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1. INTRODUCZO

Apesar da sele¢do natural ser componente
fundamental da teoria da evoluglo, ela e dificil de ser
detectada e mensurada. Sua identificac3o e quantificag3o em
populagdes naturais envolvem muitos fatores, ndo passiveis de
controle, o que pode desencorajar a realiza¢do de trabalhos
cientificos nessa area.

Estas restrigdes, entretanto, podem ser
amenizadas quando se estudam espécies de plantas cultivadas,
que permitem controlar fatores importantes na dinamica de
populagdes. Entre as vantagens do uso destas espécies podem ser
citadas a possibilidade de manter a densidade populacional
constante, a n3o ocorréncia de sobreposi¢io de geracdes, a
auséncia de fluxo génico e o fato do tamanho da populagao poder
ser controlado de modo a minimizar a deriva genetica. Além
disso, a possibilidade de se conhecer a estrutura genetica
inicial da populagl3o permite quantificar as alteracdes que
podem ocorrer em uma seqiiéncia de geragles

Entre as espeécies cultivadas, o milho, alem
das vantagens mencionadas, acrescenta outras, resultantes do
fato de ser amplamente explorado em grandes faixas de altitude
e latitude, cujos efeitos sobre a planta sao assim bem
conhecidos. Isso ocorre em conseqiéncia dele ser uma espécie de
grande interesse econbmico, ja que € uma das mais importantes

fontes de alimento para o homem. Estudos académicos utilizando
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esse material podem gerar, assim, informacdes udteis para a
melhor explorag3o econbmica da espécie, criando um sistema de
retroalimentacg3oc bastante interessante no campo da Genética
Uegeﬁal.

A planta de milho apresenta as flores
masculinas separadas das femininas, © que facilita grandemente
a realizac3o de cruzamentos e de autofecundagcles artificiais,
permitindo andlises especificas e controles durante o trabalho
cientifico. A anemofilia exclusiva €& outro fator favoravel, por
n3o0 requerer do pesquisador conhecimentos sobre comportamento e
alteragtes populacionais de polinizadores, que poderiam influir
no sistema de reprodugao da especie estudada.

0 milhko oferece ainda as vantagens advindas
do amplo conhecimento sobre o controle genético de suas
caracteristicas. Particularmente interessantes sdo os varios
mutantes que afetam a morfologia, a fisiologia e a composic¢do
quimica do endosperma, cujos mecanismos de heranga tém sido
largamente estudados. Como esse tecido apresenta o efeito de
xénia, permite a imediata verificagido da propor¢3o fenotipica
obtida em um ciclo de reproducdo, prescindindo do plantio e
desenvolvimento dos individuos resultantes para a realizagao de
analises genéticas.

Muitos trabalhos tém demonstrado como esses
mutantes alteram a textura e o valor nutritivo da semente, o©
que se reflete em maior sensibilidade ao ataque por fungos e

bacterias, maior atrag¢3o de insetos e em alterag3o na taxa de
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germina¢cao e no vigor das sementes. Pouco se sabe, porem, sobre
0 comportamento desses mutantes frente a selegdo natural.

O0s conhecimentos citados, acumulados nesta
espécie de grande interesse econdmico, estimularam-nos a
utilizar mutantes de endosperma como modelo para o estudo da
a¢30 da seleg3o natural em populacdes de milho especialmente

sintetizadas para esse fim.



2. OBJETIVO

0 presente trabalho teve por objetivo
estudar a ag3o da sele¢3o natural sobre a frequéncia de quatro
mutantes de endosperma que alteram a morfologia, a fisiologia,
a composi¢3o quimica e o valor nutritivo das sementes, em
quatro populacBes de milho, ao longo de cinco geragodes

sucessivas.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ESTUDOS SOBRE A OCORRENCIA DA SELECAO NATURAL

Segundo a avaliagao de Endler (1986), 0s
estudos que demonstram a a¢do da selegd3o natural correspondem a
uma pequena parcela dos que tém sido publicados sobre
populagdes, pois, para serem assim considerados, devem envolver
populagdes naturais, ou populacles experimentais de campo, que
tenham sido expostas a condi¢des ambientais naturais e nd3o
controladas, por varias geragoes, utilizar um método direto de
detec¢3o da selegdo natural e fornecer evidéncia das condicdes
para a ocorréncia da seleg3o. Essas condicBes s3o a existéncia
de variagao hereditaria, ou pelo menos parcialmente
independente das condigbes ambientais, e de valor adaptativo da
caracteristica. Para aquele autor, "uma demonstra¢3o da selecdo
natural n3o ¢é realmente completa a menos que as razdes
bioldgicas para a sele¢do sejam descobertas”.

A natureza qualitativa da seleg¢3ao natural
pode ser deduzida a partir de descrigcOes de propriedades
fisioldgicas de individuos de varios genodtipos, mas a sua
quantifica¢3c requer a verifica¢3ao do desempenho dos gendtipos
em uma populagd3o no seu habitat natural (Ostergaard e
Christiansen 1981). Com relag3o a populagles vegetais, Dirzo e

Harper (1982) comentam que informagbes definitivas a respeito



do comportamento de uma populaglo frente 3 selecio dependem do

acompanhamento detalhado dos individuos no campo, onde as
forgas seletivas, tais como fatores climaticos, predadores e
patogenos, interagem determinando a sobrevivéncia e a

fertilidade da populag3o. Porém s3o escassas as informagOes
disponiveis sobre o comportamento, no campo, de diferentes
variantes de uma mesma espécie.

Como a adapta¢g8o depende de todas as
caracteristicas do organismo que de alguma forma influenciam
seu valor adaptativo final, a natureza adaptativa de muitos
caracteres diferenciais entre organismos é dificil de ser
determinada . Stebbins (195@0) adverte que "mesmo no caso de
especies bem conhecidas, nem a qualidade adaptativa nem a n3o
adaptativa de um carater particular devem ser admitidas, ate
que evidéncia definitiva relacionada aquele carater esteja
disponivel™ . Entretanto, os geneticistas, ecologistas e
evolucionistas tém preferido fazer inferéncias a respeito da
ac30 da sele¢3o natural a partir da existéncia de caracteres
presumiveis de adaptacao, em vez de medir diretamente o efeito
da selegao (Solbrig 1980).

S0 €& possivel entender bem as forgas ou
fatores que agem sobre as freqgiéncias génicas através do estudo
da ecologia das populagcles naturais e artificiais (Clarke
1975), com observagoOes sobre as alteragdes continuas das

freqiéncias ao longo das geragoes (Mettler e Gregg 1973).



Segundo De Benedictis (1978), a genetica de
ropulacOes geralmente wusa a distribui¢3o de frequéncias
alélicas para caracterizar populagdes, porém a descrigdo da
dinﬁmica dos genes e mais completa quando se wutiliza a
frequéncia genotipica. Este autor demonstrou, em Drosophila,
que populagbes com as mesmas fregiéncias alélicas mas com
diferentes freqgiéncias genotipicas diferem nas mudangas ao
longo das geragbes. A selegdo natural age sobre gendtipos, nao
sobre genes (Clegg, Allard e Kahler 1972). ‘“Estudos que
descrevem apenas mudangcas na frequéncia alélica irdo deixar de
descrever a diversidade nos modos de sele¢do’”, segundo Clegg,
Kahler e Allard (1978). Allard e Workman (1963) afirmam que as
frequiéncias génicas e genotipicas, em conjunto, determinam a
composigao geneética das populagdes e que mudancas nessas
freqiéncias s3o a base dos processos evolutivos.

Apesar do valor adaptativo dos diferentes
gendtipos depender da interag3o de todos os genes do individuo,
a impossibilidade de se trabalhar, em condi¢bes controladas,
com genotipos, faz com que o0s estudos sejam geralmente
realizados levando-se em conta um ou poucos 1locos (Stebbins
1950) . Porém Clarke (1975), apesar de nao descartar a
importancia das intera¢Oes entre locos, postula que em muitos
casos ha bastante evidéncia de que a seleg3o age diretamente
sobre os alelos de um dnico loco. Para provar 1iss0 € necessario
demonstrar n3o sO que a selegao esta realmente agindo mas

também que ela esta agindo diretamente naquele loco e n3o em um



outro ligado a ele.

Lewontin (1991), um dos pesquisadores que
usaram pela primeira vez a técnica de eletroforese de proteinas
para evidenciar variagao em populagdes, comenta que a grande
quantidade de dados de variac3o geneética levantados por esta
técnica causou um consideravel empobrecimento da diversidade de
trabalhos em genética evolutiva. Experimentos de variag¢doc de
aptid3oc em populaches naturais e artificiais, experimentos de
sele¢830 com caracteres morfoldgicos e fisioldgicos, estudos de
regulagio do desenvolvimento e flexibilidade evolutiva,
trabalhos com variag3o cromossOmica e estudos de desvios de
segregagao em populagbdes naturais quase desapareceram da
literatura a medida que os pesquisadores passaram a se dedicar
3 eletroforese. Porem os problemas que estes estudos tentavam
solucionar continuam sem solugao, n3o tendo sido explicados
também os dados resultantes do emprego daquela técnica.

