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1, INTRQODUGAED,

Durante o processo evolutivo, @ expressio fenptipica
da variabi!idade genéftica & submetida a seleg3o natural, 0 ponto de
partida para a obtengao dessa variabilidade genéfica tem sidp
considerado a mutagdo génica, As alteragbes de sequéncias
nucleotidicas s3o0 entdo redistribuidas em diferentes arranjos génicos
como consequéncia da recombinagdoc no proceso meidtico,. E dessa forma
que os evolucionistas tém explicado a maior parte da variabilidade

genética que @& processada ao

Nas Gltimas décadas,

evidéncias da existéncia de

recombinagdo homdloga da

genética, Um deles se manifesta,

genéticos em culturs de tecidos

e Phillips, 4887L; Zehr et al,

19889). Pois ao contrar:io do gque

invés de manter com grande confi

apresenta uma frequéncia relativamente alta de novas formas

de origem somatica,

sugeriram O termo

genéticas observadas em

regeneradas a partir de

condigbes dea aatresse

correspondente chamaram de

fongo do

outros mecanismos

reprodugdo sexuada

"variag3oc somaclonal”
aglomerados
explantes
gerado

"somaclones”

processo evolutivo,

entretanto, tem sido encontradas

gue ndo fazem uso da

para gerar variabilidade

por exemplo, produzindo variantes

vegetais (Edalle et al, 1881, lee

1987; Lee e Phillips, 1988; Evans,

5@ imaginou, a cultura de tecidos ao

gbilidade a integridade do genoma,

geneaticas

lsso & téc evidente gue Larkin e Scowcroff (419819,

para designar as variagbes

celulares e em plantas

somaticos, desenvolvendo-se em

pala cultura in vitro, De forma

as plantas regeneradas a



partir de cultura de células,

N3g menos comum tem sido a variabilidade genética que
surge de mecanismos gque envolvem a ativag3o de elementos cripticos de
transposicdp (Peschke et al 198B7), Esses mesmos elementos podem Também
ser os responsiveis por parte das variagOes surgidas em meio de
cultura, pois 08 transposons podem ser ativados em situagbes de
estresse gendbmico associado, por exemplo, com eventos de guebras
e alteragliea cromossbmicas gue sf8oc comuns em sistemoss de cultura n
wiire. Quehbhras cromoasBmicas podem, assim, induzir ou ativar
elementos cripticos no genoma (Freeling, 1984), Essas quebras por sus
vez podem, por exemplo, ser induzidas por rearranjos ] especiais de
determinados cromossomos (Doerschug, 1973), por exposican a radiagao
{(Neuffer, 198EB1}, pala presenga de cromoasomos B (Rhoades e Dempsey,
1873) ¢ pelos proprios transposons {Larkin et al, 18847, De um modo
geral, guando ativados os transposons podem gerar grandes mudangas

gentmicas (McClintock, 1851; Federoff, 1883, A transposigi3o de DNA

pode gerar novos padrbes de regulagdoc génica, inativagao ou
reativegdo de alguns genes e rearranjos cromossdmicos com delegdo,
fusdo, inversdipo e transposigio de cutros genes (Larkin et at, 1884),

A replicagao tardia da héterocromatina pu
desequiiibriac no poel de nucleptidens, podem também se constituir

@em mecanismos responsaveis pela formagdo de rearranjos crompssdmicos,
podendo estar associados a estresse que surgem da cultura de tecidos.
Qualquer perfturbagdo que possa afetar a sincronia desde a fase 8 na
gua! os cromossomos saoc dupl!icados até a divisio celular propriamente
dita, pode resultar em aberragbes cromossbmicas (Rhoades e Dempsey

1872 e 1873,



0 desequilibrie no pool de desoxirribonucleoctideos

pode trazer em muitas espécies sérias consequéncias incluindo mutagbes

np nicleo, em cloropiastos & em mitocdndrias, recombinagio mitdtica,
aberragBes cromossdmicas estruturais, aneuploidias, trocas entre
cromaétides irmds e aumento de sensibilidade a agentes mutagénicos

{Kunz, 1982),

Formas de recombinagédo mitética incliuindo
crossing-over somdtico e permutas entre cromdtides irmés podem
produzir também muitos tipos de rearranjos cromossOmices observados
em cultura de tecidos especialmente se as permutas forem assimétricas
ou entre cromossomos ndo-homdlogos f{Larkin e Scowcroff, 18841). As
alteragbes nos cromossomos mitéticos muitas vezes ndo 580 detectdveis
devido & insuficiéncia de resolugdo das técnicas citoldgicas
disponiveis ou pela baixa frequéncia em que ocorrem (Lee e Phillips,
18987a). Observagbes feitas por esntes autores, em locais onde ocorrem
guebras cromossémicas, sugerem que este evento envoive regibes e
cromossomos especificos, Eles observaram um aumentp das fragbes
heterocromadticas logo no inicio da cultura das células, 0 que
representa um potencial pars seguidas quebras., Mostraram que em milho
51% das translocagbes envolvem a regido NOR dos cromossomos e o ponto
de quebras estd entre a heterocromatinae e o centrbimero,

Nas dUltimas décadas, tem sido mostrado gque 3 variagao
somacional, a ativagio de elementos de transposicao e 2 interagdo de

regiBes heterocromid3ticas podem explicar parte da diversidade genética

encontrada em ‘popuiacﬁes de piantas, Uma contribuigido
significativa abrangendo diversos aspectocs refacionados aon
comportamente do genoma foi feita por McClintock (1384), sugerindo



que o materia! genético reage a siltuagbes de trauma por ela denominado
de "choque gendmico”., 0 genoma estaria preparado para responder
diferentemente as varias condigbes adversas devido ao potencial de
respostas pré-programadas existentes nas células, Entretanto, poderiam
ocorrer pcasionaimente situagBes em que a célula nke teria condigbes
de reagir., Nesse caso, 0 genoma se manifestaria reorganizando-se de
forma rapida na tentativa de minimizar o efeitoc desse choque, 0 efeito
do chogue gendmico poderia proporcionar novos padrbes de segregagao
génica, Entre os muitos experimentos realizados, McGlintock discute um
deles onde mostra a resposta do genoma de milho na presenga de
extremidades rompidas de cromossomos na teléfase, Ela sugere gque
esse evento foi o responsavel pela ativagdo de elementos de
transposig3o que s30 normalmente carregados em estado criptico no
genoma, Os transposons podem em seguida inserir-se em outros locos
alterando a agdp dos genes e provocando uma reestruturagho do genoma
em varios niveis., Esse expediente pode ocasionar pequenas mudangas
envopivendno poucos nuclepotideos, su grandes modificagbes abrangendo
segmentos cromossdmicos, Como resuttante podem gerar duplicagdes,
delegbes e invergbes reorganizando o genoma, 0Os fatores gque causam
chogue ou trauma genémico podem ser intrinsecos & propria célula ou
provenientes de fatores externos, como infecgdo por virus, cruzamentos
interespecificos, exposi¢gio a drogas e mesmo alteragles impostas
pela cultura de tecidos. McClintock conclui sugerindo que o estresse
genttmico é importante para provocar modificagfes no genoma através
da mobitlizagds de mecanismos celulares que podem reestruturar o
conteddo nuclear de diversas maneiras, € esss interag3o entre estresse

e consequente resagdo do genoma gque pode proporcionar @ variabilidade



gque contribui para o surgimento de novas espécies, g nesse contexto

que se pretende contribuir com o presente trabalho.



2, OBJETIVOS:

1. Avaliar a capacidade de complementagdo de genes
ou fragbes de DNA de seis linhagens puras de milho para produzir

variabil idade genética nova,

2. Observar em progénies a fregquéncia de algumas
alteragdes génicas novas, eXpressas como caracteristicas

monofatoriais,

3, Estudar a participagio de cada lJinhagem na

geragio de mutantes novos,

4, Produzir linhagens, a partir das progénies
segregantes, para futuras investigagbes sobre a origem dessas

mutagbes,



3, REVISS0 BIBLIOGRAFICA,

A disposigan dos genes nos Cromossuomos dos
organismos superiores, a troca de partes de cromatides ndo-irmd3s e a
distribuigic ao acaso dos cromossomos nas células filhas na meiose @,
sem duyvida, o conjunto de mecanismos responsdveis pela maior parte da
variagc3o genética encontrada nos individuos, Aiguns outros fatores,
entretanto, podem ser considerados importantes na geragfo de variantes
genéticos que serdo submetidos aos processos de recombinagéo homdéloga
e cromossdmica. AlteragBes génicas e rearranjos cromosasdmicos tém sido
intensivamente relatades nos Ultimos anos, questionando o dogma da
continuidade do material genético (Walhot e GCulis, 188B5), A
reprganizagdo dos genes no conjunto cromossémico €& um importante
componente da hereditariedade, uma vez gque rearranjos cromossdmicos

podem induzir outras modificagbes no material genético,

3.7 Alteraglies génicas esponténeas,

A descoberta da ocorré&ncia de mutagdes em
diferentes organismos tem dado evidéncias para explicar a grande
diversidade genética e bioldgica encontrada nas populagbes, Na sua
maioria as mutagles tém sido identificadas através de alteragbes
fenotipicas das caracteristicas dos individuos, !sso obviamente pode
trazer dificuldades para a sua identificagdo, pois alteragfes no

gendtipo nem sempre refletem em mudangas fenotipicas, Se a mutagdo



ccorrer, por exemplo, pela substituigiio de uma terceira base de um
cédon, hé uma grande chance dessa alteragdo ndo representar 1troca de

aminoacido na cadeia protéica ou ainda, a regidoc mutada pode néo

estar diretamente |ligada a regifies criticas da moléculia, Por outro
lado, alteragbes em sequéncias do sitio ativo podem tTer maiores
consequéncias do que aquelas em outras partes estruturais da

molécula,

Na prética, as mutagbes espontaneas sdo
consideradas acguelas que surgem independentemente de agentes
mutagénicos., Mesmd nesses casos, existe sempre um mecanismo especifico
envolvido no processo, cuja identificagdo pode ser feita por analises
moleculares e através de andlise comparativa em estudos de mutagdes
induzidas experimentaimente (Ramel, 1988),

Muitos estudos tém sido realizados com o
proposito de estimar a taxa de mutagio espontanea de determinados
alelos gque causam efeitos fenotipicos claros em milho, Exemplos
cldssicos sio aqueles envolvendo genes que afetam a composigdo e «cor
do endosperma. Nessa linha, Stadler (1942) foi o primeiro a apresentar
uma medida da taxa de mutegfioc de genes atuando num mesmc &ackground
genético, Sete locos distintos foram analisados guanto a estabilidade
do material genético, Quatro dos genes estudados, Wx (waxy), Sh
(shrunken}, 5u (sugary) e ¥ (yellow), {foram considerados genes com
baixa taxa de mutag8oc., 0 gene ¥ (colored aleuronse and plani)
entretanto, apresentou uma taxa de mutagfo centena de vezes maior do
que a dos quatro genes mencionados, e os alelos Fr {red alevrona) e 1
(intense color) revelaram uma taxa intermedidria entre o0s doia

extremos citados, O alelo B, muta para r, numa proporglo de 482 em



4,008,000 de gametas analisados, enquanto nenhuma mutaglo de Wx para
wx foi observads em 41,503,744 gametas, Somente 3 =siteragliea de 5Sh
para sh foram encontradas em 2,469 ,2B5 gametass, A pergunta Obbvia
naquele momento foi & de como surgiram aquelas mutagbes? S&o elas
defeitos que surgem ap acaso ou s3c produzidas por algum mecanismo
especifico existente na célula? Um ano antes, Rhoades (48941) havia
investigado a ag¢8o do gene Dit, sohre um outro foco A
(anthocyanin) e concluiu haver um "poder” do gene Dt em causar mutaglo
no gene A, MutagBes para ¢, na presenga de DL, ocorriam em todoa oa
tecidos onde o !'oco A4 estava envolvido na formagfo do pigmento roxo,
antocianina, Esse autor mostrou que o tamanho da &resa do tecido
mutado serve para indicar se a mutagdo ocorreu tardiamente, quando
houve formagdo de um setor pegueno, ou quandop pcorreu precocemente,
formando~-se entido um setor roxo grande no endosperma.

Uma colocagdo interessante do envolvimento de
alguns eventos cejulares que podem esta} intimamente relacionados &
mutagénese esponténea, foi feita por Sargentini e Smith (4189B5), ¢Eles
sugeriram que problemas na recombinagdo, tais como 0s que ocorrem no
processo de reparc do DNA, na replicagdo do material genético, comop
erros da DNA polimerase, tautomerizagioc, desaminagdc e/ou metilagdo de
bases, ndo devem ser subestimados como causas da mutagénese
esponténea,

Ramel (1988), também relacionou wuma série de

fatores gue podem ocorrer a nivel de DNA e de <cromossomos induzindo
novas formas de reorganizagdo do material genético, Essa lista,
obviamente abrange mudangas muito mais complexas do gue a
proporcionada  pela cidassica mutagdo de ponto n8c excluindo-a,



entretanto do ro} de mecanismos gue podem ser ativados em determinadas
condigBes, gerando polimortismo,

Apesar das varias décadas dispendidas no estudo
da natureza da muta¢dc esponténea, permanecem ainda para serem
identiticados os mecanismos envolvidos na produgio de alteragfes do
DNA ( Sargentini e Smith, 1985 ; Loeb e Cheng, 1980)., Esses autores
ressaltaram trés processos endégenos que tém o potencial para
desencadesar o processo de mutagdo espontdnea. S3o0 eles, os erros da
DNA polimerase, a produgio de sitios apurinicos e a mutagénese por
radicais livres de oxigénio, Fsses autores reconhecem gue devem haver
oputras formas, tdo ou mais importantes que as citadas, para gerar
variagio, porém esses trés mecanismos tém sido detectados na célula em
alta frequéncia e 580 passiveis de serem anal isados experimentalmente,

De um modo geral, pode-~se dizer que as mudangas
na seguéncia de bases nucleotidicas s&o produto de dois Ffatores!
3 freguéncia de eventos que conduzem & danos no DNA e a eficiéncia do
processo de reparo, O conhecimento dos varios mecanismos indutores de
mutagdo & indispensdvel para se entender o potencial de geragdo de
variabilidade genética nas espécies e também para abrir perspectivas
no sentido de se promover mutagbes dirigidas, Alguns mecanismos
capazes de gerar variabilidade genética nova tém sido notados e

estudados em milho e s&o discutidos a seguir,
3.2 Heterocromatina no complemento genfmico,

Ha muito vem-se investigando o papel da

heterocromatina no conjunto cromossdmico de milho, ja que sua

1d



presenga, longe de ser aleatéria, faz parte do conteddo nuclear de
cada célula, Sabe-se que exfstem diferengas gquantec ao seu tamanho e
forma, gquantc ao padrdo de replicagcdio na mitose e aos efeitos
genéticos especificos de cada classe, As diferentes classes de
heterocromatina ocorrem no centr8merc, na regifio NOR, nos knobs
heterocromdticoa e nos cromossomos &, 0s knobs, por exemplto, afetam a
frequéncia de recombinagdo de determinadas regifes do complemento
cromosabmico, Os crompasomoa 2 aumentam a frequéncia de recambinagla
e induzem perdas de segmentos cromossbmicos do conjunto A, que
carregam os knobs durante a8 segunda divis8o do micrdaporo, J& o8
outros tipos de heterocromatina est@o relacionados a diferengas na
frequéncia de crossing-ouver de muitos crompssoemes (Rhoadea e
Dempsey, 14972 e 1973; Rhoades, 1878B; Pryor et al, 1880; Peacock et

al, 1981; Vietti et ai, 1885},

3.2,1 Knaobs heterocrométicos,

O0s knob=s heterocromaticos alo crombmeros que
foram encontrados pela primeira vez em 41828 por HBarbara McClintock em
estudos citogenéticos, Mas foi Heitz na mesma epoca, citado por Jones
(1983}, quem introduziu o termo heterocromatina para denominar regibes
ou segmentos cromossdmicos que permaneciam condensados mesmo durante a
interfase, e se coravam muito intensamente e distintamente da porgdo
de eucromatina nuciear, Embora os knob<x tenham aido descobertes na
década de 20, ainda hoje podem ser considerados como fonte de
diversidade genética (Jones, 41888), Sua presenga no genoma pode

acarretar mudangas associadas & altera¢bes no processo de replicagéo

11



do material genético, tornando-o mais precoce ou tardijo e podem levar
8 indugd@oc de instabil idade genética representando um importante
aspecto no controle da atividade génica e na evoiu¢§o dos
Cromossomos,

