ao redor de 2Shs
apds polinizaglio.  Um alto coeficiente de correlacido, de 0,92,
entre a distincia percorrida e o tempo utilizado, revelam existir
uma forte relaclo linear entre as duas varidveis, o que também
indica uma velocidade de crescimento uniforme do tubo polinico da
L2282 em seus estilo-estigmas, ao redor de 4X por hora (Figura 2).

Pelo teste de Tukey os cruzamentos incompativeis,
da Lé&0 eb da L9002 em estilo-estigmas da L2222, mostraram
crescimento de tubos polinicos significativamente distinto do
crescimento dos tubos da L222 (Tabela 12). A porcentagem de

crescimento dos tubos nfo variou muito de um tratamento para



8é

Figura 5. Tubo polinico da L9022 em estilo-estigma da L222,

observado em microscopio UV, em aumento 10x.
A sela  vomior wdiea o crescimentd  do dolyo
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Tabela 12. Teste de Tukey para o crescimento percentual de
tubos polinicos das linhagens L222, L6Q e L9902 em

estilo-estigmas da L222.

"%
e
Linhagem Crescimento do Tubo Polinico
Laee 43,83 »
L6O 2e,28 b
L L9ee 26,71 b PR
XA o .

Letras distintas representam diferencas significativas ao

nivel de 5X pelo Teste de Tukey.
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outro e teve progressio extremamente lenta, sendo que a maioria
dos tubos cresceu até 25% do tamanho do estilo-estigma em L&O e
aproximadamente 30X em L9002, mesmo @25Shs apds polinizacldo. Nestes
casos, obviamente, houve pouca correspondéncia entre porcéntagem
de crescimento dos tubos polinicos e horas de polinizac3o, o que
é traduzido por um r ao redor de 0,2. As retas de regressio para
as linhagens testadoras Lé0 e L9002 estdo nas Figuras 3 e 4. 0O
baixo coeficiente de correlacdo para essas linhagens mostra uma
possivel desorganizacdo no crescimento de tubos polinicos
induzido pelo sistema gametofitico da linhagem L222, com muitos
tubos sendo bloqueados logo apds o inicio do crescimento, (10 a
20X), outros chegando a crescer cerca de 20 a 30X da diétincia a
ser percorrida, e poucos mostram crescimento superior a 40%.
- Nenhum tubo, entretanto, conseguiu atingir o ovdrio e completar
fecundag¢lio. House & Nelson (1938) observaram em milho pipoca,
que 0 crescimento de tubos em polinizacdes compativeis se dava
de modo linear e que a diminuic8o do crescimento de tubos
incompativeis era progressiva até ser abolida ao redor de 8hs. As
observacBes feitas com a linhagem L222, extendidas até 25hs apds
a polinizac3o, também levam a resultados semelhantes, sugerindo
que o gene gametofitico presente nesta linhagem de milho normal
deve, por sua caracteristica, ser semelhante ao gene presente em
milho pipoca.

No presente caso, pode-se dizer que o crescimento
de tubos polinicos de linhagens ga em estilo-estigmas Ga®Ga® da
L222 ocorre normalmente do inicio até 5-10hs apds a polinizacdo.

Apds 10hs da polinizaéﬁo esse crescimento vai sendo reduzido ateé
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ser abolido por completo, ao redor de 20-25hs, ndo permitindo que
nenhum tubo atinja o ovdrio. Esse tipo de incompatibilidade fem
resposta totalmente diferente das respostas de auto-
incompatibilidade ou de isolamento reprodutivo interespecifico em
gramineas, onde os tubos s3o inibidos na superficie do estigma,
no inicio do crescimento (Mock & Loescher, 1973; Shivanna e¢ al,
1978) . Este trabalho parece indicar que o crescimento dos tubos
incompativeis comeca a sofrer reduclo gradativi. talvez no
momento de transic30 entre o crescimento autdnomo e o dependente
de reservas do estilo-estigma. € possivel que a reaclio sé ocorra
quando o tubo comega a ter necessidade de aproveitar as reservas
do estilo-estigma e se mostra incapaz de induzir tal resposta,
como prop8e vdrios trabalhos de Nelson (1952), Mock & Loescher
(1973), Heslop-Harrison & Heslop-Harrison (1982) e Heslop-
Harrison #¢ al (1984b), ou ainda por reacdes de incompatibilidade
do tipo imunoldgica, também sugerida por Nelson (1952). De
qualquer forma, os resultados contrariam a hipdtese de
incompatibilidade pds-zigdtica (Schwartz, 1950), visto que tubos

incompativeis n3o conseguem alcancar o ovidrio.



70

5. CONCLUSBES

i. 0 efeito gametofitico presente na linhagem de milho normal
L222, que se manifesta em seus estilo-estigmas inibindo o
crescimento de tubos polinicos de outras linhagens de wmilho
normal, € extremamente forte e, possivelvente, mais seletivo que

0s que tem sido descritos até agora.