Portanto é desejavel que os trabalhos sobre
alteragbes em populagdes, utilizando as técnicas que s3ao
ferramentas extremamente uUteis, n3o se limitem ao levantamento
de dados epropiciado por elas e tenham sempre presente a
Preocupagao em evidenciar como e porque surgem essas
alteracbes. Estas questbes, se respondidas, ajudar3o a melhor

entender a dinamica das populagbes no espago e no tempo.



3.2. COMPONENTES DE SELECAO NO CICLO VITAL

A dinamica das populacOes tem sido estudada
segundo a analise de componentes de selegao. Este enfoque, que
integra a geneética e a demografia, considera que, se o sistema
de reproduc3o for conhecido e os efeitos de mutag3o, migragdo e
deriva genética puderem ser considerados despreziveis, 0s
valores seletivos dos genotipos podem ser estimados a partir de
dados de freguéncia genotipica em diferentes estagios do ciclo
de vida, no mesmo estagio em geracdes sucessivas ou ainda pela
determinac3oc de um atributo demografico, como viabilidade ou
numero de sementes, para cada classe genotipica (Brown 1979;
Ennos 1990; Hamrick 1982; Workman e Jain 1966).

De acordo com Bundgaard e Christiansen
(1972) e Ostergaard e Christiansen (1981), o0s componentes

seletivos que agem ao longo do ciclo s3o: selegdo zigotica, que

atua da formac3o do zigoto ate a maturidade sexual, selegao
sexual, seleg3o por fecundidade e seleg3o gamética ou pre-
zigdtica, que atua na formag3o dos gametas, ou na unifo ndo
aleatodria dos gametas com respeito aos alelos que eles
carregam. Porém, mesmo sob o enfoque de componentes de sele¢do

no ciclo vital, as estimativas de aptidio ficar3o comprometidas
se, em duas geragoes sucessivas, as observagles, feitas no
mesmo estagio do ciclo, ocorrerem em um momento em que a
seleg3o n3o0 tenha ainda se completado (Christiansen, Bundgaard

e Barker 1977; Prout 1969; Workman e Jain 1966).
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A intensidade e a diregido da sele¢do nas
diferentes fases do ciclo podem ser diferentes, levando
inclusive a uma manutenc3o do polimorfismo em determinados
locos (Kojima 1971), como foi evidenciado por exemplo em
Hordeum vulgare (Clegg, Kahler e Allard 1978; Jain e Marshall

1967) e em Peromyscus maniculatus (Nadeau e Baccus 1981). Nessa

linha, Kojima (1871) afirma que "aptid3o n3o constante & uma

regra em estudos de populag¢lo’.

3.3. SELECXO NATURAL EM POPULACSES VEGETAIS

Para determinar a aptid3o de diferentes
gendtipos em um ambiente particular, € necessario compara-los
em uma mesma populag3o, na qual as diferen¢as genéticas sejam
tanto quanto possivel distribuidas ao acaso e as correlagdes
entre caracteres sejam minimizadas (Ennos 1990).

As populagdes de plantas autodgamas mostram
um grau elevado de associa¢des entre locos (Allard 1975; Allard
1988; Allard, Babbel, Clegg e Kahler 1972; Brown 1979; Clegg,
Allard e Kahler 1972), pois as autofecundagles sucessivas
propiciam um aumento constante das adaptacBes intra-genbmicas
(Brown 1979). Assim, as conclusdes tiradas a partir de
informag¢odes provindas de populagdes com este sistema de
reproduc3o precisam ser analisadas levando-se em conta a sua

organizagao multilocos. Apesar de comparar individuos que



diferem aparentemente apenas pelo genodotipo do loco marcador, na
realidade as diferengas de aptid3o podem se referir a um numero
substancial de locos a ele ligados (Clegg e Allard 1973, Clegg,
Allard e Kahler 1972; Ennos 1990).

Em contraposi¢c30, nas populacBes aldgamas
as correlagSes genéticas entre os locos devem ser minimas
(Ennos 199@). Nas plantas aldgamas cultivadas, pelo modo
caracteristico de colheita e semeadura, a distribui¢8o dos
diferentes gendtipos na populag3o e também a distribui¢3o das
frequéncias alelicas no polen s3ao uniformes na area
experimental (Brown 1979; Shaw, Kahler e Allard 1981). Essa
situag3o de panmixia confere a este tipo de populagdo vegetal
caracteristicas favoraveis para estudos populacionais.

Entretanto, mudang¢as nas frequéncias
alélicas ao longo do tempo tém sido raramente registradas em
popula¢gdes com esse sistema de reproduc3o (Ennos 1990).

0 estudo da dinamica de populagOes segundo
os componentes de selegdo no ciclo vital, por outro lado, tem
sido largamente aplicado, usando como marcadores locos
controlando varia¢3o morfoldgica ou molecular (Ennos 199@¢).

No «c¢ciclo de vida dos vegetals podem ser
considerados cinco estdagios principais, que s3o 1) a fase de
pré-dispers3o, quando os novos individuos ainda s3o dependentes
da planta m3e; 2) a fase de dispersdo; 3) a fase de germinac¢do
e estabelecimento da nova planta, com a produ¢do do primeiro

par de folhas verdadeiras; 4) a fase adulta, com os estdgios



pré reprodutivo e reprodutivo; e 5) florescimento, gametogénese
e fertilizag3o (Solbrig 1980). Poreém muitos autores agrupam os
componentes de selegao nas plantas em componentes de
viabilidade, referindo-se & fase vegetativa do ciclo e
componentes de fertilidade, relacionados a fase reprodutiva. Os
componentes de viabilidade levam & sobrevivéncia diferencial
entre =zigoto e adulto. Os componentes de fertilidade irdo
influir no numero médio de zigotos deixado por cada tipo
maternc (Brown 1979;Clegg e Allard 1973; Clegg, Kahler e Allard
1978; Jain e Marshall 1967).

Sele¢830 diferencial com relagao as fases do
ciclo de vida tem sido frequentemente demonstrada em populacdes
vegetais naturais e artificiais, porém sem esclarecer o estagio
do ciclo no qual ela se manifesta e o modo de selegd3o (Clegg,
Kahler e Allard 1978). Estes autores, trabalhando com
populacbes experimentais de cevada (Hordeum vulgare), planta
autdgama, fFizeram o censo dos individuos em duas fases, apos a
formacdo do =zigoto e na fase adulta antes da reproduc3o.
Concluiram que a seleg3o atua fortemente em todos os estagios
do ciclo de vida, com diferentes intensidades e frequentemente
em direcOes opostas.

Jain e Marshall (1947) analisaram tambem
populacBes experimentais de cevada, mas contendo wuma certa
frequéncia de individuos com esterilidade masculina, visando o
aumento da taxa de cruzamento. Monitorando a popula¢do por seis

geragoes, verificaram que, para determinado loco, a vantagem



seletiva conseguida pela maior taxa de germinag3o e fertilidade
de wum dos dois fendtipos possiveis era anulada e sobrepujada
por sua reduzida fecundidade.

Outros estudos produziram estimativas de
intensidade de sele¢3o mantendo a variagao genética (Workman e
Jain 1966). Estes estudos tém sido realizados na sua maioria
com plantas autogamas.

0s estudos de selegao dependem da
disponibilidade de marcadores que possam ser acompanhados com
facilidade durante o ciclo de vida. Porém a grande plasticidade
fenotipica mostrada pelas plantas dificulta encontrar
caracteres morfologicos com alta herdabilidade que permitam seu
uso como marcadores (Endler 1984). Estes normalmente s3o
escolhidos pela sua resolu¢do genetica e nao por seu
significado ecoldgico, que ndo € diretamente conhecido (Ennos
1990). A analise do efeito da sele¢gdo em diferentes etapas do
ciclo de wvida requer ainda o uso de locos que possam ser
detectados nessas etapas (Workman e Jain 1966), porem esses
locos raramente ocorrem (Jain e Marshall 1967). Grande parte
dos trabalhos com plantas tem wutilizado caracteristicas

isoenzimaticas como marcadoras.
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3.4. 0 SISTEMA DE REPRODUCAO EM POPULACGES VEGETAIS

Praticamente todas as investiga¢Oes sobre a
dinamica das mudangas genéticas nas populacdes estao
relacionadas, direta ou indiretamente, com o processo de
reprodug3o (Clegg 198@; Sanders e Hamrick 1979), pois a
reproducio € essencial para o estabelecimento e a perpetua¢do
de uma populagdo em um dado ambiente. A reprodugido deve
assegurar o aumento numérico dos genotipos individuais, e assim
tambem da populaclio, e permitir o aparecimento de gendtipos
novos e melhor adaptados (Brown e Burdon 1987).