Conhecimentoa mais detalhados sobre os knobs
heterocrométicos vém-se acumulando nas dGitimas décadas e algumas
dessas peculiaridadea ja& alio conhecidas, 0s krnobs foram descritos como
regifies heterocrométicas gue se situam terminal ou intersticiaimante
no cromossomo, e em posigdo fixa nos mesmos, Foram determinadas, 23
posaiveis posigles para a presenga dos knobs noa dez cromossomos do
mitho {McGlintock et al, 1981), Esses cromimeros s3o também fiéis ao
genoma, pois uma vez presentes nos cromossomos eles os caracterizam e
sua heranga & t3o regular guanto a de um gene qualguer e por issb s@o
adequados marcadores genéticos (Aquiar-Perecin, 1887). Os trabalhos
de Peacock et al (4188412, mostraram que bos knobs heterccroméaticos sio
constituidos de DNA =zltamente repetitivo com 185 pares de bases (pb)
em tandem, Essas sequéncias nucleotidicas ndo foram encontradas
integratmente em nenhuma outra classe de heterocromatina no milho, 0
gue se observa € wuma relagio entre o tamanho de @alguns blocos
heterovcromdticos e a presenga de um certo numerc de unidades
repetitivas, foi observado por exemplo, que o Aknod proximal do
cromossomo B carrega 1/4 de sequéncias repetitivas ocomparadn com 0D
knot: do compliemento 4, Aa anédlises de hibridizag#o in situ, mostraram
também gque essas unidades ndoc est8o presentes na helterocromatina
centromérica, na heterocromatina da regi@oc NOR ou, nos grandes blocos
distais dos crompossomos B, Foi também identificedo que dentro dessa

sequéncia repetitiva de 4185 bp, encontra-se uma outra regido de &7

12



bp que é muito conservada em milho, teosinte e tripsacum condicionando
aparentemente alguma caracteristica funcional importante (Dennis e

Peacock (18B4),

g nimero, tamanhao e poaigho doa knobs
heterocromaticos variam entre as ragas de milho (Kate, 49768). Em
certos cruzamentoa entre ragaa, a presenga de knobs em condig8o

heteromérfica parece estar relacionada com o aumentoc do grau de

heterose do hibrido, Muito tem sido discutido sobre o real papel dos
krnobs ou segmentos heterccromédticos na expresslio dos genes | igados @
eles em ci® no cromossomo, Embora nHio se tenha idéia dos proceasos
envolvidos na condensacdo de porgbes de cromatina (Jones, 19881,

alguns pesquisadores asspciam a presenga de knobs no genoms cam O
surgimento de determinadas caracteristicas. Mol et at {18972,
mostraram uma assccia¢Bo entre a presenga e conatituiglo de knobs em
milho @ algumas caracteriaticas agronémicas, Duando os guatro knobs

estudados (2L, 6L, BL, 85) apresentavam-se homomdrficos, chservava-se

uma queda na gquanitidade de espigas por planta, Por cutro lado, a
combinag8o dos Rknobs 2L e AL mostrou um significante efeito aditivo
e de dominéncia para numero de espigas por planta, o que nio foi

encontrado em outras combinagd#es dos quatro knobs, A associagfo
genética entre ps padrBes de knobs e caracteristicas quantitativas
deve ser devido ao efeita da prdpria regifio dos knoba ou de genes
muito préximos @ eles, Chughtai e Steffensen (1887) também relataram a

asnociaglo de knobx em caondiglo homomérfice com o atraso de tréa a

guatro dias na |liberag8o de gr#os de poten, Knobs em eatado
heteromérfico n#@o expressaram esse efeito, A heterocromatina
aparentemente ndp tem fungio por g i s mas pode alterar
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indiretamente a expreasfio de uma caracteriatica. Os knobe
heteroccromaticos apresentam apenas uma evidéncia guanto a sua

atividade génica, que seria na formaglo de fibras cromossomais

adicionais na anafase | em células contendo o cromossomo 18 anormal
{Rhoades e Dempsey, 1966), Essas fibras cromossomais adicionais séao
apenss obeservadas no knob do cromossomo  snormal K 10, pu  muito

proximo a ele, ap6és ocorrer um tipo de interagdo entre este <fragmento

heterocromatico € as fibras cromossomais normalmente elaboradas a
partir de uma substédncia sintetizada pelos centrimeros, Fssa regido
neocdntrica, junto ao knob, auxilia a migrag8o dease +fragmento para a

respectivo polo ne nidcleo,

A efliminagl3c de segmentos dos cromosaomos 4
parece eatar intimamente refacionada com a presenga de knobs no saseu
conteldo, Bragos cromossbmicos possuindo grandes blocos
heterocroméaticos apresentam muito mais quebras do que agueles com
poucos knobs, enquanto o0as cromossomos isentos de knobs

heterocrométicos sfHo ainda mais estdveis (Rhoades e Dempsey, 41873),

Também foi sugerido por esses autores que a replicaglo dos knobs
heterccromadticos dos cromossomos A ocorre tardiamente ou & suprimida
durante a segunda divisdo meidtica dos micrésporos na presenga de

cromossomos B, e o resultado é& expressc pele formagdo de ponte e perda
parcial de cromossomos, Observagibes citoldgicas e genéticas,

mostraram gue as quebras ocorrem entre o knod e o centrémerc do

crompasomo A (ﬁhuadés e Dempsey, 1973 lLee e Phillips, 1887a),

Na mesma linha, Johnson et al (1887,
mostraram a influédncia da heterocromatina em quebras cromessdmicas
induzidas em cultura de tecidos de =aveia, Plantas hexapldides de
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aveia regeneradas de cultura de tecidos in witro mostraram alteraglies

cromossémicas que podem ser atribuidas a perturbagbes ocorridas

durante a repticagio das regibes heterocromédticas. De acordo com o
idiograma apresentado os 17 grupos de ligagdo identificados no
pagquitenp apresentaram regibes de heterocromatina pericentroméricas,
Essas regibes heterocromaticas puderam ser identificadas claramente

em fotomicrografias, Segundo esses autores a replicagio de regibes
de heterocromatina ne final do periode S faz crer que tais regides
530 realmente sensiveis & perturbagBes no ciclo nuclear gue deve
ccorrer durante a cultura de tecidos, Como a presenga da
heterocromatina ocorre em regides distais ou proximais dos bragos dos
cromossomos de aveia, pontes de uma ou de outra regido resultariam
em diferentes tipos de saltera¢fes cromossdmicas, S5e somente um
cromossomp estivesse envolvido no evento de ponte e quebra,
considerando a presenga de heteroccromatina centromérica, c resultado
seria um cromossomo deficiente para quase um brago inteirc, Nos casos
onde os dois homdlogos estio envolvidos, dupiicagdo, inversd@oc e
deficiédncia de heterocromatina poderiam ogorrer, Tais eventos foram
descritos como uma possivel explicagdo para =a amplificagdo de
heterocromatina encontrada em hibridos de trigo e centeio
regenerados por Lapitan et al (48847,

Uma abordagem distinta sobre ]
heterocromatina tem sido dada por autores gue discutem o estado
constitutivo e facultativo da mesma provaveimente alicangado durante o
processo evolutivo, Teorna-se entdo fundamental conhecer os mecanismos
que podem levar & condensagdo da eucromatina e estabelecer a distingdo

entre a heterocromatina constitutiva e facultativa, gue pelos
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conhecimentps atuais sio metabo!licamente inertes e estruturaimente
indistinguiveis, Segundo Jones (1888) conhecendp-se esses Pprocessos
poder-se-4 avaliar o efeito das mutagBes em genes cujas fungdes sejam
as de controlar a hierarquia das etapas necessérias para a
condensagdo desses segmentos cromossOmicos acarretando alteragbdes

sérias nb genoma.
F3.8.2 Gromossomos extranumerarios,

0s cromossomos extranumerarios em milho
foram inicialmente analisados por Longley (41927) e foram denominados
cromossomos 8 por Randolph (41828), para justamente distingui-loas dos
bem conhecidoa do complemento normal, denominados de A, H4,
entretsntn, peculiaridades dos cromossomos B que sBo responséveis paor
sua disting8o dos eromossomos A,

As diferengas morfelbgicas 550 bem acentuadas
entre o0a doia tipos de cromossomos, Os Bs sfo praticamente
constituidos por biocos de heterocromatina gue se coram fortemente por
cecloragdo de Feulgen, Na maioria das espécies s3oco wmuito menores do
que os A8, n¥o spresentam heranga mendel!iana e muito raramente possuem
regibes organizadoras de nucléoln, Frequentemente sofrem falta de
disjung3o na anafase, ©o que implica em aumento ou diminuigdo no nimero
de cromoasomos B no ndclec das céltulas fithas, o gue também explica a
diferenga na guantidade de Bs nas diverssa células ou em Grglos de um
mesmo organiamo (Jones e Rees, 18B2), Geralmente pa cromossomos B
nao atetam quatitativamente c fendtipo sendo aparentemente

dispensdveis ao organismo, Porém, em quantidades elevadas causam uma
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série de efeitos genéfTicos, inciuindo redugdao da fertitidade, do
vigor, produzindo sementes defeituosas com pouco tecido embrionério
ou endosperma com ma formagio, Pode ocorrer também um aumento no
tamanho da célulia e do ndcleo, com variagdo no tamanho do grdc de
polen, aumentando a porcentagem de gametas abortados (Randoiph, 1841;
Rhoades e Dempsey, 1972; Jones @ Rees, 14982, Essas alteragdes s8o
mais facilmente detectadas visualmente guanto maior a8 frequéncia de
cromosaomos B, devide ao efeito de dosagem, Por exemplo, a queds na
fertilidade pode ser observada em espigas oriundas de plantas
autofecundadas contendo de 10 a 15 cromossomos 8, A redug8o aumenta
em plantaa com aproximadamente 20 Fs e, com ndmero excedendo a 25
cromossomos extranumerdrios, o conjunto de sementes viaveis € ainda
menor (Randoiph, 1841),

Staub (18B7), <correlacionou & presenga de

cromossomos B com caracteres guelitativos em milho, Foi observado, gue

plantas contendoe muitos cromosaomos B moatravam desenvolvimento
alterado, com foilhas estreitas, estriadas, estioladas, inflorescéncia
mascul ina com redugdo no ndmero de espiguetas, formag&o de poucos
frutos e ageotrédpicas., 0 tipo anormal mais comum foi p aparecimento

de pltantas com folhas estriadas que se manifestavam gquando pelo menos
sete cromossaompns B eram contadoa no nicleon,. 0 nidmero de folhas
estriadas foi mais abundante de ascordo com o aumentc do numero de
Cromossomos extranumerarios sendo que plantas com muitas folhas
eatriadas pozsuiam aproximasdamente onze Ha, Aparentemente esses
cromossomos teriam uma influéncia quantitativa na ccorréncia temporal
de folhas estriadas no desenvolvimento da planta,

A verdadeira relagio do nimero de crompssomos
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B ¢ pas caracteristicas descritas ainda n%oc se acha bem definida, ma &
algumas hipdteses podem ser consideradas, 0s woromossomos B podem
causar desvios na segregagao com perda de segmentos dos Cromossomos
A satravés de wuma interferBncia fisica entre elea, Se realmente Do
cromossomos B s3p derivados dos cromossomoa A4 & possivel gue haja
interag%o entre elea, pois os Ba devem conter sequéncias de DNA  gue
devem ter pelno menoa homoloegia parcial com oa correapondentes de A,
Ward (1878), propls qgue o0s &Hs s8p derivadoas de um cromoasomo
designado K10, que é uma vers3o diferente do cromossomo 10 narmal,
pois contém uma regidoc de heterovcromatina terminal no brago longo,
incomum aoc cromossomo 10 normal gque nd¥c possui nenhum knob  (Chughtal
e Stenffensen, 1887, As analises baseadas em comparagbes de
cromoesomos A e 8 em paquitena moatraram a ocorrénecia de estreitas
similaridades na !tcalizagdo de blocos heterocromdticos e cromdmeros,
Especula-se tamhém que o0s cromossomos B par  serem altamente
heterocromdticos devem se constituir num reservatdrio ideal para

elementos de transposigdo (Staub, 1887),

Em relagdo ac efeito de elementos de
transpoaigic no complemento genfmico B, Patroaso et al {1888,
identificaram @& ocorrédncia e iocatizagio citoldgica do elemento
Mutator (Mu) em cromoasomos A e B, 0 Fator Mu foi encontrado em

dois blocos heterocromaticos situados prédximo ao segmento eucromatico
no hrago longo do cromoasomo B, Entretanto, esse grau de homologia nio
fni observado com frequéncia nos cromossomos A, Easas =aimilaridades
moleculares levaram & elaborag8c da hipétese de gque o0s cromossomos B
s8%n derivados do complemento A (Vietti et al, 1885, Peacock et al,

1984), por um processo rapido (Patrosso et al, 1888), Tomando essas
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consideragfeas para identificar a arigem dosa cromossomos & a partie
de A, n8op & surpreendente a presenga de sequéncias Mu nesses
cromossomos acessdrios, constituidos de heterocromatina facultativa,

Deade gue um nimero relativamente alto de cépias do eiemento Mu (20

cbpias por genoma dipltdide) é requerido para ativagio da
transpoaiglio, a falta de diajung8o dos cromosaomos B pode aer um
meio relativamente simples de elevar o ndmero de cbépias desse

transposon, causando aumento na frequéncia de mutagfes (Patrosso et
al, 1888).