2. 0 comportamento da L222 tanto nos cruzamentos com as
linhagens testadoras, como nos testes de alelismo, permite
concluir que a linhagem L222 apresenta um alelo do tipo super-
gametofitico, Ga®, da série alélica do loco Ga do cromossomo IV.
€ descrita pela primeira vez uma linhagem de wmilho normal
possuidora deste alelo que era conhecido apenas em algumas
populacBes de milho pipoca e outras raras populacBes de milho

doce.

3. A idade fisioldgica do estilo-estigma da linhagem L222 nio
altera sua caracteristica gametofitica de inibi¢3o de tubos

polinicos estranhos.

4, A presenca de gri3os de pdlen ou tubos polinicos da
linhagem L222, normal ou wx, ndo atenuam a capacidade de seus
estilo-estigmas inibirem tubos polinicos estranhos, indicando
tambem, n8o haver producio de qualquer tipo de estimulo,

témporirio ou permanente, que poderia auxiliar o crescimento dos
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tubos estranhos.

5. 0 didmetro dos gr3os de pdlen no germoplasma estudado
parece nao ter qualquer efeito no crescimento de tubos polinicos

estranhos ao longo dos estilo-estigmas da L222.

é. Em estilo-estigmas da L222, os tubos polinicos tanto da
L222 quanto das linhagens testadoras, tém germinaclo e taxa de
crescimento iguais até aproximadamente 5 a 10hs apds polinizag¢io,
quando atingem cerca de 30X do percurso até o ovdrio. A partir
desse periodo, 08 tubos estranhos tem seu crescimento reduzido e
ndo chegam a atingir metade da distdncia até o saco embrionidrio.
Tubos de L222, no entanto, tém crescimento linear, na base de 4%

por hora, alcancando o ovdrio entre 20 e 25hs apds a polinizacdo.
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6. RESUMO

0 estudo do comportamento incomum de uma linhagem
de milho normal, L222, mostrando acentuada deficiéncia de
granac8o em cruzamentos com varias linhagens, constituiu o
objetivo principal deste trabalho. Virios experimentos foram
realizados para se entender as bases genéticas dessa
caracteristica. Cruzamentos artificiais da L222 com 3 linhagens
de milho normal de caracteristicas distintas foram realizados, e
as varias progénies derivadas desses cruzamentos foram cruzadas
tanto com a linhagem L222 como com as cinco linhagens amostradas.

vDestes cruzamentos ficou evidenciado que a
linhagem L222 apresenta efeito gametofitico extremamente forte,
inibindo tubos polinicos de outras linhagens. Testes de
alelismo indicaram que a L222 apresenta um alelo do tipo super-
gametofitico (Ga%), no 1loco Ga do cromossomo IV, pela primeira
vez descrito em uma linhagem de milho normal.

Estudos da intera¢do de tubos polinicos inibidos
X tecido estigmdtico da L222, mostraram que nenhum estimulo,
transitdrio ou permanente, desencadeado pela presenca de tubos da
L222 em seus prdprios estilo-estigmas auxiliam o crescimento
dos tubos estranhos. As diferencas registradas no didmetro dos
grios de pdlen da L222 e das linhagens testadoras pareceu ndo ter
participac8o na expressio do gene gametofitico.

A germinacdo e o crescimento de tubos polinicos da
L2222 e dos tubos polinicos estranhos em estilo-estigmas da L2222

sfo semelhantes ateé aproximadamente S5 a 10hs. Apds esse
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periodo, o crescimento dos tubos polinicos estranhos é reduzido,
ndo atingindo a metade da distincia até o ovdrio. Tubos da L222,
ao contrdrio, tem crescimento linear, na velocidade de 4% por

hora, alcangcando o ovario entre 20 e 25hs apds a polinizagdo.
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SUMMARY

The study of an unusual behavior of a field corn
inbred 1line, L2222, showing a poor seed set when crossed with
field corn inbreds, was the main purpose of this work. Several
experiments were made to undestand the genetic basis of this
feature. Artificial crossings of L222 with five distinct
inbred lines of field corn were made and families derived from
those crosses were crossed with L222 as well with the five
tester inbred lines.

From those crosses it was shown that L222 reveals
a very strong gametophytic effect, inhibiting foreign pollen
tubes. Allelism tests pointed out that L222 has a super-
gametophytic allele like that in the Ga locus of chromosome IV,
shown for the first time to be present in field corn
germoplasm.

Interactions between arrested foreign pollen tubes
x L222 stigmatic tissue showed that stimulus of any sort,
transitory or permanent, caused by the presence of L222 pollen
tubes in their own style-stigmas, caused any growth in the
foreign tubes. Differences found in pollen diameter of L222 and
of the other inbreds studied seemed to have no effect on the
expression of the gametophytic gene.

L222 and foreign pollen tube germination and
growth on L222 style-stigmas are alike until 5 to 106h after

pbllination. From there on, foreign tubes growth is reduced and
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they were not able to go through a half of the distance to the
ovary. L2e2 tubes, on the contrary, showed linear growth with
a velocity of 4% per hour, reaching the ovary between 20-25h

after pollination.
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