0 sistema reprodutivo € considerado o
principal fator determinante da estrutura genética e das
potencialidades evolutivas de uma populagdao (Allard, Jain e
Workman 1968). Poucas espécies de plantas s3o exclusivamente
aldgamas ou autdgamas. € comum ocorrer cruzamento preferencial
devido a diferentes graus de incompatibilidade e endogamia em
consequéncia do agrupamento de individuos aparentados e de
processos regulares de autofecundag¢3o, que fazem com que as
propor¢bes do equilibrio de Hardy-Weinberg raramente sejam
verificadas nessas populacdes (Clegg 1980).

0 modelo de sistema de reprodugdao mais
adequado para plantas polinizadas por insetos e o de doador
iunico de polen, que admite a ocorréncia de cruzamentos com
polen vindo de um ou poucos pais (Schoen e Clegg 1984). Porém,

para as especies vegetais polinizadas pelo vento, o sistema
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misto é o que melhor se aplica. Este modelo admite a ocorréncia
de cruzamentos Jjuntamente com autofecundacOes e se apoia nas
seguintes premissas basicas: a frequéncia génica no conjunto do
pdlen €& uniformemente distribuida em toda a populagdo, a taxa
de cruzamento n3o sofre interferéncia do gendtipo materno e ndo
ocorre selec3o entre a fecundag3o e o momento do censo
(Bijlsma, Allard e Kahler 19864; Clegg 1980; Clegg, Kahler e
Allard 1978; Kahler, Gardner e Allard 1984).

Porém, na realidade, essas premissas sao
frequentemente transgredidas, levando a erros nas estimativas
de taxa de cruzamento (Schoen e Clegg 1986). Por exemplo, a
uniformidade nas freqiéncias do pdlen pode ser afetada pela
varia¢3o microgeografica, que € comum nas populagdes vegetais
naturais (Clegg 1980; Ennos e Clegg 1982) e que, no entanto,
n3o se verifica nas plantas cultivadas. Interferéncia do
gendtipo materno sobre a taxa de cruzamento pode ser devida a
autocompatibilidade ou autoincompatibilidade genética (Brown,
Matheson e Eldridge 197S5), e a caracteristicas da planta que
favorecem ou dificultam o cruzamento. A ocorréncia de selegdo
entre a fecundag3o0 e o momento do censo pode se dar através de
produc3o diferencial de pdlen entre os adultos, de diferencas
na habilidade de fertiliza¢3o do pdlen, de sobrevivéncia ou
funcionamento diferencial de gametofitos masculinos
geneticamente diferentes e de letalidade zigotica precoce
(Bijlsma, Allard e Kahler 198&6; Brown, Matheson e Eldridge

1975, Pfahler 1965; Shaw, Kahler e Allard 1981).



0 conhecimento sobre essas possiveis causas
de desvio permitird uma analise mais criteriosa das informagdes
relacionadas ao sistema de reprodugido da populagdo.

0 fator mais importante na defini¢3o do
sistema de reprodu¢io, em populagdes vegetais, € a taxa de
cruzamento, que reconhecidamente estda sujeita a controle
genético (Hamrick 1982; Harding e Tucker 1964; Tucker e Harding
1965). Em cevada, por exemplo, Jain, Schaller e Jain (1979)
verificaram que wuma pequena variacdo genetica no tempo de
eliminac3o do polen e de abertura da lema e da palea podem
alterar a regularidade da autofecundagdo e assim controlar a
quantidade de cruzamento. Butierrez e Sprague (1959), em milho,
encontraram desvios no modelo de cruzamentos ao acaso,
associados a diferengas na éepoca de maturacdo de flores
masculinas e femininas, durag3o do pericdo de liberagd3o de
polen e altura da planta. Apesar da existéncia de inumeros
trabalhos a respeito do sistema de reproduclo, a variagdo
genetica nas taxas de cruzamento tem sido estudada em um numero

bastante pequeno de especies (Jain 1983) .

Tendo controle genetico, a taxa de
cruzamento responde a seleg3o (Holden e Bond 1969; Paterniani
1969), porém mostra grande plasticidade fenotipica. Esta

plasticidade faz com que uma populagdo geneticamente wuniforme
apresente varia¢ldo entre uma parte e outra, respondendo a
condigdes locais (Vasek 1964), propicia varia¢do com o tempo

(Harding e Tucker 1964; Jain 1983) e acentua diferengas entre
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populacOes de uma especie (Clegg 1980; Sanders e Hamvrick 1979).
O0s métodos tradicionais de determinagao da
taxa de cruzamento tém se baseado em observagbes de pares de
cruzamento, no comportamento de polinizadores, na morfologia
floral e nos resultados de experimentos controlados. Apesar de
fornecerem informagoes importantes, 530 basicamente
qualitativos (Clegg 1980¢; Shaw, Kahler e Allard 1981).

A partir da segunda metade deste seculo
passaram a ser usados marcadores geneticos e modelos
estatisticos para estimar o0s parametros do sistema de
reproducio (Clegg 198@; Shaw, Kahler e Allard 1981). Na década
de 60, com o desenvolvimento da técnica de eletroforese de
proteinas, a variagao aloenzimatica passou a ser utilizada

intensivamente para esse fim (Brown e Burdon 1987).

Parem o uso de marcadores, tanto
morfoldgicos como bioquimicos, pode sofrer restrigoes.
Marcadores morfologicos recessivos fornecem informag3o a

respeito do comportamento de apenas um dos trés gencotipos
possiveis para um loco dialelico (Kahler, Gardner e Allard,
1984) . Esses marcadores frequentemente apresentam valor
seletiva que pode afetar a wviabilidade da planta que 0s
carrega, produzindo desvios na proporgao de gendtipos e
consequentemente causando erros na estimativa da taxa de
cruzamento. Dependendo da fase em que se manifestam , a
verifica¢3o dos resultados pode se tornar muito demorada, caso

seja necessario esperar a geragao seguinte para a identificacio
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dos genotipos produzidos.Outra dificuldade € a possibilidade de

associag¢io entre marcadores e caracteres relacionados a
aspectos reprodutivos com efeito na taxa de cruzamento. Este
problema, no entanto, @ comum a marcadores morfoldgicos e

bioquimicos (Brown e Allard 1970; Brown e Burdon 1987).
Os marcadores aloenzimaticos s3o bastante
dteis e tém sido intensamente utilizados, pelas facilidades

advindas de caracteristicas como heran¢ca mendeliana simples,

codominancia, penetrincia completa e auséncia de pleiotropia e
de interagdes epistdticas (Weeden e Wendel 1989) . a
codominancia permite que as classes genotipicas sejam
identificadas sem a necessidade de testes de progénie. Outra

facilidade advém da existéncia de muitos locos polimorficos nas
populagbes (Shaw, Kahler e Allard 1981).

Poreém esses marcadores apresentam problemas
diferentes <quanto & sua utilizagdo na determinag3o da taxa de
cruzamento. Por exemplo, existe dificuldade de se trabalhar com
a planta m3e e sua progénie, ja que um alelo frequentemente se
expressa apenas em certos estdagios do ciclo de vida e ensaios
com plantulas, se estas se perderem, inviabilizam a produ¢g3o de
sementes pelo individuo amostrado. Além disso, € necessarilo
trabalhar com familias suficientemente grandes para permitir
deduzir quals pos genotipos maternos, entre as varias
possibilidades de segrega¢cao (Brown e Allard 1970).

0 desconhecimento do valor adaptativo da

maioria das aloenzimas, um problema ainda a requerer solu¢do



(Stebbins 1989, e outro fator complicador. Tidas
frequentemente como neutras, podem no entanto interferir no
sistema reprodutivo e em outras caracteristicas da planta que
resu}tem em desvios espurios na taxa de cruzamento (Bosbach e
Hurka 1981; Clarke 1975; Futuyma 1992; Nevo 1978, Strickberger
1985). A seleg3o0 agindo, apds a fecunda¢ao, sobre um 1loco
utilizado como marcador ou sobre locos ligados a ele,
inviabiliza tanto o0s métodos unilocos como os multilocos de
medida da taxa de cruzamento, porém estes em menor grau
(Kahler, Gardner e Allard 1984; Shaw, Kahler e Allard 1981).

A possibilidade de ocorréncia de desvios na
taxa de cruzamento deve, portanto, ser considerada, <qualquer

que seja o marcador utilizado.

3.5. SELECAO GAMETOFiTICA

A seleg3o gametofitica tem sido objeto de

estudo de wvarios pesquisadores. Harding e Tucker (1969)
distinguem a seleg3oc gametofitica, propriamente dita, de
diferencas no gametdfito que resultam de influéncias do
esporofitoc. Este, sendo dipldide, pode mascarar o efeito de
alelos desfavoraveis, enquanto que no gametofito hapldide, a
selegi3o pode agir livremente sobre alelos recessivos. Estes

autores definem cselegdo gametofitica masculina como qualquer

mudanga dirigida na frequéncia génica entre o espordofito e os
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gametas masculinos na fertilizagao. Consideram-na causa
importante das diferengas seletivas entre gendtipos, mas
comentam que os estudos realizados indicam que as frequéncias
nos .gametas n3o podem ser bem estimadas a partir da frequéncia
no esporofito.