Andlises . da distribuigio de duas sequéncias
altamente repetitivaa, presentes noa cromosaomos A e B de milho,

foram realizadaa por Viotti et ai (1BB85), A hibridizagio n =

[

a2z
Wy

indicou gque tais sequéncias s3oc, com exce¢do do bioco heteroccromatico
diastal do craomossomo I3, peculiares ans Anobs heterncromadticos dos
cromnssomos 4 e & heterocromatina pericentromérica do cromossomo B,
Essas unidades de repetigfo n3o s8o encontradas em nenhuma outra
classe de heterocromatina presente no genoma, Entretante estdo
contidas em oputras regilBles eucrométicas dos cromosaomos A4, FPeacock
(1981), também descreveu essa mesma particularidade da heterccromatina
do complemento genbmico A e ¥ partiihando essas sequéncias repetitivas
em comum,

Fstudos recentes {Jauvhar e OCrane, 1930),
mostraram o comportamentn dos cromossomos B em Festuca arundinacea
Shreb através da andlise do efeito de dosagem dos cromosaomos E  na
freguéncia de gquiasmas e sua variagdc na célula, Observou-se um
acréacimo na frequéncia de quiaamas nos cromossomos A cem o auvmento

do nimero de cromossomos &, Porém, essa relaglo n&o foi |l inear,
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havendo uma saturaglo ao redor de aeis cromossaomas &, Em milho,
tanto ps cromeassomos 5 como o crompssomo A0 anormat que contém um
grande knob heterccromdtico aumentam a frequéneia de quiasmas dos
cromosaomos 4 (Ward, 1878}, Ainda gquanto & relagldo do nﬂmern de Bs e
oputros genes em 4, foi encontrada uma correlag8o do ndmern desées
cromossomos extranumerdrios e a perda do alelo A4 gue condiciaona cor
de aleurona. Em pltantas carregando baixa nidmero de Bs houve pouca ou

nenrhuma perda do marcadar, enquanto que células com mais de dois

cromossamos 5 apresentavam frequentemente deficiéncias para o toco A
em torno de 20% dos micrésporos. Os dados sugerem, entretanto, ndo
haver aumento na proporg3o de perda desse Jopco quando o ndmero de

cromossomos &8 nos individuos paternoz nSo excede a gquatro (Rhoades e

Dempsey, 18972). Quanto ao emparelthamento, Jauhar e Crane {(1880)

mostraram que oa cromossomos B se |imitam a univalentes, bivalentes
lineares e/ou bivalentes na forma de anel, A formagdo de
multivalentes entre ps Bsa parece ser um fenblmeno geneticamente

inibido, Do mesmo modop, ndou foi evidenciado emparelhamento entre oS5
cromossamos 4 e B, 00 gue se obaserva & uma certa migragdo precoce dos
cromossomos B na anadfase | em relaglo ao comportamento regular dos
cromossomos 4, o gue também deve favarecer seu acimulo em
determinadas progénies,

Acredita-se gue o3 cromossomos B possaam
exercer alguma influéncia em determinadas espécies modificando a
capacidade dos cromossaomos 4 em produzir recombinago e formar
gquiasmas (Staub, 1987), Contudo esse fato nd%o pode ser generalizado,
havendo diferengas de comportamento entre os diversos Ccromossomos e

segmentos cromossémicos, 0 grau de interagio entre os trés fatores,
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posigdo proximal ou distal do centrfmero, estado homomérfico opu
hetercmérficoe dos knodbs e nimeros pares ou impares de cromossomos ¥ é
muito importante para ae compreender o processo de aumento ou redugdo
no nivel de recombinagio do material genético, Chang e Kikudome
{1974) sugerem fgque héd um efeito da quantidade de cromossomos B  na
célula para proporciocnar recombinagio, Eles observaram que guantidades
impares de cromosaomos B afo maia efetivas do que ndmeros pares em
causar aumento de recombinag3c em ambas regibdes, proximal e distal,
em plantess heteromérficas para um knob distal no cromossomo 8, Os
estudos foram baseados na comparagfo do nivel de recombinagio
analisado em trés posigles no cromossomo 3 contende quatro diferentes

marcadores genéticos e nGmero de cromopasoma & variando de zero a cinco

no genoma, Eles concluiram que o0a krobs  heterocrométicos e a
heterocromatina do complemento extranumerdrioc devem interagir no
processn de crossing-over e o nivel de recombinagio deve ser

determinado em parte pela constituig8o do knod,

3.3 Cultura de cédlulas e de tecidos.

Mecanismos intrinsecos a prépria célula que
podem se expressar em tecidos somaticos &350 responsdveis por parte da
variagio genética surgida em suas progénies de células, Alguns deies
se manifestam na propagacio de células em cultura de tecidos vegetais,
Nas condigBes de cultura in vitro, uma aérie de novas carscteristicas
genéticas se expressam em individuos de védrias espécies, A variagdo

somaciona! nio é aparentemente espécie ou o6rgdo especifica, e esse

21



termo, sugerido por Larkin e Scowcroff (1981), é empregado
genericamente substituindo outros como "calicliones™ (Skirvin e
Janick, 19768) e "protoclones” (Shepard et al, 1980) empregados para
cultura de caules e protoplastos, respectivamente, Os pioneiros na
4drea de cultura de células e tecidos vegetais foram Gautheret (1838)
e White (1938), que conseguiram com aucessc o crescimento In witro
de céfulas de cenoura e tabaco, respectivamente. A partir de entdo,
técnicas de cultura de tecidos tém sido aprimoradas para as
diferentes espécies de plantas, Somente no final da década de 40 é
que La Rue (1847; 1948) obteve cuituras e subculturas de endosperma
de milhe, Mais tarde Reddy e Peterson (1987) estudaram o potencial de
alguns gendtipos para determinar o0 intcio de formaglBo de calos em
culturas em diferentes estdgios de desenvolvimente do endosperma,
Andlises citoldgicas dos calos friaveis e duros evidenciaram 3
presenca de células contendo variado numero de cromossomos. Os calos
com aspecto fridvel apresentaram no seu nucleo uma variagdo de 38 a
55 cromossomos, J2 05 calos considerados duros ou opacos carregavam
de 30 a 38 cromossomos em suas células, Esses dados sugeriram que o
efeito da composig3o do meio de cultura é importante para determinar
novas variagbes, Céluias crescidas em alta concentragdo de acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) foram as que apresentaram a maior
variagdpo no numerp de Ccromossomos,

Diante dessa nova fonte de variabilidade
genética os cientistas buscaram, também aqui, encontrar dentro das
células respostas para justificar a diversidade obtida em agiliomerados
celulares e em pilantas regeneradas. Desses estudos sugere-se que a

composigdo do meio de cultura, a idade da cul tura, a frequéncia de



subculturaas, a fonte do explante e o background genético do mesmo,
530 fatores gque contribuem simultaneamente para o surgimento de tipos
distintos de somaclones {(McCoy et at, 188&; Orton, 1883; Benzion et
al, 1988; D’ 'Amato, 1898B6; Vasil e Vasil, 1986; tee e Phillips, 4987b;
Wilkinson e Thompson, 18B7; Reddy e Petersen, 1987; Lee et al, 1888),
0s dados obtidos por Benzien e Philliips (1988) sugerem que o efeito
da idade da culftura ndo é diretamente proporciona! ao aumento da
taxa de mutagio mas sim do acumulo de células aberrantes ao longo do
periodo de cultura,

Determinados varisntes genéticos obtidos em

cultura de tecidos sio mais frequentes do que outros, Llee & Phillips
(1887 b, estudando o efeito da idade da cultura para gerar
variabiltidade genética em plantas regeneradas e suas progénies

obaervaram gque em 44 variantea analisados o fandtipo defective kernel
foi o predominante em dois periodos, ou seja, de 3 a 4 e de B a 8
meses, EFssa alta frequéncia também havia sido encontrada por McGoy e
Phillips (18B82), Fendtipo semelhante & comumente encontrado em
aplicagBes de eti! metancsulfonato (EMS)Y, para obtengido de mutantes
induzidos (Neuffer e Sheridan, 1380).

OQutros exemplos de variantes fenotipicos
muito frequentemente encontrados em plantas regeneradas e sSuUas
progénies g partir da cultura de tecidos, a0 pltantulas albinas e

amarelas, plantas an3s, diversos padries de estrias nas folhas, folhas

amarrotadas, sementes na panicula, macho esterilidade, restauragdo da
androesterilidade, sementes defeituosas, sementes opacas € sementes
com variegag3o de pigmentos (Edallo et al, 18B1; Farkin e Scowcroft,
1981; McCoy e Phillips, 1982; Umbeck e Gengenbach, 1883; Lee e
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Phitlips, 1887 b; Wilkinson e Thompson, 488B7; Zehr et al, 1887;
Armstrong e Phillips, 1988),

fecentemente, Bebeli et al (18980) detectaram,
além de albinismo e variegagdo em diferentes frequéncias, variagdo
nos cromossomos das |l inhagens de centeios, Mudangas genéticas e
citpgenéticas sdo frequentemente observadas em plantas obtidas a

partir de cultura de tecidos (Larkin e Scowcroft, 198B41), Alteragdes no

nimero e forma dos cromossomos s50 mais comumente encontradas em
andlises citoldgicas das células em cultura e plantas regeneradas, A
instabilidade citogenética em cultura de tecidos varia desde niveis

variados de ploidia, aneuplocidia (monossomia, frissomial) e rearranjos

cromossbmicos, Os tipos de aberragides mais comuns envolvem
transloca¢bes, delegbes, inversbes e pcorréncia de pares
heteromérficos para deficiéncias ou duplicagbes de regifes
cromossdmicas, (Fdallo et al, 19B1; Mc GCoy e Phillips, 1982; Mc Coy et
al, 1982; Meins, 198B3; Rhodes et al, 188B6; Lee @ Phillips, 1987a;
Benzion e Phillips, 1988B; Armstrong e Phillips, 1888; Lge e Phillips,

1988; Evans, 1989), Uma possivel explicaglo para a alta ocorréncia de
quebras c¢cromossdmicas ¢ a replicagdo tardia dos blocos de
heterocromatina,. Em mitho, os pontos de guebras no DNA estdo
relacionados & regilies gue apresentam knobs  heterccromédticos ou
regitdes NOR (Benzion et al, 19BB; Lee e Phillips, 1887a; lee e
Phitiips, 44988; Benzion e Phillips, 1888), Casos de duplicagdo ou
redugdo de cromossomos inteircs, ou segmentos cromossOomicos, ja séo
muito menos freguentes, provavelmente porque produtos de tais eventos
ndo tonseguem ser mantidos em cultura, e portanto n&o c¢hegam a se

expressar em plantas regeneradas e suas progénies (Benzion e Phillips,
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1888; lLee & Phillips, 1988),

A replicag30 tardia da hetervecromatina, que
pode desencadear o ciclo denominado ponte-quebra-fusio, que tem sido
associada & ocorréncia de quebras cromossdmicas em cultura de tecidos
(Johnson et al, 1987; Benzion e Phillips, 1988), também estd associada
a ativagio de elementos de transposigdoc (Peschke et al, 1987,
Andlises de sementes que nio sofreram o estresse proporcionado pela
cultura de tecidos, nio demonstraram qualquer atividade do elemento
Ac, ao contrério das plantas regeneradas depoia da cultura in vitro,
Além do transposon Ac, o elemento Spm, também f{oi identificado em
progénies oriundas a partir de cultura de tecidos <(Peschke et al,
1988), Contudo, a atividade de amboa elementos de transposigio (de &

Lom), foi detectada em plantas que diferiam guanto a origem, ou seja,

tipo do calo, meio utitizado para cultura e background genético,
indicando gue a8 ativag#c de tsia eliementos em cultura in vitro
deve envolver diversas condigbes e ndo esté | imitada somente ao

ambiente especifico criado nesse tipo de experimento,

A preasenga do elemento de transposiglio Mu e
susg atividade em células de calos oriundos a partir da cultura de
células in witro, também tem sido estudads (James e Stadier, 1889,
Linhagens que apresentaram atividade mutagénica carregam pelo menos
dez elementos Mu por genoma dipldide, A ativagho de elementoas de
transposigio através de quebras cromossOmicas pode elucidar a
ligaean entre as aberragbes crompssdmicas analisadas e as mutagdes
avaliadas {(Peschke ot al, 1887), puois as consequéncias da transposigdo
de fragmentos de DNA podem gerar novos padrbes de regulagido,

inativag3oc ou reativagioc de genes, e rearranjos cromossbmicos {(Larkin
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et al!, 1884).

Também tem sido discutido 0 papel da
metilagio na regula¢io da expressi3o génica em organismos superiores, A
metitagido consiste na ligagdoc de grupo metil na base nitrogenada
citosina. A hipdtese geral para o controle da expressiac génica por
metilag3o0 depende da especificidade da interag&o ONA-proteina,
Supostamente existem fatores especificos para transcrigdo protéica que
reconhecem sequéncias metiladas e ndo metiladas e que interagem com a
RNA polimerase (Holliday, 1887), A metilagao inibe interagidn
DNA-proteina e consequentemente impede a transcrigio do gene,
A metilsc3p deve estar envolvida no processo mutagénico observado em
experimentaos de cultura de células in vitro, Phillipa et at, 1880
sugerem gque mutagdes génicas, ativag3o de elementos de transposigdo,
alteragbes em nimero e estrutura de cromossomos normalmente observados
como efeito da sultura de célutas inn vitro, podem ter a metilagfo como
causa em comum,

Holliday (1987) e Cedar (41888) sugerem a
ocorréncia de uma alta correlagdo negativa entre metilagio de citosina
e express3o génica em eucariotos, 0 processo de metilagdo do DNA tem
sido considerado um mecanismo epigenético de heranga, regulando a
transcrigio de genes, a sintese de tipos especificos de proteinas, a
diferenciagio celular através da aiteragdo do processo de trsdugio do
RNA para proteina, ou ainda regultando a distribuigdo topografica das
proteinas no citoplasma (Rieger et al, 1876).

Uma vez gque =a sequéncia nucleotidica é
metilada, pode ser mantida nesse estade inative durante todo o

»

desenvolvimento do organismo ate a fase adul ta, onde poderd ser
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transmitida &s geragbes (Holliday, 1987, gerando novos padries de

variagio genéticsa,

3.9 Elementos de transposigdon,

O0s elementos de transposigdo 580 componentes

importantes dos mecanismos capazes de gerar variabilidade genética
nova dentro das céiulas, Foram descritos inicialmente em milho,
denominados de elementos controladores (McClintock, 18514, e mais
tarde ficaram conhecidos por transposons, McClintock mostrou Qque

esses elementos transponiveis sic capazes de se inserir em genes ou
de se excisarem, produzindo mutagbes instaveis,

Embora os transposons tenham sido primeiramente
identificados em milho, sabe-se hoje gue ccorrem em todos organismos
estudados e sioc considerados como componentes vregulares do genoma
(Gierl et al, 19893, ﬁolecularmente, os elementos de transposigdo sédo
sequéncias nuclectidicas ou fragmentos de DNA gque sdo capazes de se
inserir em genes alterando a fungdo dos mesmos, A genética de
diversas familias dos elementos de transposigdo em plantas foi
revisada por Federoff (1983), Em geral, o0s transposons &s&oc agrupados
em duas classes distintas., As seqguéncias com extremidades repetidas e
invertidas (TiRs?), que estdo ligadas a regifies com fungdo codificadora
indispensavel & transposi¢do, e wuma segunda classe representads pelos
retrotranspesons que sio estruturalmente semelhantes aos retrovirus
(Federoff, 1988), Essas duas categorias estdo sendo bem estudadas em
milho, bactérias, leveduras, homem e drosédfila (Gierl et ail, 1988;

Federoff, 1989).
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Saedier e Nevers (1885) propuseram um modelo
molecular para explicar o mecanismo de transposigdo em pliantas, Esse
mecanismb se refere basicamente & excisdo do elemento transponivel de
uma dada regido e sua reinsersdo num oulro sitio do genoma, Este
modelo € o mais comumente encontrado em milho, embora o mecanismo de
transposigio replicativa (com a duplicag¢io do transposon antes do
evento de transposigda) ndo deve ser descartada., Dentrp do crescente
nimero de elementos de transposi¢do conhecidos {Doring e Starlinger,
41886, aa maia bem caracterizadas Families em milho s#o Ac~Ds
(Activator / Dissociastion) En- I (Enhancer / Inhibitor) e Spm-dSpm
(Syppressor-~mutator / defective), sobre as quais ha mainores
informagtes genéticas e molteculares (Federoff, 1883; Federoff et al,
1983; Pereira et al, 1885),

A maioria das familias de transpospns em
milho apresentam-se com um elemento autdnomo ou regulador que ¢ capaz
de se transpor por si préprio dentro do genoma excisando-se de uma
posigdo e reintegrando-se em outro lugar no genoma, e um outro
denominado n3b autbnomo ou receptor que somente mostras sua atividade
na presenga da sequéncia do eliemento autdnomo da familia
correspondente (Doéring e Starlinger, 1986; Cormack et al, 1988),

As mutagiies causadas por Transposons 530 Mmais
faciimente reconhecidas quando seu efeito & dréastico, resultando numa
inativagdo do alelo. Entretanto, casos de redugdc ou aumento na
expressio génica também podem ser resultantes da atividade de
transposigdo. O aspecto mais evidente desse tipo de mutagdo € a sua
instabilidade, Mutagbes causadas pelos elementos transponiveis podem

tanto reverter para o tipo selvagem através da excisdo do elemento,



como também podem produzir um fendtipo recessivo estavel devido a uma
excisdo irregular do mesmo {(Diéring e Starlinger, 1386,

Tem sido demonstrado gque alguns elementos né&o
autbnomos j& clonados e seguenciados s3o delegbes derivadas do
elementp autBnomo, conatituinde asasim familias como a AcsDs Somsds o,
En-1 e outros (Federoff, 1H88), |

0a elementos da famitlia AesDs, foram clonados
e sequenciados por Pohiman et al (1884) e Déring et al (41884),
respectivamente, Um outro elemento de transposig8o capaz de gerar
variabilidade genética em alta frequéncia em locos menos especificos,
tem sido o fator Mu, descrito por Robertsen (18978),

Iinimeros relatos da diversidade genética
mediada pelas diversas familias de transposons atualmente conhecidas
tém sido apresentadna como par gxemplo no loco waxy {(Schwarz-Sommer et
al, 198%5; Wessler et al, 188BB; Schwartz, 18R8), yvellow green
{Hobertson e 8tinard, 1887), bronze-{ (Schiefelbein et al, 1888 e
outros (Wessler, 18988),

0s transppscns parecem ser importantes também

na evolugdoco biolégica, pois além de causarem mutagdes podem gerar uma

variedade de rearranjos cromossOmicos tais como duplticagbes,
delegbes, inversdes e translocagbes (Federoff, 1883; Doring e
Starlinger, 1984; McClintock, 1884; Finnegan, 48988). A sua insergéo
pu excisdo frequentemente ocasiona alteragbes na sequéncia de pares
de base do gene contribuindoe para gerar polimorfismos e variabilidade

genética em milho {(McClintock, 1883; Gormack et =al, 18988),
McClintock ¢(1884), sugeriu gque as células devem

estar preparadas para responder & varios tipos de estresse e muitas
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vezes p genoma deve reagir contra condigBes adversas e tTolalmente
inegsperadas,

s mecanismos que ativam os transposons ainda
ndo s8¢ conhecidos, Acredita~se entretanto, que s@o ativados em
condigBes de estresse ou choque genbdmico imposto por infecgbes
virais, guebras cromossOmicas, irradiagio e outros (Nevers et al,

1986; Gierl et al, 1989; Doring, 1888),
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4. MATERIAIS E MeT0DOS.

0 material genético bem comop o método experimental
foram escolhidos para testar a hipdtese principal de que o cruzamento
de linhagens puras distintas, n3o produz variagdao genéltica mendeliana

novs em geragoes avangadas derivadas de seus cruzamentos,

4.1 Germoplasma,

Para se ter um npumero adegquado de casbs de
interagbes de linhagens distintas, foram escolhidas seis linhagens
puras de milhp bastante conhecidas, n3c aparentadas e estdveis, que

sabidamente nao segregam para loco algum,

As linhagens puras em usop intensivo em noOsSso

faboratdrio de genética, por mais de uma dezena de anos, tém

apresentado estabilidade fenotipica e também em cruzamentos com outras
linhagena, produzem hibridos Fi livres de instabilidadea fenotipicas
visiveis, As seis linhagens isogénicas foram escolhidas do acervo da

colegdo de germoplasma, do nosso laboraldrio, sintetizadas e manlidas
sob orientac3o do Prof, Dr, William José da Sitva, na Universidade
Estadua! de GCampinas ~ UNIGCAMP, Trés defas, denominadas L1902, L3803
e L9222, sdo derivadas da raga autdoctone Cateto, variedade S&o Simado,
portanto, de endosperma +flint e cor laranja. As outlras trés,
designadas L8910, AST B6-4 e SAL 16, &30 derivadas da raga Tuxpefio e

portanto apresentam endosperms do tipo dentado, Todas de coloragido



amarela, Essas (inhagens foram também escolhidas por apresentarem al!ta
heterose quando cruzadas entre si © gue & uma clara evidéncia de que
n3c s3o0 aparentadas, 530 !inhagens que foram submetidas a mais de 15
geraches de autofecundagdo e submetidas a continua sele¢do para
eliminagio de caracteristicas agrondmicas desfavordveis, assim como de
genes que promovem instabilidade génica tais comp variegagdo nas
samentes, nas folhas e colmo, redugdo e variagdo no tamanho das

sementes, cicatrizes nos gr&os, manchas de varios pigmentos nos varios

tecidos, sementes abortadas ou gutro fator qualquer gue cause
desuniformidade. Como resultado dessa selegdo visual cuidadosa, a5
tinhagens puras escolhidas apresenftaram evidéncias fenotipicas

indicadoras da auséncia de efeitos de elementos de transposigdoc ou de
alteragfes provocadas por anomalias cromossfimicas que podem gerar

instabilidade.

4,.4.1 Gruzamento dialélicoi Sintese das progénies FI,

Numa primeira fase foram efetuados os cruzamentos
dialélicos das seis {inhagens isogénicas, portanto, cruzamento das
aeéia |inhagens, dusa @ duaa, visando a aintese de gquinze grupos F{,
denominados em genética e melhoramento de mitho de hibridos simples,
Foram produzidos trés subconjuntos de acordo com ¢ tipo de
endosperma, Um constituido de trés hibridos simpies de endosperma
ftint, ou seja, LO02 x L8003, L80Z x L8822 e L8903 x L922. Um formado de
trés hibridos simples de endosperma dentado AST B86-4 x SAL 16,
AST BBE-4 x L9910, SAL 1B x L9910 e um ¢ltimo subconjunto, constituido de
nove hibridos simples de endosperma meio dente, ou seja, L8802 x AST

86-4, L302 x SAL 46, L8902 x L8110, LI9D3 x AST BB-4, L8003 x SAL 18,
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£903 x L8910, AST 86-4 x LB22, L322 x SAL 16 e 1822 x 1910, Atlém dos
quinze Fi foram também incluidos no projeto, doia cruzamentos
reciprocos, L3410 x L8902 e AST BB-4 x L8033, tomados a0 acaso, parsa
ava!l iagao do efeito do genoma citoplasmatico na geracso de

variabilidade genética,.

4.1.2 Sintese e andédlise fenotipica da geraglo de

sementes 5%,

Uma smostrs de sementes das eapigas FI, de cada um
dos dezessete cruzamentos, foram misturadas e plantadas em Outubro de
1887 abrangendo uma area de 340 m?, do campo experimental da
UNICAMP, Em Janeiro de 1988, esses dezessete grupos floresceram e
cerca de 25 a 35 plantas em cada um foram auvtofecundadas para a
obteng8o das sementes F2, daqui em diante designadas sementes S{, por
serem a primeira geragd0 de autofecundagdo. Apts a colheita, as
espigas 87 priginadas das 17 familias F!{ autofecundadas, tiveram suas
sementes analisadas parz a presen¢a de caracteristicas fenotipicas
novas, supostamente de origem mendeliana gue ndoc occorriam nas sementes
das !inhagens puras parentais,

Em Maio do mesmo ano, realizou-se o processamento
do material colhido, contagem ¢ preparo das sementes para plantio
imediato, visando a proxima etapa, GCaracteristicas poligénicas e
quantitativas que sabidamente surgem em fungdoc de mecanismos de
recombinagioc homdloga na meiose nio foram consideradas nesse estudo,
PoOiB S&EO caracteristicas que podem resul tar faciimente da
complementagdo de dois ou mais lpcos, cujos genes separados nas

tinhagens parentais podem se complementar no cruzamento ou em geragbes
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avangadas, Desse modo n&o foram consideradas caracteristicas como
porte da planta, comprimento e targura de folhas, nimerc e comprimento
de nédulogs, coloragdo da planta para tonalidade de verde e roxo,
diAmetro e comprimento de espiga, nimero de fileiras e gr3os, Tamanhop

de sementes, etc,

4.1.3 Sintese e analise fenotipica da geragio de

sementes 52,

Pars obtengfio das sementes 8¢ efetuou-se o plantio
dos 17 lotes de sementes 5f, cada um envolvendp aproximadamente 1100
sementes coletadas de varias espigas e distribuidas em 15 finhas de
10m de comprimento, Essa fase foi realizada em Junho de 1388 com a
colaboragio do Bidlogoe Jodoc Rosolen, no Gampo Experimental da
Companhia de Sementes GColorado em Guaira - S3oc Paulo. Na época do
florescimento, Agosto de 1988, cerca de 300 plantas tomadas ao acaso,
dentro de cadas um dos 17 lotes, foram autofecundadas produzindo as
sementesa 62, Mais de uma centena de easpigas 52 em cada um dos 17
grupos foram colhidas e analisadas para se detectar mutantes novos,
gque nunca haviam 5se expressado nas ] inhagens parentais, Todas as
espigas foram em seguida expurgadas com fosfeto de aluminio para
proteg3oc dos gr3os contra insetos € armazenadas em camara seca Ppara

utilizagdo subsegquente,

4.1.4 Sintese e andlise fenotipica da geragfo de

sementes S2,

Essa & a primeira geragido de sementes obtidas em
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progénieas de plantas oriundas do cruzamenta F{ de linhas puras, Eaaasa
sementes foram produzidaa em plantas 52 para se anslisar o efeito da
complementagio das linhas parentais na gera¢dn de novos mutantes ogue
nSo ccarrem npos pais homozigotos, Nesse esatédgioc, 2366 esapigas S5
envolvendo os 17 grupos, foram preparadas para o plantio em Dezembro

de 1888, Para tanto, cerca de 50,000 nF foram necessdrios para

distribuir as 354,900 sementes em |inhas de 20 m de ceomprimento, Como
nos demais plantios, foram plantadas 3 sementes por cova | gue foram
desbastadas a duas aos 20 a 25 dias do plantio., Utilizou-se o
espagamento de 1 m entre linhas e 0,40 m entre plantas dentro da

inha, Usou-se cerca de 450 gramas de adubo NPK na formulagio 4-14-8
em 10 m lineares, A cperagho de cobertura com aplicagio0 do Sulfato de
AmbBnio foi executada entre 35 a 40 dias do plantio, na base de 350
gramas por 10 m !ineares, 0 pesticida Pentacloro Benzeno para a
lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda, foi aplicado nas plantas
com aproximadamente 45 dias apds o plantio, numa proporgdc de 3
granulos para cada cartucho, Foi usado Mirex para o0 controle de
formiga sadva sempre que houve necessidade,

¢ nessa fase do processo endogamico, gue comega &
segregagio de progénies mais uniformes, Com isso aumenta a frequéncia
dos homozigotos, e consequentemente a expressdo dos genes recessivos
novos, As progénies 82 oriundas de espigass gue segregaram para algum
mutante de frutos foram marcadas para serem novamente autpfecundadas,

Aa progénies 52 que apresentavam aigum tipo de
mutante de planta foram etiquetadas para serem também
autofecundadas. Aguelas gque ndo mostraram mutantes nos frutos ou de
plantas foram submetidas a polinizagde aberta (QPR) devido a

impossibilidade 6bvia de se autofecundar cerca de 236.600 plantas que
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compuseram a gerag8io de plantas 52, Todas as eapigas asutofecundadas,
portanto com sementes 83, provenientes das 2368 progénies foram

colhidas e analisadas para identifica¢do de mutagies monofatoriais e

expressas nos frutos em consequéncia da homozigose, Também as
progénies gue sofreram polinizagdo aberta, ou seja, que foram
fecundadas por pbHten das plantas adjacentes, foram colhidas e
aval iadas, Fica evidente, que nesta fase, certos mutantes de

endosperma e de plantas que poderiam ser detectados, deixaram de ser
em consequéncia de ser o mitho uma planta aldgama & da n3o realizagio
da autofecundagdo em todas as progénies do campo,

Apds o0 término da colheita as espigas Qque
revelavam alterages morfoldgicas nas sementes, ou provententes de
progénies que segregaram mutantes de plants, foram expurgadas e

mantidas em cémara seca para posterior plantic,.

4,1.5 8intese da geragfo de sementes Sf, S3 e/ou S4,

Devido a expressiva dquantidade de progénies
apresentanda novos mutantes de pianta e principalmente de
endosperma, dentro de cada um dos 17 grupos, estabeleceu-se um
critério para escolher as progénies que deveriam ser selecionadas para

a sintese da geragdo seguinte,

4.1,5.17 Mutantes de Planta.

Tanto o mutante como as plantas normais nas
progéniea S& que segregaram pars algum tipo de mutante de planta foram

autofecundadas, Dessas progénies foram selecionadas uma espiga do
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mutante autofecundado e guatro espigas de plantas de fendtipo normal
para o pragximo plantio,

Nag progénies onde o mutante sofreu apenas
polinizagioc aberta, recorreu-se 3s sementes remanescentes da progénie,
e/ou as sementes do proprio mutante em polinizagdo aberta,
adicionando-as ao conjunto de sementes oriundas de gquatru espigas
autofecundadas de plantas fenotipicamente normais, provenientes da
mesma progénie em estudo, Fm progénies cujo mutante foi autofecundado
suas sementes foram usadas para 8 prdOxima geragdo,

Quando n3oc foi possive! autofecundar as espigas do
mutante e das plantas normaia da progénie 85 asegregante, recorreu—ae
3s sementes remanescentes dessas progénies, além do pilantio das
sementes das espigas OP segregantes,

Nas progénies gque apresentaram segregagao de
mutantes com macho esterilidade, as plantas normais dessas progénies
foram simul taneamente autofecundadas e cruzadas com as macho estéreis,
Esses cruzamenitos pareados foram realizados na tentativa de se
determinar o tipo de heranga, genética ou genética-citoplasmatica aque

condiciona @ macho esterilidade,
4,1.5.2 Mutantes de Endosperma,

Como a maior parte dos mutantes de endosperma
foi obhservado em espigas de polinizag3o aberta, foi sempre necessario
vo!tar &s sementes da geragdoc anterior, Nos casos de auséncia de
sementes remanescentes, foram plantadas as sementes da espiga que
sofreu polinizag8o aberta, uma vez que em média 10% dos frutos de wuma

espiga de milho s30 produto da autofecundagio (Kahler et al, 1984 ),
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Nos casos onde se efetuou & autopolinizagéo
artificial em progénies que segregaram mutantes de plantas e onde
surgiram mutantes novos de endosperma, esses variantes logicamente

também forasm selecionados para prosseguir as analises,

4. 1.6 Avaliag8o das progénies com o0s noves mutantes,

Todas as progéniea 53 e variantes saselecionadas
foram plantadas em Dezembro de 1989 na Area Experimental da UNICAMP,
scupando uma area de aproximadamente 4,000 m?. As progénies foram
analisadas tanto para caracteristicas de planta como de sementes,
observando a performance de cada grupo para a confirmagio da presenga
do mutante observado em 0P, bem c¢omo para ©0 surgimento de novos
mutantes. 0 objetivo dessa avaliagio foi o de criar condigdes para se
poder separar as afteragbes genéticas daquelas causadas apenas por
efeitos ambientais, Cerca de 19.000 plantas foram analisadas nas
diversas fases de crescimento até o florescimento, Todas as progénies,
portadoras ou n3oc de novos mutantes de planta feram autofecundadas,
para elevar o grau de endogamia, manter 0os mutantes em homozigose e
proporcionar o aparecimento de novos mutantes de endosperma, Todas
as progénies com mutantes novos sofreram mais um cictlo de
autofecundagdo para confirmagio da natureza genética dos mesmos,

Esce procedimento foi critico pars permitir a analise genética dessas

alteragbes e sintese de linhagens puras,

4.1.7 Andlise fenotipica de sementes 57, 53 e/ou 84,

As espigas autofecundadas contendo as sementes
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8 anriundas de eapigaa 0P, aementes 83 provenientes da autofecundaghbo
das plantas remanescentes 8& e sementes 54, foram individualmente
colhidas e analisadas para estudar o tipo de heranga dos novos

mutantes e permiltir & expressadao de outros variantes,
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5, RESULTADOS E DISGUSSaD0,

5.1 Caracterizacio genetica dos mutantes estudadous,

Nas tabelas de nimero 1 a 14 estio listados os tipos de

mutantes obhservados nas progénies autnfecundadas dos cruzamentos

dialélicos das sets finhagens de mitho estudadas e de dois
cruzamentos reciprocos, A designagédo dos mutantes que surgiram da
compiementagdo de genes das seis l'inhagens foi feita baseads na

semelhanga fenotipica desses mutantes com caracteristicas de mutantes
jd4 conhecidos e descritos na titeratura (Coe et al, 1988; Neutfer et
al, 1868, Nos grupos resultantes dos cruzamentos L3033 x AST 8B-4,
1903 x L3810 e L322 x S5AL-16, n3oc se conseguiu detectar mutante algum,
A tabela 1 mostra os Tipes de mutantes gue surgiram no
cruzamento das |inhagens de endosperma flint, L2302 e LSO3, Todos o©s
mutantes desse grupo envolveram alteragBes no endosperma. 0 mutante
denaminado floury apresenta endaosperma farindceo ou opaco, &
semelhanga doas genea opague &, opague 7 , floury ,» ou floury & (Glover
e Mertz, 1987). 5350 opscos com gr3cs um pouco enrugados, e gom volume
pouco maior que o dos tipos normais (Fig, 1), Esses genes reduzem 0o
brilho das sementes devido a mudangas na porosidade do endosperma, Um

ocutro mutante surgide em gerag3oc avangads do cruzamento de LHDE2 x L9033

foi o tipo que designamos miniature opague, 0 saaspecte apresentado
por esse mutante difere um pouco dos tipos correspondentes descritos
na titeratura, 0 mutante mirdature seed, iluatrade por Neuffer et al