A sele¢cdo ocorre entre o0s graocs de pdlen de
diferentes constitui¢des genéticas, podendo se dar ou na sua
formag3o (estagio preé-polinizag8o) ou no seu funcionamento
(estdagio pPoOs-polinizacdo), levando a desvios na segregagao
mendeliana de locos marcadores (Zamir, Tanksley e Jones 1982).
Por exemplo, Radha, Vasudeva, Hedge, Ganeshaiah e Shaanker
(1993) encontraram diferengas na capacidade de crescimentao do

tubo polinico em Vigna unguiculata, na dependencia do genctipo

do polen e de seus competidores. Admitiram que esses efeitos
podem ter implicacdes importantes na manutencao do polimorfismo
de varios componentes de competigdo no gametdfito masculino.

Ja em 1920, Jones, considerando a
possibilidade de crescimento mais lento do tubo polinico de
acordo com o genotipo do pdlen, chamou a aten¢lo para o fato de
este fendmeno ser mais evidente em milho, por causa do grande
comprimento do estiloestigma.

Aléem desse fator, Sari Gorla, Ottaviano e
Faini (1975) consideraram ainda, como causas possiveis de
desvios na segregagao, a variagao no tempo necessario para a
germina¢ao do polen, que causaria desvios na segregagao das

sementes de maneira uniforme na espiga, e o0s fatores



gametofiticos.

A selegdo gametofitica s0 podera se
efetivar se fatores do genoma do gr3o de polen, e
consgquentemente do gametofito masculino, tiverem expressao
nessas estruturas, 0 que tem sido confirmado em milho (Sari
Gorla, Pe, Mulcaky e Ottaviano 1992). Mulcahy (1971 e
Ottaviano, Sari Gorla e Pé (1982) evidenciaram a express8o
hapldide de genes relacionados ao controle do crescimento do
tubo polinico, cuja expressao estava correlacionada
positivamente com caracteres do esporofito, como o crescimento
in wvitro” da ponta da raiz. Ottaviano, Petroni e Pe (1988)
analisaram 34 mutantes relacionados ao desenvolvimento do
endosperma, quanto a sua expressao no gametdofito masculino e
confirmaram essa expressao para 26 desses mutantes. Ottaviano e
Mulcahy (19864) mencionam estudos indicando que 73% dos genes de
milho se expressam tanto no polen como no esporofito.
Ottaviano, Sari Gorla e Villa (1988) submeteram populagbes de
milho a selec¢3o sobre o gametdfito, obtendo resposta positiva
no crescimento do tubo polinico, resposta esta correlacionada
com um carater esporofitico, o peso medio do grao, concluindo
que estas duas caracteristicas s3o controladas em grande parte
por fatores que se expressam em ambos os tecidos.

Em plantas cultivadas, a alta densidade
populacional, o florescimento concentrado em um periodo curto e
a ocorréncia isolada das outras espécies tornam a selegdo

gametofitica muito intensa, pela grande quantidade de pclen que



atinge o estigma (Ottaviano e Mulcahy 1986).

Sari Gorla, Frova, Binelli e Ottaviano
(1986) atribuem &a selegdo gametofitica papel 1importante na
evolu¢3o das Angiospermas, o que seria facilitado pelo estado
hapldide e pelo tamanho da populagdo gametofitica. Porém a
quantidade real desse tipo de selegdo na natureza ainda nao foi

esclarecida, o que poderia inclusive permitir seu uso como

ferramenta eficiente na manipulag3oc do genoma de plantas

cultivadas (Hormaza e Herrero 19925 .

3.6. 0S MUTANTES DE ENDOSPERMA EM MILHO

Os mutantes de endosperma em milho tém sido
objeto de intensa investiga¢ao, tendo em wvista que as

alteragbOes nas reservas nutritivas da semente determinam o seu

valor econdmico.

0 gr3o de milho e um fruto tipo cariopse. A
constitui¢l3o quimica de uma amostra de milho normal, segundo

Earle, Curtis e Hubbard (1946), e dada na tabela 1.
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Tabela 1. Composi¢30 quimica media percentual do gr3o maduro de

milho normal e de seus componentes principais (Earle,

Hubbard 1946)

Curtis e

Gr3o inteiro

Endosperma 82,3
Embrido 11,5
Pericarpo 3,3

Ponta 2,8



As fragSes proteicas s3o as albuminas,
soluveis em agua, as globulinas, soluveis em solugdo de cloreto
de sddio, as prolaminas, soludveis em etanol a 8@% e as
glutelinas, soluveis em solugl3o alcalina diluida. As prolaminas
do milho, proteinas pobres em lisina e triptofano, sao
denominadas zeinas (Nelson 1947). A composigao proteica de uma
amostra de sementes de milho normal, da variedade tropical
Maya, é dada na tabela 2 (Metivier e Monteiro 1981).

0 endosperma do milho normal € constituido

principalmente de amido, cuja composigao usual €& de 73% de
amilopectina, com molecula de estrutura ramificada e 27% de
amilose, de estrutura linear. Esse endosperma se cora em azul

em contato com uma solug3o0 de KI (iodina). O embri3o ou germe e
constituido de um eixo embrionario central e do escutelo, que
age como um Org3o digestivo na germinagdao e no desenvolvimento
da plantula (Goodman e Smith 1987).

Os mutantes de endosperma causam alteragdes
nas reservas de proteinas e de carboidratos deste tecido.

0 mutante opaque 2 determina semente com
endosperma opaco e farinaceo, com textura de giz. As fragbes
proteicas tém sua proporgdo alterada, reduzindo grandemente a
quant idade de =zeina e elevando a de albumina, globulina e

glutelina, como & mostrado na tabela 2



Tabela 2. Proporg3o das diferentes fragdes proteicas em relag3do
a proteina total em endosperma normal e opaque 2 na variedade

Maya (Metivier e Maonteiro 1981)

Fragao proteica Normal opaque 2
Albumina 6,1 10,4
Globulina 5,8 19,6
Zeina 32,4 8,3
Glutelina 1 29,5 25,8

! |

| !
Glutelina 2 ?,9 | 55,6 6,8 | 64,9

I |

| ]

Glutelina 3 16,2



As alteragdes nas fragOes proteicas causam
um aumento no teor de lisina e triptofano do endosperma, que
dessa maneira chega a apresentar 69% mais lisina que o0 grao
norm;l (Li e Liu 1993; Mertz, Bates e Nelson 1964; Misra et al.
1972; Nelson 1969; Nelson, Mertz e Bates 1965), sendo que os
demais aminoacidos se mostram também com proporgdes alteradas
(Nelson 196%9). Nos materiais analisados por Metivier e Monteiro
(1981), a quantidade total de proteina no endosperma e no germe
do gr3o mutante aumentou em relag3o ao tipo normal. No
endosperma opaco a matéria seca € diminuida e ocorre maior
retenc3o de umidade (Baenziger e Glover 1979). Os embrides do
mutante s3o maiores que os normais (Nelson 1969) e o peso total
do gr30 € menor, em fung3o do menor peso especifico do
endosperma (Li e Liu 1993; Nass e Crane 1970 b; Nelson 1967).
As taxas de germinac3o e de crescimento da plantula s3o
reduzidas (Nass e Crane 1970 a; Paradela Filho 1982). O
homozigoto recessivo € mais suscetivel a infesta¢i3o por
Fusarjum moniliforme (Paradela Filho 1982; Warren 1978) e a0
ataque de insetos na espiga e no armazenamento (Tosello 1987).

0 mutante opaque & tem se revelado
vantajoso na alimentag3o de animais monogastricos, como ratos
(Nelson 1967 ;Mertz 19646) e porcos nas fases de crescimento e
engarda (Nelson 1967; Pickett 1966) e também de criangas
(Bressani 1966) e adultos da especie humana (Clark 1966).

0 mutante shrunken 2, determinando o]

fenotipo superdoce, causa forte bloqueio na sintese de amido,



reduzindo-o a niveis de 25 a 30% da quantidade encontrada no
gr3o normal (Tsai e Nelson 1986). Aumenta assim no grao mutante
o teor de agucares soldveis, dos quais a sacarose € 0 principal
componente (Laughnan 1953; Shannon e Creech 1972). 0Os agucares
chegam a aumentar 10 vezes em relagao ao encontrado no milho
normal (Styer e Cantliffe 1984). Dessa maneira, pelo malior teor
de solidos soluveis no grdo, ocorre maior retencao de agua nos
estagios leitoso e pastoso, a qual € perdida no final do
amadurecimento, fazendo com que o grac maduro se mostre
fortemente enrugado. 0 conteudo de proteinas do milho superdoce
¢ maior que o do milho normal. A proporg¢aoc das fragOes
proteicas e alterada, ocorrendo reduc3o da zeina, o que resulta
em aumento dos teores de aminoadcidos essencialis, principalmente
lisina e triptofano, pelo aumento relativo das fragcOes mais
ricas nesses aminoacidos (Dalby e Tsai 1975; Laughnan 1933; L1
e Liu 1993). Devido ao acumulo de carboidratos precursores de
lipideos, estes se apresentam com teor cerca de quatro vezes
maior que o de sementes normais. 0 teor de acidos graxos livres
chega a aumentar quase duas vezes (Laughnan 1953; Ratcliff,
Wilson Junior, Knott e Mohan 1993). 0 peso do gr8o shrunken 2 e
cerca de 75% menor (Laughnan 1933; Li e Liu 1993) e a
capacidade de germina¢30 e o vigor das plantulas s3ao bastante
reduzidos em relagdo ao grao de endosperma normal. As sementes
apresentam maior infestagio por Fusarium moniliforme (Paradela
Filho 1982; Styer e Cantliffe 1984). 0 conteudo maior de agucar

no gr3o mutante tem sido associado ao aumento da podridao



causada por patogenos (Styer, Cantliffe e Hannah 1980).