(1968) caracteriza-se pela redugdo de 20% do peso da semente e de
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Fig, 1., Mutante flowury surgido na gerag8o S4 do cruzamento de L8022 «x

L8903 e em outras combinagbes,

Fig, 2. Mutante minictiure cpagus surgido na geragdo 54 do cruzamento

de L8902 x L8903 e em outras combinagdes,
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sproximadamente um tergo do tamanho do grido normal (lLowe e Ne!lson
Jr., 1848)., 0 mutante miniature opague descrito neaste trabalho
apresenta as caracteristicas fenotipicas acima descritas e também uma
alteragdo na cor das sementes reduzidas, Elas tém aspecto opaco o que
as contrasta bastante do conjunto das sementes pnormais de uma mesma
espiga (Fig, 2)J, Ainda na tabela 1, obhserva-se um terceiro tipo de
mutante poar néds designado shrunken gque parece modificar a proporg8n
de carboidratos no endosperma (Fig, 3), Esse mutante assemelha-se aos
mutantes shrunken 2, brittle, brittle 2, etc, gue produzem os milhos
do tipo superdoce. No estdgio de milho verde ficam bem tirgidos e
gquando seco mostra-se com aspecto enrugado {Neuffer et atl, 1968;

Glover & Mertz, 198B7). QObserva-se nesses mutantes uma clara redugdo

na produgio de amido com aumento subsegquente do teor de aglcares,
notadamente sacarose, 0s trés tipos de mutantes que surgiram em
geragbfes subsegquentes do cruzamento de L3982 x L80O3 mostraram
segregagdac monofatorial ravelando a agdoc de apenas um foco

condicionando essas alteragbes genéticas,

No cruzamento das }inhagens L8302 e AST 8B-4, apenas um
mutante foi detectadc (tabela 2), Esse mutante se caracterizou pela
redugdoc dréstica do porte da panicula e em alguns casos com aborto
total da masma, por isso o designamos tasseless (Fig, 4). Nesae caso
had uma grande redugdo na produgdo de gametas masculinos, sem com iss0
afetar o desenvolvimento da espiga, A analise da segregagdo tndicou
tratar-se agui também de heranga moncfatorial sendo o alelo recessivo
responsavel pela transformagio de uma planta mondica em feminina
apenas, Esse tipo de alteragio de pianta nessa familia foi detectado
na geragl8o 83 , ou seja, apds o material gendtice ter cofride trés

consecutivas geragbes de autofecundagfo,
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Fig.

3 .

4,

Mutante shrunken surgido na geraglo OP

L9802 x L803.

Mutante tasseless surgido na geraglio 83

L902 x AST B6-4 e em outras combinagbes,
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No cruzamento das |inhagens de endosperma flint, L8022 e
L8a2 (tabela 3), foram observados dois tTipos de mutantes, Um revelando
plantas com esterilidade masculina e putro com auséncia de dorméncia
propriamente dita nas sementes., 0 tipo macho estéril (Fig.5), foi
denominedo muale sterile por ser semelhante aos vaérios genes nucleares
bem conhecidos em miiho {(Neuffer et al, 186B) e aos tipos que
apresentam esterilidade masculina do tipo genético-citoplasmatico com
citoplasmas denominados Gharrua, Texas, USDA, |, J, Vg, Mi, e etc (Coe

et al, 1988). Esse mutante, como os demais, ndo apresenta alteragdio no

tamanho da panicula e geraimente logo apbs a extrusdo da
inflorescéncia as ramificagbes ficam juntas em forma de pavil, com as
espiguetas carregando anteras ndoc funcionais, Novas familias & partir
do material original segregante estdo sendo sintetizadas para
posteriormente serem testadas para identificag8o do mecaniamo
responsave! pela macho-esterilidade expressa nesse grupo, ou seja,
nuclear ou nicleo-citopiasmatica. Observou-se (tabela 3) gue todos os

mutantes macha-estéreia aurgiram na geragBo S & . A progénie 4-28
representa a planta fenotipicamente normal da progénie segregante na
geragdo S &, Outro mutante que também surgiu da complementagdo entre
as linhagens citadas foi o tipe com germinagdo precoce das sementes
ainda guando est3o em estdgio imaturo nas espigas, Esse mutante esta
relacionado com alteragbes gque afetam a dorméncia e a germinagdo dos
frutoas como agueles gue ocorrem em mutantes denominados vivipary,

Esses mutantes provavelmente acumulam precursores de carotendides no

endosperma e por issg tornam as sementes amarelo palidas ou de
coloragBo | im8c como cs tipos citados por Robertson {1875), A
pxpressic da viviparidade (Fig, B)Y @ muite varigavel sendo possivel

encontrar nas espigas segregantes sementes distintas com vaérios graus
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Fig, 5. Mutante male sterile surgido na geraglio S 2do cruzamento de

LB02 x LB82e,
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de germinag3o precoce {(Neuffer et at, 1868), Possivelmente, o embrido
viviparo é afetado por uma redug3o na concentragio de &cido abecisico,
ABA, (Sheridan, 1988B), Essa al!teragdo provaveimente acelera 0 processo
de germinagio logo apdés alguns dias da potfinizagdo impedindo dessa

maneira que o mesmo entre em estado de dorméncia, fendmeno comum em

sementes normais, A esterilidade masculina mostrou heranga com
possibilidade de envolver um ou dois pares de genes, A progénie
segregando para o fator wivipary mostrou qua easa alteragfo é
condicionada por apenas um loco, A macho esterilidade ocorreu na

segunda gera¢8o de plantas enguanto o viviparo ocorreu apbs o gquarto
ciclio de autofecundagfio, ou seja, nas sementes &4,

Na tabeiar4, estdo relacionados o0os mutantes que foram
encontrados como resultado da complementagdc gendmica entre as
linhagens L902 e SAL-168. 0 mutante com encurtamento de internddios do
colmo denominado brachytic (Fig, 7}, reduz o porte da planta como o
ceusado peloa genea br!f e br2 ( Coe et sl, 1888), 0 mutante denominadeo
stricate, foi o Onico mutante de folhas detectado no prezente trabalho,
As plantas estriadas (Fig, 8) apresentam !istras brancas ou verde-
claras, continuas ou segmetadas no limbo, ou &s vezes proximas a
figula ou nas bracteas, A intensidade na coloragio da faixa mutada se
deve a diferentes arranjos das celuias mutadas com aquelas sem as
gl teragbes, ogue se dispbem em camadas constituindo 3] tecido, Quanto
maior o nimero de células contendo os plastideos mutados mais iarga a
faixa brancas ou amaretla da estria. tsso da oportunidade para o
surgimento de diversos padroes fenotipicoes como notaram Neuffer et gzl
{1988), Observa-se na tabela 4, gque esses dois mutanties surgiram na
gerag¥8o S &, Qutro mutante de planta detectado, ainda no cruzamento de

1802 x 5AL-16, foi o tipo denominado toeseless, cujoa fendtipo se
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Fig, B. Mutante wivipary su

L8022 x L9822,
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Fig. 7. Mutante drachytic aurgido na gerag8o § 2 do cruzamento de

L9902 x SAL-16 e em outras combinagles,
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Fig, B, Mutante striate asurgido na gerag8o S & do cruzamento de

L9802 x SAL-16 e em outras combinagbes,

49



assemelha ao mesmo mutante descrito na tabela 2. Outros mutantes
encontradoas foram oa de endoaperma, do tipo floury e miniature
o pague , cujas caracteriaticas fenotipicas também jé& foram descritsas
no grupo LY902 x L803 (tabeta 1), havendo diferenga somente quantoc a
geraglo de origem do mutante nas familias citadas, Observou-se que
todas as progénies deste grupo apresentaram desvios de segregagdo para
heranga monagénica, Como todos os tipos de mutantes descritos neste

grupo 580 fenoplipicamente muito semel hantes C] outros mutantes das

mesmas classes com segregaglo monofatorial em outros grupos, essa
segregagcio alterada encontrada nas progénies talvez possa ser
atribuida & instabilidade causada pelo proprio mecanismo gerador de

tais mutagbes,

0 dnico mutante que sistematicamente pcorreu em
sucessivas geragdes, permitindo uma andlise genética, dentro da
familia LO02 x L8110, foi o tipo miniature opague (tabela H), Esse
mutante, possivelmente semeihante ao ja descrite na tabela 1, foi o
é¢nico mutante de endosperma, cuja segregagdo em algumas progénies, foi
detectada j& na geragl8o 52, Quanto ao padr8oc de segregagle, ume
progénie apresentou segregagBo proxima a proporgho mendel iana
esperada e a8 outra ndo.

Fm geragies avangadas do cruzamento entre LBO03 e L322
({tabela B), Foram encontrados mutantes de plastideos por nés
denominados de luteus, e 0 striate por serem semelhantes aos mutantes
descritos por Coe et al (418883, 0 luteus & um mutante letal ainda no
estagio de pléntula, Esse mutante possivelmente causa alteragbes na
via biossintética da clorofila ou carotendides, inviabiliza a
fotossintese e consequentemente o desenvolvimento da planta, As

plantulas apresentam coloragio amarelada, ndo fazem fotossintese e
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desenvolvem-se até esgotarem a5 reservas do endosperma, quando entado

secam, Esse mutante foi detectado na geragio § 3 e apresentou

segregag¢io monofatorial, 0 mutante denominado striate, apresentou
fendtipo semelhante aos demais mutantes dessa mesma classe,
descritos anteriormente na tabela 4 apresentando entretanto

segregagado distinta da monofatorial,

Na tabela 7, estao descritfos os mutantes avaliados nas

progénies do cruzamento entre L3303 e SAL-16., O0s mutantes designados
brachytic e striate, afio fenotipicamente parecidos com agqueles
anteriormente descritos na tabela 4 dentre do grupo L802 x SAL~-18, 0

tipo brachytic deu segregag8o manofatorial e entre os striagte , um deu
segregagac monofatorial e o outro nso,

Alguns mutantes foram encontrados apenas em uma
determinada familia. ¢ o caso do tipo germless, que somente foi
encontrado & partir da gerag8o0 54, no cruzamento de AST BE-4 ecom
L8222 (tabelsa B), A denominaglo germless, foi feita para caracterizar
sementes que apresentam auséncia do eixc embrionério, mas gque
sao itndistinguiveis das sementes normais quanto aos tecidos do
endosperma, A progénie 91-176 (tabela B) em que ocorreu, o mutante
germless apresentou também uma outra alteraglo no endosperma, Andlise
na lupa de sementes secas revela com cliareza a cavidade onde e
aloja o tecido embriondrio (Fig, 9), Esse & mais um mutante de
endosperma  qgue surgiu a partir do terceiro ciclo de autofecundaglo e
cuja segregaglo observada e avaliada pelpn teste de e indica =
origem monogénica desse mutante,

No grupo formado pelo cruzamenlto das | inhas AST 886-4 e
SAL-16 (tabela §9), foram observadas progénies segregando para

diferentea tipos de mutantes, 0 tipo tasseless moatrou carscteriaticas
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Fig, 8, Mutante germless aurgido na gerag8o

AST BB6-4 x LS822,
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fenotipicas semeihantes &s j4 descritas na tabela 2. As duas

progénies neste grupo apresentaram segregaglo discrepante daquela

condiciaonada por fator monocgénice, 0 mutante do tipo aetched
caracteriza-se por apresentar sementes com desenvolvimenteo
praticamente normal, considerando as dimensdes dos frutos (Neuffer et

al, 1968), Estes podem ou n3o apresentar o tecido embrionario normal
mas sua caracteristica mais acentuada é a presengs de reentréncias ou
cicatrizes, distribuidas por toda a superficie externa do grdo (Figura
18), Esse mutante de endosperma foi somente detectado em geragéo
avangada apdés o terceiro ciclo de autofecundagdo & nesse grupo todas
as progénies segregantes para =iched apresentam deavios significativos
para =2 segregag®o monofatorial,

0 mutante dencminado shriveted kern=! (Fig, 113, &
semelhante a outros mutantes (Neuffer et al, 1868) que apresentam
alteragbes no niémero de cromossomos das cétulas, bs mutantes
fenotipicamente semelhantes descritos na literatura foram
caracterizados por uma deficiéncia na condensagdoc dos cromossomos na
metafase, causando dquebras cromossOmicas durante a migragido dos
cromossomps para os p6los, no final da anafase, (Neuffer et al, 1888),
Esse mutante de endosperma foi observado em geraglo avangada ( <4,
e na progénie estudada a relagdo entre sementes normais e mutantes n3o
obedece & segregagioc esperada para um caracter monofatorial, como
seria esperado se envolvesse alteragbes cromossbmicas come o mutante
citado por Neuffer et al (19881,

Num outro grupo, AST BB-4 x L3810 (tabela 10), somente o
mutante do tipo dbrachytic foi encontrado, Também o &rachytic desse
grupo, & fenotipicamente semelhante aos demais mutantes da mesma

classe, descritos em outros grupos como o mostrado na tabela 4. 0
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Fig. 10, Mutante etched asurgido na geragd3o S 3 do cruzamento de

AST BE-4 x SAL-16 e em outras combinagdes,
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Mutante shriveled kernel surgido na geraglo S £do cruzamento

de AST B6-4 x SAL-18B,
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tipo brachytic desse conjunto foi detectado j& na geraglio S2 e mostrou
segregacio dentro dos padrBes mendelianos para caracter simples,

0 mutante expressando fenédtipo do tipoc aldbino foi
encontrado apenas no grupo envolvendo as |inhagens L9282 e L910 (Tabetla
41). Foi denominado albine pela sua semelhanga fenotipica =80s genes
wi, w2, deacritos na literatura (Goe et al, 1888), 0 aldino (Fig.
12) é um mutante do tipon t{etal e caracteriza-se por apresentar

auséncia de clorofita ¢ carotendides, por isso com coloragBp branca.

0 albino foi observado a partir da geraglo S Z&de planta e de acordo
com a segregag8o encontrada trata-se de alteraglo controiade por
apenas um |oco,

Qa mutantes de pianta do tipo brachytic e tasselass

detectados no grupo composto petas finhagena SAL-168 x L8910 (tabelsa

13), j4& foram descritos anteriormente nas tabelas 2 e 4, 0 tasseless
deste grupe foi obaervado j4 em plantas S§& revelando ser uma
caracteristica monogénica, Ainda nessa familia, foi detectado o
mutante do tipo tassel seed (Fig.13)., Nos primeiros estdégiocs de

desenvolvimento da planta a panicula e as espigas s8o morfologicamente

indistinguiveis, exceto pelos primérdios das hastes na pantcul!a (Cheng

et al, 1883), Com o crescimento da planta, pistilos na inflorescéncia
masculina e estames na inflorescéncia feminina, 580 abortados e
degenerados, Hé evidéncias que giberilinas exercem um papel importante

no processoc pard suprimir o aparecimentoc de determinados o6rgdos

sexuasis, tantop na panicula como na espiga, A concentragio de
giberilina, & aparentemente monitorada por genes relacionados ao 5exo0,
que ativam o curso para diferenciagido de estruturas masculinas

e femininas ({riah & Nelson, 18B8), 0 fendtipo do mutante tassel sesd

mostra claramente a transformagido das hastes da panicula em
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13

Mutante tassel seed aurgido na gerag8o S

SAL=-16 x L8110,
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pseudoespigas onde sdo encontrados alguns pistileos vidveis, permitindo

a formag8io de frutos, Esase mutante & aemelhante an mutante tassel

seed —2 descrito na literatura {(Neuffer et al, 1888, Coe et al,
1888, apresentando também padr%o de segregag8o, aoas moldes de
heranga monogé&nica, Esse mutante de planta foi aqui detectado na

gerag8o 52 comoc a maioria dos mutantes de plantas eatudadeos, 0 mutante
denominado thin endosperm, encontrado no cruzamento de SAL-16 x L840,

caracteriza-se pela auséncia de varios tecidos no fruto, O embrido e

os tecidos de reserva ndo 550 formados durante a morfogénese, A Fig,
14 revela o aspecto fenctipico do mutante podendo ser notado somente
uma fina |lamina de tecido materno, notadamente o pericarpo, ao invés

do gr3o0 normal, Mutantes com esse fendotipo nSc foram reportados até o
momento., Trata-se em nosso caso de um mutante de fruto com segregacglo
monog@nica, Foi detectado na geragBo S 3, a semelhanga do que ocorreu
com a maioria dos mutantes de endosperma,

A tabela 13, mostra os mutantes obtlidos no grupo do
cruzamento L8910 x L8902, representando um dos cruzamentos reciprocos
estudados, 0s mutantea de planta do tipo ©brachytic e Lluleus 580
fencotipicamente muito semelhantes aos demais mutantes dessas
mesmas classes jé descritos nas tabela 4 e B respectivamente,
diferindo apenas quanto ao padrio de segregaglo avaliado com o teste

z2 . -
de ¥ 0 mutante de endpaperma denaminado minigiure opogue -]

semelhante aos mutantes dessa mesma classe de mutantes de endosperma

descritos em progénies de outros grupos, como no  preépric  grupo

envolvendo as linhagens citadas. Embora semelhantes fenotipicamente
apresentam discrepincias quanto & geragfo de origem e =80 padrédo
mendeliano de segqreagagdo monofatorial,. A descrigio desse mutante
aparece na tabela 1 apresentando semelhanga guanto a gerag8o que 5e
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Mutante thin endosperm surgido na geraglBo S 3 do cruzamento

de SAL-16 x L810,
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expreaapou a primeira vez (854) e também ao padrfBc de segregagio
mendel iana,

0 outrop cruzamento reciproco avaliado nesse projeto

envolveu as 1inhas AST 86-4 e L90d3 que apresentam o5 mutantes
relacionados na tabels 14, 0s mutantes do tipo etched e floury,
presentes como resultado desse cruzamento, foram também detectados

como variantes de outros grupos, por exemplo AST BE-4 x SAL-1B
{tabels 9) e LY02 x t903 (tabela 1) onde estdo descritos, Esses dois
mutantes n3c apresentaram um comportaments definido nas diversas
progénies onde foram encontrados, considerando o padrio de segregaglo
mendeliana, ora estave! gra instavel, e as geragbes onde foram
visualizados primeiramente, Mas ambos mostram a tendé&ncia dos mutantes
de endosperma em surgir em geragfies avangadas no processo  para
obteng8n de |inhagens puras,

O0s dados apresentados, nos levam a <concluir gque o padrao
de segregacho nas progénies avaliadas n8c parece seguir um determinado
modelp, € possivel encontrar desvios de segregaglo mendeliana em
progénies segregando parsa um mesmo mutante dentro de uma unica
familia, Esses desviocs de segregagio nio devem ser atribuidos a
heranga gquantitativa, mas sim, a0 proprio sistema mutacicenal envolvido
na origem e eXPressaon desses mutantes, Também n3o se observa um
determinado padrio guanto aoc numers de geragies de autofecundaglo
necessaria para o surgimente dos diferentes tipos de mutantes
estudados, Nota-se, uma certa tendéncia entre os mutantes de planta de
se expressarem na geraglio 52 2 peara o0s mutanteas de endosperma na
gerag#o § 3 sy § 4,

A frequéncia dessas mutagBes tembém parece nHo estar

relacionado com efeitos maximos da heterose, pPois a maioria dos
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mutantes somente foram detectados apds dois ou trés ciclos de
autofecundacho, quando o efeito de heterose é reduzido de 25 e 12,5%,
Por outro {ado, mostra 4gue a endogamia é importante para o
aparecimento dessas alteragles gquer proporcionando aumento no nGmero
de cdpisas de elementos que promovem mutagdes, guer pels sua capacidade
de expressar o efeito de genes recessivos,

£ interessante notar que grande parte dos mutantes
ectudados S80 fenotipicamente semelhantes aos variantes genéticos
mais fregquentemente obtidos através de estresse gendmico,. Assim em
cultura de células in vitro (Edalin et al, 1881, Zehr et al, 198B7; Lee
e Phillips, 188B7b; Prioli, 1887, pela presenga quantitativa de
cramossomos B npo genoma (Staub, 1887), ocu ainda pela ativagio do
elemento de tranaposicdio Spme am experimentos de (transposon Ltagging
(Schmidt et al, 1987) +tem sido encontradoas mutantes como aldino,
brachytic, luteus, mole sterile, dwaryf, stricte leocves, narrow leaf,
tasceless, tossael soed, defective kernet, opague  Eeeds, germless,
minitature opague, shrunken seeds & vivigary, Obviamente n#o se tem
agqui um minimo de informag&o para inferir Qgque esses mecanismos
geradores de diversidade genética sejam 05 MEesmos gque foram
ativados na interagdo dos genomas das !inhagens estudadas, Vérips
mecanismos poderiam ser acionados nesses cruzamentos, Elementos de

transposi¢do como ja vimos, 5830 comumente ativados em genomas Que

apresentam quebras cromossdmicas {McClintock, 1984 ; Déring, 1889;
Gier! et al, 19B9), Ha& também observagles que indicam que os
elementos de transposigB8o D3 podem ser responsdveis por quebras

cromossbmicaa quando um eiementoc regutatdric Ac estd presente no
genoma (Nevers et al, 1986), 0 evento quebras cromossbmicas, que em

atguns casos precede a8 ativagao dos transposbns, deve por sua vez
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pcorrer devido a outros estimuios cemo a replicagio tardia de blocos
de heterocromatina {Peschke et al, 1887, pela presenga de
cromossomos B no gencma, gue podem interagir fisicamente com algumas
sequéncias dos cromossomos do conjunto A (Rhoades e Dempsey, 1973;
lee e Phililips, 1987a), A presenga de cromossomos com extremidades
rompidas que tendem & adguirir a forma de anel podem formar pontes na
anafase, resu!tande também em gquebras cromossomicas (McClintock,
1884),

Um putro exemplo de estresse tambem imporTante que é
citado por McClintock (1884) e Nevers et al (4886), é aquele
conseguido através de cruzamentos entre espécies, 2 cruzamento de
linhagens distintas n&o poderia ser agqui também considerado um tipo de
estresse? 0 cruzamento de varias [inhas puras distintas de uma mesma
espécie produzindo heterose n8o poderia também se constituir num
chogque genbBmico e promover a ativagioc de mecanismos intrinsecos
geradores de variabilidade genética? A resposta a essas guesties deve
ser procurada numa fase seguinte através de andlises c¢itogenéticas,
para se tentar identificar a presenga de anomalias cromossdmicas,
presenga de cromossomos B , ou aspectos relacionados & replicaglo dos
kriwbs heterccromédticos e correlacionar esses eventos com as mutagbes
encontradas. Paralelamente, devem ser feitos testes de alel ismo para
verificar se as mutagBes encontradas s8o as j& conhecidas au 5@ 530
novas para serem mapeadas, E importante também que se analise as
mutagBes que j& tenham ssondas disponiveis para se proceder uma
analtise molecular para tnvestigar a natureza dessas mudangas

estruturais dos genes sofridas em consequéncia desses cruzamentos,
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Tabela 1, Nimero e porcentagem de mutantes encontrados em
progénies derivadas do cruzamento FI (L8022 x L8033, A asequéncia de
geragbes com a letra grifada se refere & geragdo onde o mutante de

endosperma (e) ou de planta (p) se expressou pela primeira vez,

1
Progénie Geraglies Mutantes Totat Porcentagem
2
i g98-45 F1-81{-52-83-54 floury (e) 178 22,7 NS
L 74-08 F{-8f-8&-83- 54 miniature opaque (e) 200 22,08 NS
L 76-08 Fi-81-52-0P-51 shrunken (e) 1714 26,3 NS

1, F{, 84, &2, 83, 54 e OF ae referem, respectivamente, ao cruzamento
das duas linhagens, progénie com uma, duas, trés e guatrao

autofecundagdes e pruogénie obtide com polinizagldo aberta,

2, NS5, N3op significativo para teste de xz (Qui- quadrado) para

hip6tese de heranga monofatorial,
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Tabela 2. Ndmero e porcentagem de mutantes enconirados em

progénies derivadas do cruzamento FZ (L8802 x AST BE-4)., A sequéncia de

geragbes com a letra grifada se refere & geragio onde o mutante de

endosperma (e) ou de planta (p) se expressou pela primeira vez,

1

Progénie Geragdes Mutantes Total FPorcentagem
2
L 144-48 F{-81-52-583 tasselesas (p) 33 24,2 N&

1, F1, &1, B2, 57 ae referem, respectivamente, ao cruzamento daa duas

linhagens, progénie com uma, duas e trés autofecundagles,

2, N5, N80 significativo para teste de xz (Qui- guadrado) para

hipotese de heranga monofatorial,
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Tabela 3, Numeroc e porcentfagem de mutantes enconltrados em
progénies derivedas do cruzamento F{ (L8902 x L8922), A seguéncia de
geragles com a letra grifada se refere 3 gersglo onde o mutante de

endosperma (e) ou de planta (p) se expresspou pela primeira vez,

Progénie Geracﬁez Mutanties Total Porcentagem
2

L 4-28 Fi1-81-52-53 male sterile {p) 27 18,5 NS

L 4-28 F{-5f{-52-mas x normal male sterile {p) 48 50,0 NS

L 72-30 Fi-81-82-0F male asterife (p) 48 6,1 NE*

L 202-38 Fi-81-52-0F male sterile {(p2 16 31,2 NS

L 174-35 F{-81-52-52-54 vivipary (e) 151 ¢5,8 NS

4, Fi, 54, 68, 83, 54 e OP se referem, respectivamente, 2o cruzamento
das duas |linhagens, progénie c¢om uma, duas, trés e quatro

autofecundagdes e progénie obtida com polinizagdo aberta,

2, NS, N¥%p significativo para teste de xz (Qui- quadrado) para
hip6tese de heranga monofatorial a nivel de 5% de probabilidade,
NE %, N#o significativo para teste de x? (qui-quadradp) para

hipttese de heranga bifatorial,
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Tabela 4. Nimero e porcentagem de mutantes encontrados em
progéniea derivadas do cruzamento F! (L8022 x SAL 16). A sequéncia de
geragBes com a letra grifadsa se refere & geraglBo onde b mutante de

endosperma (e) ou de planta (p} se expressou pela primeira vez.

1
Progénie Geragbes MutTantes Total Porcentagem
L 85-406 F{-81-52-0P brachytic (p) 48 4,2 *x
L 24-400 Ff-51-52-85% satriate {(p) 27 3,? *
L B5-107 Fi-51-8& tasseless {(p? 40 5,0 %
L BE-148 F{ -5 ~582-83 floury {e) 1084 21,8 X
L 85-120 F{-681-52-53-84 floury (e) 322 20,2 x*
L 01-088 Ff-§81-82-58% miniature opaque f{(e) 372 17,5 %

4. F1, 8, &2, 83, 84 e 0OP se referem, respectivamente, ao cruzamento
das duas |inhagens, progénie com uma, duas, trés e guatro

autofecundagBes e progénie obtida com polinizag8o aberta,

2, ¥ significativa a nivel de 5% np teate de xa para heranga

monaofatorial.
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Tabela 95, Nimeroc e porcentagem de mutantes encontrados em
progénies derivadas do cruzamento FZ (L8B0O2 x L840), A aequéncia de
geragbes com a letra grifada se refere & geragdo onde o mutante de

endosperma (e) pu de planta (p) se expressou pela primeira vez,

Progénie Geracﬁel Mutantes Total Porcentagem
2

L 1-53 F{-81 -52-53 miniature opaque f{(e) £85 21,4 *

L 1-54 Fi1-8{-82-0P-8f miniature opagque (e’ 1843 24,4 NS

1, F£, 84, s2, 63, 54 e 0P ae referem, respectivamente, ao cruzamento
das dusas {inhagens, progénie com uma, duas, trés e quatro

autofecundagdes e progénie opbtida c¢om polinizagée aberta,

. -3 .
2, NS =significa no significativo para teate de X (Qui-
quadrado) para hipdtese de heranga monofatorial,
¥ significativo a nivel de 5% no teste de x? para heranga

monofatorial.
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Tabetla 6, Nomero e porcentagem de mutantes encontrados em
progénies derivadaa do cruzamento FI (1803 x L822). A sequéncia de

geragbes com a letra grifada se refere a geragdc onde o mutante de

endosperms () ou de ptanta (p) se exprecssou pela primeira vez,

1
Progénie Geraghes Mutantes Total Porcentagem
z
L 11-433 Ff-81-52-53 futeus (p) S 27,14 NS
L 41-132 F{-81-52-53 striate (p) 31 3,82 *

1, F{, 84, 5& e 53 se referem, respectivamente, ao cruzamento das

duas !inhagens, progénie com uma, duas e trés autofecundagfes,

2, NS, Nfo significativo para teste de xz (Qui- quadrado) para
hipdtese de heranga monofatorial,
* aignificativo a nivel de 5% no teste de x: para heranga

monofatorial,
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Tabheta 7. Nimero e porcentagem de mutantes encontrados em
prog@nies derivadas do cruzamento F{ (LB0O3 x SAL 16), A sequéncia de

geragbes com a letra grifada se refere & geragfc onde o mutante de

endosperma (e) ou de pltanta (p) se expressou pela primeira vez,

1
Progénie Geragbes Mutantes Total Porcentagem
2
L 62-22¢2 Ff-S1-82-53 brachytic (pJ 2g 9,1 NS5
L 62-222 F{-581-82-§53 striate {p) a2 9,1 NS
L 75-22E8 Ff-81-8&-0P striate (p2 a6 2,8 *
+, F1, 81, 82, 53 e OP se referem, reapectivemente, ao cruzamento
das duas linhagens, progénie com uma, duas, trés autofecundagbBes e
progénie obtida com po!inizagdo aberta,
2, NS, N8oc significativo para teste de x2 {(Qui- guadrado) para
hipdtese de heranga monofatoriatl,
¥ aignificativo a nivel de S% no teste de x? para heranga

monofatorial,
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Tabela 8, Nimero e porcentagem de mutantes enconirados am
progénies derivadas do cruzamento FZ (AST B6-4 x L8282). A sequéncia de
geragBbes com a letra grifada se refere & geragBo onde o mutante de

endosperma (e) ou de planta (p) se expressou pela primeira vez,

Progénie Geragdes Mutantes Total Porcentagem

L 81-176 F{-851-52-53-54 germless (e) 2086 24,7 NS

1, Ff, 81, 82, 82 e S4 se referem, respectivamente, aoc cruzamento

das duas I|inhagens, progénie com uma, duas, trés e quatro

autofecundagbes,

2, NS, Ng¥o0 significativo para taate de xa {Qui-~ quadradao) para

hipdtese de heranga monofatorial,
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Tabela 9. Nimero e porcentagem de mutantes encontrados 8m
progénies derivadas do cruzamento FZ (AST B8-4 x SAL 18), A sequéncisa
de geragbes com a letra grifada se refere & geraglo onde o mutante

de endosperma {e) ou de planta (p) se expressou pela primeira vez,

1

Progénie Geragdes Mutantes Total Porcentagem
2

L 10-261 Fi-81-52 tasseless (pl aa 2,6 *

L 10-26¢ Fi-8¢-52-0P tasaeless {(p) g5 B,0 *

L D0D2-253 Ff -8 -52-52 etched (e) 747 5,5 *

L 02-255 F{-81-52-53-54 etched (e) 266 34,3 *

Lt BE-268 Ff-8f-52~83 etched {e) 878 20,1 *

L 0e2-255 Ff{-81-82-53-54 shriveled kernel (e) 248 45,8 *

1, F{, &1, 82, 83, S4 e OP ae referem, resapectivemente, ao cruzamentao
das duas }inhagens, progénie com uma, duas, trés e quatro