0 mutante sugary, chamado de milho doce,
torna o grao maduro enrugado e com textura vitrea. 0 teor de
agucares n3o € t3o alto como o encontrado no endosperma sh2 mas
chega a atingir de 2 a 3 vezes o do gr3c normal. Ocorre
diminui¢3c drastica da quantidade de amido do endosperma e
aumento significativo do teor de fitoglicogénio, polissacarideo
soluvel em agua, que chega a atingir mais de 1/3 do peso seco.
Nesse mutante ha aumento do conteddo proteico, com redug3o da
zeina e aumento de albumina, globulina e glutelina, resultando,
em conseqiuéncia, em aumento de lisina e triptofano (Laughnan
1953; Li e Liu 1993; Shannon e Creech 1972). 0 teor de lipideos
aumenta, como no gr3o shrunken 2 (Laughnan 1953). A materia
seca ¢ reduzida a 75% do normal, com maior reteng3o de agua, em
funga3o da maior concentragdo de sdlidos soluveis (Nass e Crane
1970 b). O gr3o sugary & mais sensivel a fungos e bactérias e
ao ataque por insetos (Paradela Filho 1982; Tosello 19B7). A
capacidade de germinagdo € reduzida em relagdao ao normal (Nass
e Crane 1970 a; Paradela Filho 1982).

0 mutante waxy, denominado milho ceroso,
torna o endosperma opaco e duro. 0 amido ocorre na mesma
propor¢gio que no endosperma normal, mas com reducd3o total da
amilose, sendo portanto composto apenas por amilopectina. Na
reagao com iodina mostra cor castanha, em wvez do azul
caracteristico do endosperma normal (Cameron 1247; Shannon e

Creech 1972; Weatherwax 1922). Apesar de apresentar a enzima



relacionada a sintese de fitoglicogénio, n3c foram encontradas
quant idades detectaveis deste polissacarideo entre as reserwvas
do endosperma (Shannon e Creech 1972). 0 teor de lisina e maior
que no gr3o de endosperma novrmal (Dalby e Tsai 1975) O grao
maduro apresenta menos matéria seca que o grao normal, com
maior grau de umidade (Baenziger e Glover 1979; Nass e Crane
1970 b). O milho waxy apresenta igual ou maior produg¢do que ©
milho de endosperma normal e igual ou maior concentrac3o de
nitrogénio no gr3o. Em alguns casos, sementes wxwx apresentaram
maior concentrac3io wmineral <que seu correspondente normal
(Ahmadi, Wiebold e Beuerlein 1993). 0 milho ceroso parece ser
mais vantajoso na alimentag3c de ruminantes (Alexander 1988) e
outros animais (Watson 198B), porem este uso ainda € objeto de
pesquisa. €& bem estabelecida sua vantagem em relagao a outros
tipos de milho para fins industriais, por causa da qualidade do
amido, que elimina a necessidade de processos de separa¢cac de
diferentes componentes (Alexander 1988).

Os quatro mutantes estudados, o2, sh2, su e
wx, o630 de heranca monogénica e domindncia completa do alelo
para endosperma normal (Cameron 1947, Laughnan 1953; Neuffer,
Jones e Zuber 1968; Sprague, Brimhall e Hixon 1943). As
alteracOes que eles causam nas reservas do endosperma e Suas
conseqiéncias sobre o fenodotipo do grdo, sobre a taxa de
germinag3o e de crescimento da plantula e sobre o comportamento
frente a patogenos e insetos, s3o fatores que podem afetar sua

freqiuéncia em populagdes naturais.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. GERMOPLASMA

Foram estudadas quatro populagles de milho
contendo, cada wuma, um dos seguintes mutantes de endosperma:
epaque B (oB), shrunken B (shB), sugary (su) e waxy (wx).

As quatro populagdes foram obtidas a partir
dos mesmos parentais, atraves do cruzamento da linhagem pura
L477 com a linhagem pura L9902, desenvolvidas pelo Prof. William
Jose da Silva no Banco de Germoplasma de Milho do Departamento
de Genetica e Evolu¢do do Instituto de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas. A linhagem L477 e de endosperma dentado e
foi derivada da variedade Asteca, raga Tuxpeno. A linhagem L902
apresenta endosperma “flint” 1laranja e foi obtida da raga
Cateto, variedade S3o Sim3o. Foram utilizadas quatro variantes
da linhagem L9@2, cada uma homozigota para um dos mutantes
mencionados .

Os mutantes foram escolhidos entre os
varios que alteram a frag¢ao proteica e de carboidratos do
endosperma, representando, cada um, um tipo de alteragao. O
opaque 2 Provoca altera¢cdo na composiclo proteica, determinando
aumento da propor¢3o de lisina e triptofano, como ocorre com os
genes floury 2, opaque &6 e opaque 7. 0 shrunken 2 <causa

bloqueio na sintese de amido, acarretando consequentemente



aumento de agucares simples, como fazem 05 genes shrunken 1,
shrunken 4, brittle 1, brittle 2 e ©brittle 4 0 sugary
determina a caracteristica unica de apresentar fitoglicogénio
no endosperma. 0 waxy apresenta apenas amilopectina no amido
Para maior facilidade de referéncia as
popula¢gbes ser3o denominadas de populagdo o2, populacido sh2,
populacido su & populagd3o wx, de acordo com 0s locos segregantes

que enceryram.

4.2. METODOLOGIA

4 2a. Estimativa das freqiéncias génicas e

genotipicas nas populacles

Os individuos F1 resultantes dos
cruzamentos entre a linhagem L477 e as quatro variantes da L?02
foram autofecundados manualmente. As figuras 1 a 4 mostram
espligas F2 assim produzidas, segregando, cada uma delas, um dos

mutantes de endosperma em estudo.
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Figura e. Espiga F2 produzida por autofecunda¢io, com

segregagao de graos normais 2 shrunken 2 na proporgao de 3:1
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Figura % Y Espiga F2 produzida por autofecundagcao, com

segregagio de grios normais e sugary na pProporgao de 3:1




Figura 4. Espiga F2 produzida por autofecundagdo, com

segregacio de graos normais e waxy na proporgao de 3:1




As sementes F2 foram plantadas em lotes
isolados para a obten¢3o de cinco geragdes sucessivas de cada
populac3o, para verificar o comportamento das freguéncias
génicas e genotipicas nas fases de semente e de planta adulta.

A amostra plantada de sementes F2, isto e,
de sementes obtidas em plantas F1, foi formada por cerca de 125
gr3os da regido central de 20 espigas, a fim de garantir uma
boa representatividade. Isso porque as diferentes espigas,
apesar de provindas de plantas F1 de mesmo genotipo, poderiam
ter sofrido efeitos ambientais diferentes ao longo de sua
formagao, na forma de ataque por 1insetos, infestacao por
fungos, disponibilidade de dgua e nutrientes, competig3o com as
plantas vizinhas, etc. Por outro lado, as sementes da regido
central da espiga tém forma mais semelhante entre si e com
relag3o as provenientes dessa mesma regido de diferentes
espigas, garantindo aproximadamente a mesma relagao
germe/endosperma e portanto a mesma quantidade de reservas para
os processos relacionados a germinagcao e estabelecimento da
planta. Isso n3o seria verificado caso se utilizassem sementes
das pontas da espiga, de forma tanto mais arredondada quanto
mais proximas da ponta estiverem.

A partir de F3 as sementes usadas para o
plantio foram obtidas de uma amostra constituida por 1@ sub
amostras, com cerca de 30@ gr3os cada uma e tomadas do total de
sementes colhidas na gerag3dao anterior. Tal procedimento,

realizado com © auxilio de 10 frascos de igual wvolume, visou
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garantir a representatividade da amostra, ao impedir que as
sementes proviessem de uma mesma parte do conjunto de sementes
colhidas, o que poderia resultar em desvio da frequéncia de
sementes de endosperma mutante. Ao se retirar as amostras nao
foi feita qualquer seleg3o consciente das sementes, com relagso
a forma, tamanho, textura, cor, sanidade, etc.

Nas espigas F2 da amostra, bem como nas 10
sub-amostras das outras geragbes, foi estimada a frequéncia de
sementes de endosperma normal e mutante em cada populagdo.