autofecundagBes e progénie obtida com polinizagho aberta,

2, % significativo a nivel de 5% no teate de x2 para heranga

monofatorial,
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Tabeia 10. Ndmerop e porcentagem de mutantes encontrados em

progénies derivadas do cruzamento F{ (AST 88-4 x LB10), A sequéncia de
geragdbes com a letra grifada se refere & geraglo onde o mutante de

endosperms (g) cu de planta (p) se expressou pela primeira vez,

1
Progeénie Geragdes Mutantes Total Porcentagem
2
L 129-288 F{-51~82-0P brachytic (p} 5 20,0 NS

1, Ff, 81, 82 e 0P ze referem, reapectivamente, aoc cruzamento daes
duas linhagens, progénie com uma e duas autofecundagBes e progénie

obtida com polinizagdo aberta,

z, NS, N#g significative para teaste de x2 (Qui- guadrado? para

hipotese de heranga monotatorial,
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Tabela 11, Nimero e porcentagem de mutantes eancontrados em

progénies derivadas do cruzamento F{ (L922 x LBA0), A sequéncia de

geraghes com a letra grifada se refere 4 gersglBce onde o mutante de

endosperma (e) ou de pltanta (p) se expressou pela primeira vez,

1

Progénie Geragbes Mutantes Total Porcentagem
2
{ 43-307 F1-5{-52-53 albino (p? 52 25,0 NS
1, Fi, 5¢, 85, 83 ase referem, reapectivamente, gD Ccruzamento das
duas |inhagens, progénie com uma, duas e trés autcfecundagdes,
z, NS, N8o significativo para teste de xa (Qui- guadrado) para

hipdtese de heranga monofatorial,
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Tabeta 12, Numero e porcentagem de mutantes encontrados am
progéniea derivadas do cruzamento Ff (SAL 168 x L8910). A sequéncia de
geragBes com a letra grifada se refere & gerag8o onde o mutante de

endosperma () ou de planta (p) se expressou pela primeira vez,

1
Progénie Geragdes Mutantes Totalt Porcentagem
L 31-234 Fi-81-52 brachytic (p) 20 5,0 x
L 43-236 FZ -84 -52-# tassetesas (p) o 33,3 NS
L 11-228 F{-81-82 tassel zeed (p) 1e g,3 NS
L DB-2¢e8 Ff-81-82-583 thin endosperm (e) 380 21,8 NS
1, Ff, 54, 52 e 83 se referem, respectivamente, 8o cruzamento das
duas linhagens, progénie com uma, duas e trés autofecundagles e §
significa cruzamentTo entre plantas de uma praogénie,
2, NS, N#o asignificativo para teate de xz CQui~ guadrado? para

hipétese de heranga monofatorial,

% saignificativo a nivel de 5% no teate de xz para heranga

monocfatorial,
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Tabela 13, Nimero e porcentagem de mutantes encontrados em
progénies derivadaa do cruzamento FIi (L840 x LBD2Y, A sequéncia de
geragbes com a letra grifada se refere & geragdo onde o mutante de

endospermz (e) pu de planta (p) se expressou pela primeira vez,

1

Progénie Geragdes Mutantes Total Porcentagem
2

L 72-77 F{-51-52-583 brachytic (p? 14 100,0 NS

L 408-82 FI-5{-5&2-8F tuteua (p) 65 6,1 %

L 72-78 F{~-5f-52-83-54 miniature opaque f{e) 158 21,5 NS

4, Ff, 8¢, 82, 83, 54 o 0P se referem, reaspectivamente, 80 cruzamento
das duas |linhagens, progénie com uma, duas, trés e gquatro

autofecundagies e progénie obtida com polinizaglBo aberta,.

2, N5, N38op significativo pare teate de xz {(Qui- quadrado) para
hipdtese de heranga monofatorial,
¥ gsignificativoe a nivel de 5% nao teste de xz para herangsa

monofatorial,
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Tabela 14, Nimero e porcentagem de mutantes encontrados em
progénies derivadas do cruzamento Ff (AST BE-4 x LBO3)., A seguéncia de
geragbes com a letra grifada se refere & geragdo onde o mutante de

endosperma (e} opu de plants (p) se expressou pela primeira vez,

i
Progenie Geragbes Mutantes Total Porcentagem
i 2-4548 Ff{-87-82-832 etched {e) 337 27,6 NS
L 5-480 F{-8f-8Z-832 etched (e) 288 10,7 *
L 23-1861 Ff-81-82-82 etched (e) 381 7,7 *
L 5-180 F{-81-82-83 floury (e) 267 23,68 NS

i1, F1, 81, 82 e 83 ae referem, reapectivamente, B cruzamento das

duas finhagens, progénie com uma, duas e trés autofecundagfes,

2, NS, NB8p significative para teste de xa (Qui- quadrado) para
hipétese de heranga monofatorial,

¥ aignificativo a nivel de %% no tesate de ¥ para heranga

monofatorial,
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5.2 Dcorréncia de mutantes em geragfies avangadas dos

cruzamentos das seis !inhagens estudadas,

As tabelas 1% a 20 mostram os resul tados obtidos para
frequéncias dos varios tipos de mutantes observados nos cruzamentos
envolvendo uma mesma !linhagem, lsso & interessante para estimar o
efeito especifico de uma dada linhagem em promover alteragbes
genéticas em geragfBes avangadas de autofecundag#o de seus cruzamentos
com linhagens distintas, Na tabela 15, s30 mostradas as mutagdes
envolvendo o c¢cruzamento da linhagem L8002 com as outras cinco
linhagens estudadas, Das varias combinagdes obtidas com a participagdo
da linhagem L3902 nos cruzamentos dialélicos verifica-se gque o mutante
do tipo minigture opaque, ocorreu em trés cruzementos distintos
enquanto que tasseless e o tipo floury, pcorreram em dois dos cinco

cruzamentos possiveis, Os outros mutantes do tipo brachytic, male

stertle, striate, shrunken e vwivipary, oacorreram em apenas um
cruzamento especifico, Observa~se ainda, que a !inhagem L9902 produziu
doze tipops de mutagBes nos varips tipos de cruzamentos que

participou, sendo oito deles fenotipicamente diferentes,

Ainda na tabela 415, observa-se a superioridade do
cruzamento 1902 x SAL-18 em produzir § tipos de a!teragbes genéticas,
Por outro lado, o cruzamento das linhagens L8802 x AST BE-4, produziu
somente uma variante, a mutag8oc tosseless, o mesmo ocorrendo  com O
mutante minteture opagus para o grupo L8802 x  LBA0,

0s mutantes selecionados dos cruzamentocs em que a Linhagem
L8903 foi empregsda como um dos tipos parentais, estdo na tabela

16, Nota-se que ocorreu uma frequéncia média de mutagles variando
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entre zerpo e trés, Em dois dos cruzamentes L3303 x AST 88-4 e LY903 «x
L840 n&o +oi detectado nenhum mutante., O tipo striate foi o dnico

encoentrado em dois cryzamentos distintos.

Na tabela 17 estao indicados o0os tipos de mutantes
originarios da complementagdo entre a |linhagem AST BB-4 com as demais
linhagens escolhidas para o estudo, Aqui também se observou uma

frequéncia média de alteragbes com um méxime de trés no cruzamento de
AST B5-4 % SAL-16, 0s mutantes tagss=less e o etched foram obeervados
em dois grupos diferentes envolvendo a |inhagem AST- 86-4,

De todas as combinagbes estudadas envolvendo a {inhagem
L3822 (tabela 18), somente um grupo, o L822 x SAL-186, n3o expressou
aparentemente potencialidades para gerar variantes genéticos, Nenhum
dos grupos envolvendo a L322, entretanto, mostrou frequéncia

expressiva de mutantes,

Ja na tabela 19, envolvendo cruzamentes da |inhagem
SAL-18 observou-se uma alta taxa de mutagles induzidas pela
complementagio dessa Jinhagem com as demais estudadas, A SAL-1B6 € uma
das linhagens que mais contribuiu para gerar variabilidade genética

principalmente quando combinada com a L8302 e L9100, produzindo 5 e 4

tipos de mutagBes distintas, respectivamente, Verifica-se também, que

.

os mutantea de planta, drachytic e tasselsss, ocorreram em 3 dos
cinco cruzamentcs possiveis, A linhagem SAL-16 produziu @ maior
frequéncia de mutantes, ou seja, gquatorze tipos em cinco cruzamentos,
Nove s8o de tipos distintos e sete desses est8c distribuidos nos
grupos SAL-1B b 902 e SAL-1B X LS10. Essas linhagens ao se
complementarem devem ter gerado condigbes propicias & ativag8o e

expressao de agentes mutagénicos naturais responsaveis pelas

mutagdes observadas,
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A tabela 20, fina!mente, resume as mutagdbes encontradas
quando a |inhagem L8110 é usada em cruzamentons com as cinco outras
linhagens, A L910 gerou cerca de nove tipos de mutantes nos varios
cruzamentos, sendo sete destes fenotipicamente distintos,UObserva-se
também gue a maior freguéncia de mutagles foi detectada na combinagdo
entre a |inhagem L3810 e SAL-18, Interessante notar gue o mutante
brachytic foi encontrado em trés dos c¢inco cruzamentos posaiveis,

Da contribuig8o de cada uma das seis |l inhagens para
produzir mutantes em geragles derivadas de seus cruzamentos pode-se
concluir gque as linhagens SAL-1B8 e L3902 tém maior capacidade que as
outras para gerar mutantes em suas progénies, 0 termo capacidade geral
de combinagdc foi criado por Jenkins e Brunson {1832) para
caracterizar linhagens ou progénies de milho que em cruzamentos com
outras |inhagens, ou progénies n&o aparentadas, produzem sempre
familias com alta heterose, Obviamente se uma linhagem em cruzamento
com outras sempre produz progénies com alto vigor @ ela a que mais
contribui para produzir heterose, Comstock et al (41848) mostraram que
esses genes s30 preponderantemente de efeitos aditivos, Tratamento
corresponde gueremos fazer no presente trabalho dizendo gque s30 08
genes ou fragmentos de DNA presentes nas |inhagens SAL-18 e LB02 é que
s3o as principais responsadveis pela maior capacidade mutagénica dessas
tinhagens, Dat dizermos que as linhagens SAL-1B e Lage tem
aparentemente a maior capacidade geral mutagénica das seis linhagens
estudadas, A linhagem L9302 parece ter o potencial para produzir na
descendéncia mutantes do tipo miniature opoQue, enguanto 5AL-16
parece aumentar a probabi!idade de ocorréncia de mutantes do tipo
tasseless e brachytic e a |linhagem L8410, o mutante do tipo b&rachytic

na descendéncia., Além de LB0OZ2 e SAL-18 terem um efeito aditivo para
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produgdo de mutantes em sues descendéncias o cruzamento especifico
L3902 x S5AL-1B apresentou ainda o maior poder em gerar mutantes em

geragBes avangadas de autofecunda¢8o, seguide das SAL-16 x L9110,
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Tabela 15, Mutantes de plantas e de endosperma em geragles
derivadas de cruzamentos envolvendo a |inhagem L 902 e as cinco
restantes,
Tipos de Linhagens

Linhagem
Mutantes L803 ASTB86-4 Lgea SAL1E L9410

Lsage Brachytic X
Male Sterile X
Striate b
Tasseless X X
Floury X X
Miniature Opague X X X
Shrunken %
Vivipary X

Total 3 1 2 5 1
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Tabela 1B, Mutantes de plantas e de endosperma em geragdes

derivadas de cruzamentos envolvendo a |inhagem L 8903 e as cinco

restantes,

Tipos de Linhagens
Linhagem

Mutantes Lgoe ASTBE-14 L9ee SAL1B L91b
L9083 Brachytic %

Luteus ]

Striate X X

Floury %

Miniature Opagque X

Shrunken X
Total 3 0 2 2 o
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Tabela 17. Mutantes de plantas ¢ de endosperma em geragbes
derivadas de cruzamentos envolvendo a !inhagem AST 8B-4 e as cinco

restantes,

Tipos de Linhagens
Linhagem

Mutantes Laoz2 L9083 L8aa SALIB L840

AST BB-14 Brachytic X
Tasseless b X
Etched X X
Floury X
Germless X
Shriveled Kernel %

Total 1 2 1 3 1
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Tabela

derivadas

restantes,.

18, Mutantes

de c¢cruzamentos

plantas

envolvendo a

Linhagem

Tipos de

Mutantes

L803

L 822

Atbino
Matle Sterile
Luteus
Striate

Germless

Vivipary

Tota!

g4

endosperms geragdes

linhagem

Linhagens



Tabela 189, Mutantes de pltantas e de endosperma em geragles
derivadas de cruzamentos envolvendo a linhagem SAL -418 e as cinco
restantes,

Tipos de Linhagens
Linhagem
Mutantes Lape L3803 ASTBE-4 Lgea L810D
SAL 16 Brachytic A X X
Striate % X
Tasseless X X X
Tassel Seed X
Etched X
Fitoury X
Miniature Opaque X
Shrivelted Kerne! *
Thin Endosperm %
Total 9 2 3 B 4
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Tabelta 20. Mutantes de plantas e de endosperma em geragles
derivadas de cruzamentos envolvendo a linhagem L 810 e as cinco

restantes,.

Tipos de Linhagens
Linhagem
Mutantes Laoe L8803 ASTHE-4 Le2e2 SALAE
L3810 Atbino R
Brachytic % X X
Luteus X
Tasseless X
Tassel Seed X
Miniature Opague X
Thin Endosperm X
Total 3 H 1 1 4
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Uma outra forma de resumir os dados para permitir o
estudo da interag%o entre linhagens e para produgBo de mutantes em
seus cruzamentos encontra-se na tabela &1, Pode-se aqui observar
também a superioridade das linhagens L3902 e SAL-16, em gerar
variabilidade genética produzindo cerca de guatorze tipos de mutagles,
Essas linhagens aparentemente carregam fatores genéticos ou fragmentos
de DNA que em condigBes propicias isto é, em cruzamentos especificos

se complementam de forma a induzir uma alta frequéncia de mutagbes em

sua descendéncia, Fntre as seis linhagens estudadas a linhagem L9228
produziu cerca de seis mutagBes e aparentemente é aquela que tem =2
menar capacidade de induzir mulagbes, Observa-se também gque os

mutantes do tipo brachytic e tasseless ocorreram, reapectivamente em 5
e 4 cruzamentos distintos dos 15 possiveis, sendo portante os mais

frequentes de todos os tipos analisados,
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Tabela 21,

Distribuigio dos

tipos

de mutantes detectados nos

diversos cruzamentos e a frequéncia de contribuigdo de cada

dos mutantes apresentados,

linhagem

para 0o surgimento
Tipos de Cruzamentos Linhagens envolvidas
Mutantes distintos L8902 L903 ASTBE-4 L922 SAL-16 L840
Albino {p) 1 1
Brachytic {(p) 5 2 1 1 3 3
Luteus {(p) a8 ! 4 1
Male Sterile {(p) 1 1 1
Striate {(p) 3 1 2 1 2
Tasseless {p) 4 2 2 3 1
Tassel Seed (p) 1 4 1
Etched (e) = 1 2 1
Filoury (e) 3 2 2 1 1
Germless (el 1 1 1
Miniature opagque (e’ 3 3 1 1
Shriveled kernel (e) 1 1 1
Shrunken (el 1 1 1
Thin endosperm (e) 1 1 1
Vivipary (e) 1 1 1
Totsl 14 9 B 8 14 3
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Como trés das linhagens, Lage, L9n3 e L8822 &0 de
endosperma flint, derivadas de Cateto e trés, AST 8BB-4, SAL-18 e L9110
s30 de endosperma dente provenientes da raga Tuxpefio, os dados foram
também resumidos de outra forma para se verificar a contribuiglo do
germoplasma em produzir variabilidade genética, A tabeia 22 mostra a
relagio entre o mutante estudado e a raga das tinhagens, monitorados
petn seu tipo de endosperma. A porcentagem média de mutantes obtida
nos trés grupos, foi de 2,3; 1,7; e 2,7 %, mostrando que
a frequéncia de mutagBes obhtidas em geracgles derivadas dos vArioa

hibridos parece ser independente do germoplasma das ragas.
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Tabela 22. Frequéncia dos mutantes encontrados nos grupos de
cruzamentos envolvendo cruzamentos de linhagens flint e dente,

gcaracterizando as ragas Cateto € Tuxpefino, respectivamente,.