0 precedimento adotado para a obtenc3o das
populagles, com o ndmero total de sementes nas amostras

plantadas, esta representado nos fluxogramas seguintes.



oo e
d 33

L477 x L902 o202 L477 x L9@2 sh2sh?
Y % N 3

plantas F1 autofecundadas | | plantas F1 autofecundadas
| { | l
2.525 sementes F2

plantas F2
t

plantas F2
|

771 sementes F3 4462 sementes F3
v N
plantas F3 plantas F3
] ]
. 999 sementes F4 416 sementes F4
V. V)
plantas F4 plantas F4
] |
.818 sementes FO . 997 sementes FOS
N v
plantas FS plantas FS
| |
.2006 sementes Fé . 200 sementes F6
7 Vi

| plantas Fé | | plantas Fé6 |
{ | | t | |
| 3.640 sementes F7 | | 3.872 sementes F7 |



s

L477 x L9902 susu L477 x L9902 wxwx
\ V4 \y V4

plantas F1 autofecundadas | | plantas F1 autofecundadas
| | | {
2. 500 sementes F2 | |

plantas F2
|

plantas F2
|

.699 sementes F3 . 476 sementes F3
\ v
plantas F3 plantas F3
.074 s;mentes Fa 179 sémentes F4
________ —
plantas F4 plantas F4
.27 sémentes FS .988 sémentes F3
________ &__________ _____-__L__________
T elantasfs 0 plantas F5
.20@ sémentes Fé .209 s;mentes F&
v \Z
plantas Fé plantas Fo
.362 s;mentes F7 . 985 sémentes F7



Os plantios foram feitos em campos distando
no minimo 150m um do outro e sem outras plantas de milho nas
proximidades que pudessem florescer na mesma epoca, impedindo-
se gssim a ocorréncia de cruzamentos indesejaveis. QOutra
garantia nesse sentido e dada pela grande produgcao de pdlen em
cada campo, concentrada em um periodo curto, o que minimiza ao
extremo a possibilidade de fecundag3ao por pdlen estranho, pois
este teria que vencer uma competi¢3o muito intensa para
efetivar a fertiliza¢do.

Os plantios foram realizados em duas €pocas
bem distintas, em fevereiro e em fins de agosto, portanto em
diferentes condigOes ambientais, permitindo uma acao mais ampla
da seleg3o natural sobre as populagdes.

Os campos isolados constaram, de manelra
geral, de 16 linhas de 20 m espagadas de 1 m. No plantio foi
aplicado no sulco adubo de formula 4 N : 14 PpOg : 8 KpO na
base de 450 g por linha de 1@ m. Foram semeadas 3 a 4 sementes
por cova, com espagamento de 4@ cm entre as covas, deixando-se
duas plantas por cova no desbaste. 0 desbaste foi executado 30
a 40 dias apds o plantio, tomando-se o cuidado de ndo praticar
qualquer tipo de sele¢do consciente nessa operagao. Para tanto
eram retiradas, independentemente de seu vigor, as plantas mais
proximas ao lado direito do experimentador ao se deslocar entre
as linkhas de plantio. Imediatamente apos o desbaste foi feita a
cobertura com sulfato de amdnia, na proporgdo de 350 g por

linha de 1@ m.



As populagOes isoladas sofreram poliniza¢ao
aberta, isto é, foram polinizadas naturalmente pelo vento.

A colheita foi realizada com colheiltadeira
mecidnica de uma linha, quando os gr3os ja estavam bem secos,
com 12 a 14% de umidade, permitindo, portanto, que a sele¢3o
natural agisse, através do ataque por insetos, fungos e outros
microorganismos, e de fatores do meio fisico, principalmenete
variag3o de temperatura e umidade. Tomou-se o cuidado de
recolher do solo as espigas que nao foram apanhadas pela
colheitadeira e de junta-las as demais. Apesar do isolamento
geneético das populagdes, como precaucao foram desprezadas as
linhas externas do campo, para eliminar qualquer possibilidade
de contamina¢3o por polen estranho.

A fim de fornecer elementos que permitissem

um melhor acompanhamento das geragles sucessivas, foram
coletados os seguintes dados complementares nos campos
isolados: taxa de germinagdao, data de inicio e fim do
florescimento, porcentagem de plantas que formaram espiga €

produc3o de grios de cada campo.
As populacbes foram estudadas ate a

obten¢c3o das sementes F7.



4 .2b. Autofecundagdes para identifica¢do dos

genotipos das plantas nos campos isolados

Em cada uma das quatro populagdes, a cada
geracao, foram marcadas ao acaso 189 plantas adultas no campo.
Estas plantas sofreram autofecundagdo manual, para a
determinagdo de seu gendtipo, através do tipo de espiga
produzida. Plantas homozigotas dominantes foram identificadas
por produzirem espigas apenas com graos normalis, plantas
heterozigotas por produzirem espigas com graos normais e
mutantes e plantas homozigotas recessivas por produzirem
espigas apenas com grios mutantes.

Os objetivos da realizagdo das
autofecundagdes foram:

1.  estimar a frequéncia genotipica das
plantas, consideradas como amostra representativa da populaciao,

e, atraveés dela, estimar a freqiuéncia génica a cada geracao.

2. estimar a frequéncia de gr3os normais e
mutantes nas esplgas segregantes, produzidas nas plantas
heterozigotas, para evidenciar possiveis desvios da proporgao
esperada de 3:1, evidenciados pelo teste de %€, o que poderia

sugerir a ocorréncia de sele¢ao gametofitica.

As espigas resultantes das autofecunda¢des
foram colhidas manualmente, antes da colheita geral.

Além da verifica¢d3o da frequéncia de

sementes normais e mutantes nas esplgas segregantes produzidas
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por autofecundag3c em todas as geragdes, foi feita também a
verificac3o da frequéncia dos dois fendtipos na metade superior
e inferior de 2@ espigas F2, que foram todas resultantes de
autofecundacao, com a finalidade de evidenciar diferengas na
velocidade de crescimento dos tubos polinicos carregando
diferentes alelos. Essa diferenga se manifestaria atraveés de um
numero maior que o esperado do fenotipo resultante de
fecundagl3o pelo tubo polinico mais rapido. Isso seria mais
evidente na metade inferior da espiga, dado que os
estiloestigmas s30 tanto mais longos quanto mais proximo da
base da espiga estiver o dvulo. Dessa maneira, esperar—-se-ia
que o0s ovulos da regi3o basal fossem fecundados de preferéncia

pelos tubos polinicos mais rapidos.

4 2c. Estimativa da taxa de cruzamento nas populagdes

As sementes F4, produzidas por
autofecundag3o de plantas F3, foram usadas para a instalagdo de

experimentos visando determinar a taxa de cruzamento das

populagbes. Em cada uma delas foi wutilizado como marcador
genetico o mutante de endosperma presente, partindo-se do
pressuposto que n3o ocorre seleg3o entre o momento da

fecunda¢io e a colheita das sementes. Das espigas homozigotas
dominantes (43 0202, 68 Sh28h2, 60 SuSu e 27 WxWx) foram
retiradas as sementes para a formagdo de quatro compostos, cada

um referente a uma populagado.
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Essas sementes, de fendtipo normal, foram
plantadas em lotes isolados, com plantadeira mecanica. Cada
lote consistiu de 16 linhas de 48m, com espacamento de 1im entre
as linhas. Na 42 e na 132 linha de ctada lote foram marcados 6
pontos distanciados B8m um do outro, onde foram plantadas as
sementes provenientes de espigas de plantas homozigotas
recessivas, em duas covas contiguas de onde foram previamente
retiradas as sementes normais. No desbaste foram mantidas duas
plantas em cada cova. Antes do florescimento foram eliminadas
as plantas excedentes, mantendo-se apenas uma planta em cada um
desses pontos. Parte do campo experimental esta3a representado no

esquema seguinte.
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x = posic3o de plantio das sementes homozigotas recessivas
—~-~ linhas com sementes homozigotas dominantes

Os lotes experimentais assim construidos
permitem o isolamento entre as diferentes plantas homozigotas

recessivas de um mesmo campo por competig3oc entre gr3aos de
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polen, pois a quantidade de polen das plantas de endosperma
normal proximas & tZo grande que estabelece uma barreira com
relac30 a pdlen de fontes mais distantes (Loveless e Hamrick
1984}. Bateman (1947) wverificou que uma grande redugao da
contaminac3c por polen estranho ocorre nos trés a seis metros
mais pProximos, em plantas polinizadas pelo vento ou pPoOr
insetos. Este autor n3o considera o milho como espécie
anemofila tipica, porque os gr3os de polen sao muito grandes e
menos flutuantes que os de outras plantas anemdfilas, atingindo
assim dist3ncias menores. Medindo a dispersdo do polen do milho
em campos experimentais em Piracicaba, onde as condigdes
climaticas 30 semelhantes as de Campinas, Paterniani e Stort
(1974) usaram como marcador o loco Y, para endosperma amarelo
ou branco. Verificaram que o numero de plantas existentes entre
a planta m3e e a doadora de polen € mais 1importante na
avaliag3o0 da dispers3o que a distancia em metros. Seus campos
apresentavam 1m de distd3ncia entre as linhas e 20 ou 4Qcm entre
covas, com apenas uma planta por cova. Nessas condigdes,
verificaram, em campos medindo 19m x 20m e 21m x 22,6ém que, com
15 plantas entre a m3e e a fonte de polen, o dque corresponde a
3m no campo de maior densidade e a ém no de menor, o cruzamento
ocorria com taxa de 0,03%. Aleém disso, constataram que essa
taxa diminuia em campos de maiores dimensdes por causa do
aumento de competigc3o entre os graos de pdlen. Comparando essas
condi¢Bes com as do experimento por nds instalado, onde a

densidade de plantio foi maior e as dimensges foram de 15m X



48m, podemos concluir que o isolamento entre as plantas
homozigotas recessivas no nosso trabalho foi realmente efetivo.

A taxa de cruzamento fol wverificada a
partir do numero de sementes normais e mutantes formadas nas
plantas homozigotas recessivas desenvolvidas no campo
experimental. Este estudo foi complementado com uma analise de
correlagdoc entre o ndmero de sementes mutantes na espiga e 0O
numero total de sementes na esplga, para verificar a
possibilidade de plantas mais vigorosas, pPortanto com espigas
maiores, terem taxa de autofecunda¢do distinta das de espigas

menores.

4.2d. Estudo do efeito do endosperma normal ou

mutante sobre caracteristicas da planta

Foram realizados ensaios de campo para
contrastar caracteristicas das plantas com diferentes genotipos
para endosperma dentro de cada populagao. 0Os ensaios receberam
0os mesmos cuidados e tratos culturais que as populacdes em

campos isolados.

4. 2d.1. Ensaio de competigdo de genotipos entre parcelas

Necste ensaio as sementes de endosperma
normal e de endosperma mutante foram semeadas em sub parcelas

separadas. As plantas dentro de uma mesma sub parcela tinham,



portanto, o mesmo genotipo para endosperma, nao havendo assim

competigcao entre plantas provindas de sementes de endosperma

normal e provindas de sementes de endosperma mutante.
Discrepéncias entre as duas sub parcelas 1iriam refletir
diferengas causadas pelos dois tipos de endosperma
contrastantes. Este ensalo foi denominado Ensaio Sem

Competigdo.

Foram estudadas as seguintes
caracteristicas:

- Taxa de germina¢do, avaliada cerca de 5
dias apos 0 inicio da germinagao.

- Data de florescimento, expressa em dias
apds plantio e se referindo a data em que cerca de 304 das
plantas da linha ja tinham iniciado a antese.

~ Altura das plantas, correspondendo a
média de altura de 5 plantas por linha, tomadas ao acaso, uma
semana apos o florescimento.

Para o plantio do campo experimental foram
utilizadas sementes sem escolha, provenientes de amostras
formadas por 70 gr3os normais e 7@ graos mutantes retirados de
cada espiga, de um total de 100 espigas F@ de cada populacgio.

0 ensalio foi instalado segundo o
delineamento de Blocos ao Acaso, com 10 repetigOes. A parcela
experimental constou de duas linhas de cada populagao, com 10
m de comprimento e espacamento de 1 m entre as linhas. Uma sub

parcela era constituida de uma linha plantada com sementes de



endosperma normal, com linhas externas de mesmo genotipo como
bordadura. A outra sub parcela foi constituida de uma 1linha
plantada com sementes de endospevrma mutante, com linhas
externas de mesmo gendtipo como bordadura.

Foram plantadas quatro sementes normais ou
cinco mutantes por cova, espagadas 40 cm entre si. No desbaste,
realizado sem seleg3o, foram deixadas duas plantas por cova,
perfazendo cerca de 45 a 90 plantas adultas por sub parcela.

Uma semana apoOs a germinagao, para evitar a
falta de competig3do entre plantas na linka, nas covas em que
nao se desenvolveu nenhuma planta foram semeadas sementes com
gendtipo para produzir plantas com antocianina, portanto com
fendtipo arroxeado, e para precocidade. Assim, embora plantadas
posteriormente, por causa de seu ciclo mais acelerado i1gualaram
seu desenvolvimento ao das demais, propiciando a competicg3o
entre elas. Isso foi feito com a finalidade de manter o “"stand”
uniforme, permitindo que todas as plantas ficassem em igualdade
de condigcOes. As plantas arroxeadas foram etiquetadas quando
adultas, para que apos a secagem das folhas elas n3ao fossem
confundidas com as do corpo do experimento.

As plantas da primeira e da udltima cova da
linha n3o foram consideradas para a coleta de dados por estarem
isoladas em um dos lados.

0 objetivo desse experimento foi contrastar
as caracteristicas das plantas provindas de sementes de

endosperma normal com as provindas de sementes de endosperma



mutante atraves da comparagao entre as duas sub parcelas de uma

mesma populagao.

4 2d.2. Ensaio de competi¢c3oc de genotipos dentro da parcela

Neste ensaio as sementes de endosperma
normal e mutante foram misturadas para o plantio, para
propiciar a competicio entre as plantas de diferentes genotipos
na mesma linha. Os genotipos foram identificados através das
espigas produzidas por autofecundag3o. Desta maneira, neste
ensaio os dados foram levantados planta a planta e nao como
meédias de sub parcelas, como no ensaio anterior, onde as sub
parcelas foram formadas com sementes de mesmo fenotipo. Este
ensaio foi designado Ensaio Com Competig3o.

As caracteristicas analisadas foram as
seguintes:

- Numero de folhas 40 dias apds o plantio.

Data de inicio da antese, expressa em

dias apods o plantio.

Nivel de protandria, correspondendo ao
nimero de dias transcorridos entre o inicio da antese e a data
de poliniza¢3o manual, que foi executada estando os
estiloestigmas com 3 a 4 cm de comprimento, permitindo ter-se a
informac3o a respeito do intervalo entre a libera¢3do do pdlen e

a receptividade dos estiloestigmas.
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- Altura das plantas, verificada apds a
polinizac3o.

- indice de insergao da espiga,
correspondendo a razio entre a altura da inser¢3o da primeira
espiga e a altura da planta.

- Numero de graos por planta,
correspondendo 3 soma do numero de graos formados em todas as
espigas de cada planta da parcela.

- Peso dos grdos, verificado em uma amostra
constituida pela mistura de 1@ gr3os retirados da regido
central de cada uma das espigas principals formadas em cada
planta da parcela. Das espigas segregantes foram tomados 10
gri3os de endosperma normal e 10 gr3os mutantes de cada,
compondo duas amostras separadas.

- Numero de espiguetas na panicula. As
paniculas foram retiradas apds a polinizagdo e a verificagdo da
altura da planta. Em cada panicula foi verificado o comprimento
da raquis, 0 nimero de espiguetas contidas em 5 cm da regiao
central da raquis, o comprimento total das ramificacoOes
laterais e o numero de espiguetas em 5 cm da regido central de
uma ramificag3o de comprimento meédio, com o objetivo de estimar
0 numero total de espiguetas na panicula, para dar uma ideia
indireta da produ¢ado de pdlen pela planta.

As sementes utilizadas nesse ensaio
provieram da mesma amostra de sementes F2 utilizada no ensaio

anterior. Foram usadas sementes de bom aspecto, que foram



banhadas com o fungicida Orthocide em suspensao, sendo secas
imediatamente ap6s esse tratamento. 0 uso do fungicida wvisou
propiciar melhor comparagao entre plantas provindas de sementes
de diferentes genotipos e n3o entre as provindas de sementes
com ou sem a presen¢ca de fungos.

Na populag8o sh®, considerando a baixa taxa
de germinagido das sementes de endosperma mutante, foi aumentada
a quantidade destas na amostra, atingindo a propor¢do de wuma
semente normal para uma de endosperma mutante. Alem disso,
foram semeados quatro gr3os por cova e n3o trés como nas demais
populacles.

0 ensaio foi instalado em delineamento de
Blocos ao @Acaso, com trés repeticBes. A parcela experimental
constou de 5 linhas de 10 m, com espagamento de 1 m % ©.40 m,
perfazendo cerca de 45 a 5@ plantas por linha apds o desbaste.
As duas linbhas mals externas foram consideradas bordadura.
Entre as tres mais internas fol escolhida para estudo a que
tinha melhor "stand".

As plantas foram autofecundadas
manualmente, para permitir a identificag¢3o do seu gendtipo,
parem o saquinho de papel que envolve a espiga apos a
polinizac3o foi retirado no dia seguinte, quando a fertilizagdo
ja devia ter ocorrido, para favorecer a grana¢ao total da
espiga e assim permitir boa avaliagdao do numero de graos
formados pela planta. Sendo esta uma caracteristica de heranca

materna, espera-se que nao seja influenciada pelo tipo de pdlen



responsavel pela fecundag¢3o.
Foram contrastadas as caracteristicas de
plantas homozigotas dominantes, heterozigotas e homozigotas

recessivas competindo dentro da linha.