Grupos

Mutantes .
Filint x Flint Flint x Dente Dente x Dente

Albing

Brachytic 3 2
Luteus 1

Male STerile 4

Striate 1

Tasseless = 2

Tassel Seed

Etched 1 1
Floury 1 c

Germless 1

Ministure opagque 1 c

Shriveled Kernel 1
Shrunken 1

Thin endosperm 1
Vivipary 1

Total 7 15 g
Média por grupo g,3 1,7 2,7
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5.3 Frequéncis de Mutaglo.

Para se detectar & ocorréncia de mutagbes, seja
espontanea ou induzida por agentes mutagénicos, Tem-se que amostrar um
grande nimero de progénies através da analise de plantas, sementes,

grios de pdlen, células e etc, |Isso € necessdrio para gue a taxa de

mutag8o possa ser medida com precis8c, Qutrp ponto importante & que
o loco onde se pretende estimar a taxa de mutagdc condicione
caracteristicas com alta herdabilidade, isto &, a presenga do gene

tem gue ser monitorada com precisdo pela express3p clara de seu
fenétipo. flustrando esses pontos Stadier (1842) estudou a taxa de
mutagip no loco Waxy que condicinna a concentraglo de amilopectina no
endosperma do milho, Analispu 1.503.,744 semenies e ndo encontrou
nenhum mutante wawxy {(wx) responzdavel pela produglio de 108% de
amilepectina na semente, Para obter 3 mutantezs shrunken (sh), gene
que produz um bl!oqueio parcial na sintese de amido, foi necessaria a
coleta e andlise de 2.469,.28% sementes, No primeiro caso, a taxa de
mutag80 se refere &4 alteragido do gene Wy responsdve! pela sintese de
endosperma com amido comum gque contém aproximadamente 75% de
amitopectina e 25% de amiipae, no alelo wx gue produz sementes com
apenas amilopectina, Aa sementes com o0 gene Wx afic facilmente
distinguidas das sementes homozigotas para o gene wx, Aas primeiras sado
brithantes enguanto as segundas s80 cpacas. Ne segundo exemplo, o]
Shrunken (Sh) também condiciona samido Gcomum enquanto o =h am
homozigose produz uma reduglo do teor de amido e um sumento de
aglicares, As primeiras tém sementes comuns, cheias, enquantoc as

sementes mutantes apresentam depressBes com redugdo clara no saed
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volume,

Além da avaliag#o da freguéncia de mutaglo de
caracteristicas monofatoriais de alta herdabi!idsde, outros métodos
tem sido usados em milho, HRobertson (187B) por exemplo, trabalhou com
o sistema *Mutator® (Mu), que tem a propriedade de aumentar em 30
vezes a taxa de mutagdo espontdnea e que surpreendentemente deixa de
atuar apés, aproximadamente, duas geragles ouv mais de autofecundaglo,

A evidéncia da presenga de Mu tem sido obtida através do fendtipo de

piéntulaa em progénies F& do cruzamento da tinhagem contendo o fator
Mu com 1 inhagens comuna de milhn.-Mutantes taias come «ldino, luteus,
virescent, dwarf, narrow-leagf-vhite, smaell seeds, opagus seeds,
shrunken secds, tassel seeds, white strigpge entre putros tém =aido

encontrados mostrando gue a taxa de mutagd3o em pltantas heterozigotas
oscila 3o redor de 6,3% sendo 34,5 vezes superior a taxa do controle,
Ja em experimentos de culttura de tecidos & taxa de
mutagio conseguida tem saido estimada pela relaglp entre plantas
expresaandas um ou mais tipos de mutantea e o total de plantaa F2
regeneradas a partir da cultura de embrifies imaturos. A taxa de
mutagio relatada por diversos autores varia de 0,1 a 1,3 mutagbes
entre as plantas regeneradas (Edailo et al, 1981; Mc Coy e Phillips,
1882; Priocli, 1887; Zehr et al, 1887; Lee ¢ Phillips, 1887b ).
No presente caso, houve a preccupagio de se avaliar
a fregquéncia de alteragbes genotipicas mendelianas que poderiam
aurgir na deacend&ncia de quinze cruzamentos FZ obtidos do dislelo de
seis linhagens puras, Agui n3oc houve preocupaglo de se estimar a taxa
de mutaGg3o em locos especificos mas sim de estudar a possibilidade da
gerag8o de variabilidade genética nova decorrente da complementagBo de

genes resultantes do cruzamento de duas linhagens nac aparentadas,
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Para se ter um sistema que permitisse uma anatise
comparativa desses dados com observagdes gue poderdo ser coletadas no
futuro, em cruzamentos de outras linhagens, usou-se uma metodologia
onde a geragfioco SZ & usada como referéncia para estimativa da
frequéncia de mutagBes registradas nas suas progénies obtidas por
autofecundagdo.0s dados obtidos seguindo essa metodologia 580
mostrados na tabela 23. Observa-5e Qque apesar do numero de progénies
52 em cada grupo ter sido reduzido (87 a 280) a freguéncia de
progénies derivadas com pelo menos uma mutagdo nova variou de 8,8 a
60,8 com uma média de 21,6% indicando gue a simples complementagdo
de genes em cruzamentps de linhagens nao aparentadas parece ser
suficiente para produzir uma significativa gquantidade de variagio
genética nova, que ndoc pode ser atribuida aos mecanismos bem

conhecidos de recombinagao homéloga da meiose,
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Tahela 23, Total

de

progénies §2

daquelas que em progénies por autofecundagio

uma mutagcio mendeliana nova,

estydadas e fraguénecia

apresentaram pelo menos

Progé&nies B2

Grupos Total Com alteragdo
genética
no. %
L 902 x L 8303 188 12,7
L 802 x AST 8B6-14 215 8,8
L 802 x L 83a2& 22?7 11,5
L 9oe x SAL-1B 478 24,2
L 802 x L 310 230 12,8
L 803 x AST BEB-4 126 14,3
L 803 x L 82g 155 46,5
L 5@3 x SAL-18B 113 33,6
L 803 » L 910 89 60,6
AST BB-4 x L 8922 123 13,0
AST B6E-4 x SAL-18 110 35,5
ASYT BB-4 x L 918 138 10,3
L 922 x SAL-18 148 15,1
L 922 x L 8910 162 11,7
SAL-1B » L8910 97 13,4
Meédia 157,7 21,6
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5.4 Teate de Alelismo,

Os mutantes agui descritos foram designados de
acordo com sua seme2lhanga com outros mutantes j3d estudados e descritos
na literatura, Um prdéximo passo importante serd o de determinar a
localizagldo desses genes nos GCromossomos, Dentre os varios métodos
disponiveis estd o teste de alelisme do mutante desconhecide com
zqueies conhecidos gue produzem fendtipo idéntico, Uma demonstragdo
desaas abordagem foi feita com o mutante wivigary que apareceu em
geragio avangada do cruzamento L3902 x L822 e que tem fendtipo muito
semelhante aps ja relatades na |literatura (Robertson, 4375). Seis
estogues testadores contends o3 genes vivipary, ou sejam, upd, vk,
ved, al, w3 e y@, foram utilizadoa para o teste de alelismo. Progénies
FZ de cruzamentos entre taias eatoques e uma |inhagem contendo o gene
vplisd (Maluf, 1881) foram uasdes em cruzamentos com o estogque L35, que
carrega o gene vivipary desconhecido,

Come se trats de genes letais gquando na condigdao
homozigotas recessiva, o8 genes vo sfiop mantidos na populaglo através

dos individuos heterozigotos, Assim sendo o0s varios genes v dos

estoques para o tesate de aletismo, bem como da [inhagem L35, com o wg
desconhecido segregam em progénies de individuos heteroczigotos
autofecundados, Cerca de 2/3 das plantas derivadas desses individuos

segregar8o up em suss progénies ume vez gue ©os homozigotos recesaivoe
s50 letais e desaparecem no estagio de pléntulas, Portanto progénies
resultantes do teste de aletliasmo carreganda o mesmoc gene wo
encontrado na |inhagem L35 s3o esperadas apresentar 2/3 x /3 = 4/8

de espigas segregando sementes vivipary, 0s resuftados moatrados na
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tabela 24 indicam qgue 0 gene W& deaconhecido que aurgiu da
complementag8o de genes no cruzamento de L8902 x L8922 é o gene wvwgsd ,
pois somente espigas oriundas desse cruzamento apresentaram
segregagio do mutante,. 0 mutante vpl, caracteriza-ae pelo acimulo de
precurapores de carotendide, o fitoeno, fitaflueno e & -caroteno,
(Anderson e Robertson, 1963) e localiza-se no brago curto do

cromossaomo 7, Produz sementes com endosperma amarelo palido e 8s
pldntulas s30 albinas ou verde claro (letais),

A progénie L35, como as ouiras Que carregam 0% nOVOS
mutantes, foi aulofecundada por mais uma geragdo para elevar 0 grau
de endogamia na progénie visando a sintese de !inhagens puras que
segregam apenas no loco mutado. 0 padréo de segregagho na
autofecundag%o e no teste de alelismo ¢é mostrado na tabela 25,
Intereassante notar gue apeaar de se saber gue o mutante wpg mostre
segregagéo monofatorial o teste de ¥ indicou um desvian
significative a nivel de 5% da proporgdo esperada de 25%. Essase
desvio de segregagdc pode ser atribuido a alguma deficiéncia na
expressividade do gene Vp&@ como foi notado por Robertson (1878B) e
Majuf (1884) em andl|lises de segregagBo de genes wp, Desvios como esse
ou causado por interagbes com outros genes podem muito bem ter
ocorrido em proporglies esperadas dos mutantes encontrados ém

segregagbes estudadas no presente trabalho,
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Tabela 24, Teste

e esperadas segregando

cruzamento

de piantas

plantas portadoras dos

de Alelismo, Ndmero de espigas observadas
fendtipo vivipary, em progénies resultantes do
portadoras do gene vivipary desconhecido com

sete genes viviparos testadores,

Genes testadores Total Ohservadas Esperadas*
upl 2 25 0

vpl2 e wpd 43

vpld e vpS 30

vpld e wpd 24 12 11

vplf e al 14

wpld e wl 21

upld e & 18 0

* determinado com base na segregagioc observada
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Tabels 25, Segregag8ioc observada para o loco VpY na progénie
L3% autofecundada, onde o mutante foi encontrado, € no cruzamento com

o estoque de wet? do teate de aleliamo,

Sementes

Gendtipo da progénie

Total Mutante
no, %
85 (84 & -1L35 Voo ve9] 5269 23,5 *
FI [1.35 Vg8 wepf x FZ(L477 x L707E) VB vpB] 2492 24,3 NS
* significativo a nivel de 5% no teste de Xz para teste de

heranga monofatarial,
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6. GONGLUSGES,

1. A complementagao do material genético em
cruzamentos dialélicos de seis [inhagens puras de milho foi capaz de
produzir variabilidade genética nova em progénies desses cruzamentes

derivadas por aultofecundagido,

2., As linhagens SAL-16 e a3 L8802 apresentaram a maior
capacidade geral mutagénica das seis linhagens envolvidas nos

cruzamentos dialélicos,

3. Entre o0s quinze diferentes tTipos de mutantes
surgidos ao longo das geragides analisadas os mais fregquentes foram os

mutantes de planta denominados brachytic e tasseless,

4, 0 teste de a'elismo realizado para o mutante

yivilgary moatrou gque o gene responsével por essa caracteristica & o

gene ugtd,
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7. RESUMD,

A principal fonte de variabilidade genética
natural em organismos superiores & consequéncia da recombinagio
homdloga do material genético na meiose, Nas ditimas décadas,

entretanto, outros mecanismos tém sido identificados com capacidade de
promover variabilidade genética em plantas, Entre el!es destacam-se os
elementos de tranaposig¥o, a agBo de ocromossomos £ extranumerdrios,
efeitos de knobs heterocrométicos e variag8o somacloneal,

Etementos responsdaveis por tais mecanismos
est3o0 presentes nas células e devem exercer um importante papel na
evolugdo, Na tentativa de demonstrar a presenga de mecanismos com
fungdo semelhante, isto é, com capacidade de produzir variabilidade
genética nova em individuos de uma poputagdo, estudou- se uma situagéo
muito especifica, ou seja, = presenga desses elementos em populagdes
derivadas do cruzamento de |inhagens puras sabidamente estdveis ao
longo de vérios anos, Foram escolhidas para esse estudo seis linhas
puras gue em cruzamentos produzem hibridos Fi’s ¢com alto vigor e
conhecida estabilidade, Essas seis !inhagens, foram cruzadas num
esquema dialélico, produzindo quinze Ft’s que foram autofecundados por
guatro geragbes,

Nas progénies resultantes foram procurados
mutantes de heranga mendeliana que ndoc podem ser explicados como
resultantes de simples recombinagio do materia! genético presente nos
parentais envolvidos em <cada cruzamento, Nessa categoria feram
identificados védrios mutantes de plantas e de sementes, tais como

al&ine e luteus, brachytic, male sterile, siriate, tasseless, tassel
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sead, ctched, floury, germless, minlatwe opague, shriveled kernel,

shrunker:, thin endosgerm e vivloary. Entre os gquinze diferentes tipos
de mutantes surgidos ao fongo das geragBes analisadas o©0s mais
freguentes foram os mutantes de planta denominados &rachytic e
tasselass,

As linhagens SAL-168 e a L8002 apresentaram a
maiocr capacidade gera! mutagénica das seis | inhagens envolvidas nos

cruzamentos dialélicos,

Esse trabalho sugere a presenga de elementos
nas |linhagens parentais que s3c ativados por ocasido dos cruzamentos,
A complementagio desses elementos é capacz de gerar variabilidade

genética nova em populagbes,
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8. ABSTRACT,

The natural genetic variability in higher
erganisms is mainty & consequence of the homologous recombination of
genetic material during meiosis, In the past decade, however, other
mechanisms capable to promote genetic varibi!ity have been identified
in higher plants., Among those mechanisms, shou!d be considered the
action of the tranaposzable elements, extranumerary & chromosomes,
effects of heterochromatic knobs, and somacl!onal variation,

The elements responsable for mechanisms capable
tn generate genetic variability are already present in the celils
and may play an important role in plant evolution, The objective of
this work was te demonstrate the existence of mechanisms with similar
function, i.e,, capable to produce new genetic variabil ity in
organisms of a population, The presence of those mechanisms was
evaluated in populations derived from crosses between pure lines,
This hypothesis was tested by using six inbred lines kKnpown to bhe
stable for many years and that in crosses produce F{ hybridas with
high vigor and high stabitity, The six inbred lines were crossed in a
dialtel design proeducing fifteen FZ hybrids that were selfcrossed to
obtain fifteen families of selfed progenies,

The F{ hybrid and &87Z-54 progenies had bheen
evaluated only fer Mende!ian trait mutants that could not be explained
a5 a product of genetic recombination in parental lines, Many
mutants of plant and seed traits were identified, such as albinc and

luteus seedlings, brachytic, mnale sterile, striate, tasseless, tassel
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seed, etched, flourv, germless, miniatuwrs opague, shriveled kernel,
shrurkern, thin endosperm and vivipary. A tota! of {fifteen different
mutants were observed among SZ-84 progenies of fifteen famities, The
Grachytic and tasseless were the most frequent mutants observed among
those families. The inbred lines designated SAL- 18 and 1802 showed
the higher genera! mutagenic capability of the six |ines involved in

the diatltle!l crosses,

The results obtained in the present work
suggest that elements capable to generate genetic variabil!lity are
present in inbred lines and they are activated when the !'ines are
crossed, Apparentiy, the complementation of those elements can
promptly generate genetic variability in populations,
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