4 2e. Taxas de germinag¢3o e de infestagido de sementes

por fungos avaliadas em experimentos de laboratdrio

Foram realizados trés ensaics de
laboratodrio, com sementes F3, com sementes F4 e com sementes do
ensaio de campo com competig3o, para verificar a taxa de
germinag30 e a taxa de infestagdo por fungos em sementes
normais e de endosperma mutante das quatro populagdes. N3o
foram utilizadas sementes F2, como nos ensaios de campo, devido

ao fato do fungo Fusarium moniliforme, importante patdgeno do

grio de milho, atingir as espigas principalmente atraves dos
estiloestigmas expostos (Headrick e Pataky 198B%; Headrick,
Pataky e Juvik 199@; Paradela Filho 1982). Como as sementes F2
foram obtidas por autofecunda¢ido artificial, em que os
estiloestigmas ficam protegidos por saquinhos de plastico antes
e por saquinhos de papel depois da polinizacdo, essa operagao
certamente iria restringir a infestag3o por aquele fungo.

As sementes foram colocadas para germinar
em tubos de ensalio com meio preparado com 19 g agar/1 1 de agua
destilada deionizada. 0Os tubos eram preenchidos com o meio ate

cerca de 4 cm de altura, fechados com tamp3o de algod3o e gase



e em seguida autoclavados.

As sementes eram colocadas nos tubos (uma
por tubo) em fluxo laminar, apos lavagem com alcool e
desinfestagdo superficial com hipoclorito de sodio comercial a
5¢% por 1 minuto. A seguir os tubos eram colocados em camara de
fotoperiodo, com 13 horas de luz e 11 horas de escuroc, com
temperatura de 27°C + 1°C.

Uma semana depois era feita a avaliacao da
taxa de germina¢3o, da altura da plantula, da ocorréncia de
fungos, da intensidade de infesta¢do por fungos e do tipo de
fungo. Para a avaliag¢3o da intensidade de infestac3o atribuiu-
se nota 1 para sementes com coldnia pequena e localizada, nota
2 para sementes com coldnia em toda ou na maior parte da
superficie e nota 3 para sementes totalmente envolvidas pelo
fungo, a ponto de n3o poderem ser vistas. A altura da plantula
foi wverificada com o auxilio de uma regua milimetrada, estando
a plantula dentro do tubo de ensaio e wutilizando-se a
aproximagao de @.5 cm.

A avaliagao das tres ultimas
caracteristicas foi feita com a utiliza¢dao de lupa binocular. A
identifica¢30 do tipo de fungo se baseou no aspecto da caolonia,
segundo orienta¢3o do Dr Osvaldo Paradela Filho, da Sec¢ao de

Fitopatologia do Instituto AgronOmico de Campinas.



4 2e.1. Ensaio com sementes F3

As amostras foram tomadas do conjunto de
sementes F3 produzidas em campo isolado plantado em fevereiro e
colhido em junho, tendo se desenvolvido, portanto, em condigdes
climaticas menos favoravelis para o cultivo do milho, por causa
da baixa temperatura e umidade. As sementes foram tomadas ao
acaso quanto ao tamanho, forma ou estado, ja que essas
caracteristicas poderiam ser decorrentes do genotipo e assim
uma escolha baseada nestes aspectos influenciaria a avaliagdo.

0 ensaio foi instalado em delineamento de
Blocos ao Acaso, com quatro repetigdes. A parcela experimental
foli constituida por 10@ sementes de cada populag3o. As sub

parcelas continham 50 sementes normais ou 5@ sementes mutantes.

4 2e.2. Ensaio com sementes F4

As sementes F4 foram colhidas em Jjaneiro,
resultando de plantio em agosto. Portanto se desenvolveram na
epoca em que o milho € <cultivado normalmente, com bom
suprimento de agua de chuvas. Para este ensaio foram adotados

0s mesmos procedimentos que para o ensaio com sementes F3.



4 2e . 3. Ensaio com sementes produzidas no ensaio de campo com

competigao

Cada parcela deste ensailo correspondeu a
uma parcela do ensaio de campo com competi¢ao, que foi
instalado em outubro e colhido em fevereiro. Foram wutilizadas
as sementes que compuzeram a amostra para verificagdo do peso
dos graos.

tste ensaio foi instalado em delineamento
de Blocos ao Acaso, com trés repeticOes. A parcela experimental
constou de 200 sementes por populagdo, com excegao da
populacao shrunken 2. As sub parcelas continham quatro tipos de
tratamentos:

1) 50 sementes normals, produzidas em
plantas homozigotas dominantes . Estas sementes eram
homozigotas, ja dque as plantas mi3es foram autofecundadas.

2} S50 sementes normals, produzidas em
plantas heterozigotas, as sementes podendo ser, portanto, tanto
homozigotas, aproximadamente 1/3, como heterozigotas,
aproximadamente 2/3.

3) 5@ sementes mutantes, produzidas em
plantas heterozigotas. As sementes eram homozigotas, ja que o
carater mutante € recessivo.

4) 50 sementes mutantes, produzidas em
plantas homozigotas recessivas. As sementes portanto eram

homozigotas.



Na populagio shrunken 2, como n3c foram
produzidas plantas homozigotas recessivas no ensalio de campo, 2
quarta sub parcela n3ao pode ser instalada.

O0s procedimentos de laboratdrio adotados
foram os mesmos dos ensaios anteriormente citados.

Atraveés da analise de wvariancia foram
estudados o0s seguintes contrastes, em cada populac3ao: sementes
normais de plantas homozigotas dominantes X sementes normails de
plantas heterozigotas, sementes normais de plantas
heterozigotas X sementes mutantes de plantas heterozigotas e
sementes mutantes de plantas heterozigotas X sementes mutantes

de plantas homozigotas recessivas.



S. RESULTADOS E DISCUSSAD

Atendendo as exigéncias preconizadas por
Clarke (1973), Endler (19846) e Mettler e Gregg (1973), para que
um estudo sobre sele¢3o natural possa assim ser considerado,
foram avaliados neste trabalho os efeitos da sele¢3o natural
sobre populagdes experimentais que foram sujeitas a condig¢Oes
naturais de campo por cinco geracoes. As interferéncias sobre
essas populagles se restringiram ao minimo requerido por uma
planta altamente modelada pelo homem e dele dependente, como e

o milho. OQutra exigéncia, a existéncia de variagao hereditaria,

com formas wvariantes revelando diferentes comportamentos
(Endler 1984), foi satisfeita atraves do uso dos mutantes de
endosperma, com heranga bastante conhecida. Esses mutantes
mostram compartamentos bem distintos frente as condigdes
ambientais. 0 efeito da sele¢3o foi avaliado diretamente
através das alteragcies de frequéncia ocorridas. Procurou-se,
por outro lado, determinar as ‘''razfes biocldgicas” dessas
alteragOes, através do estudo, em ensaios com tratamento
estatistico adequado, de varias caracteristicas das plantas,

que poderiam apresentar variagcdes em decorréncia do sgenotipo
para um determinado tipo de endosperma. Finalmente, a
utiliza¢do de uma espeécie cultivada facilitou grandemente o
trabalho, permitindo de antem3ao o conhecimento da estrutura
genetica das populacdes em estudo, como foi sugerido por Brown

(1979) e Shaw, Kahler e Allard (1981), entre outros.



5.1. TAXA DE CRUZAMENTO NAS POPULACOES

0 milho € sabidamente uma espécie aldgama
com polinizag¢io pelo vento. As plantas, poreém, s30
autocompativeis, propiciando uma certa porcentagem de
autofecunda¢cOes nas populacOes de livre cruzamento. Como essa
porcentagem sofre variagao determinada por fatores ambientais e
geneticos (Hamrick 1982; Harding e Tucker 1944; Holden e Bond
1960, Paterniani 1969; Tucker e Harding 1963, Vasek 1964}, ela
foi estimada em experimentos de campo para as quatro populagcoes
utilizadas neste estudo. Essas populagdes tém a grande vantagem
de serem geneticamente semelhantes, pois todas s3o provenientes
do cruzamento das mesmas duas linhagens isogénicas. 0 meétodo
utilizou plantas homozigotas recessivas isoladas uma das outras
e cercadas por plantas homozigotas dominantes.

Essas caracteristicas trouxeram inumeros
beneficios para a estimativa da taxa de cruzamento. Um deles e
que todas as plantas de cada campo, assim como as das
diferentes populagles, tém o mesmo "'background’” genetico. Outro
€ que as plantas utilizadas no experimenta se originaram de
sementes produzidas por autofecunda¢do de plantas provenientes
das populacdes de livre cruzamento. Com isso eliminou-se a
possibilidade de ocorréncia de valores adaptativos diferentes,
que poderiam resultar da utilizag¢3o de plantas obtidas por
cruzamento Jjuntamente com plantas obtidas por autofecundag3o

(Ennos 199@). DOutro beneficio € que o genotipo das plantas para



o loco marcador e conhecido, nac requerendo analises de
progénies para a identificacio dos gendtipos parentais ou o uso
de modelos para estimar a frequéncia genotipica materna, 0 gque

seria causa de erro (Schoen e Clegg 1984). Além disso, n3o €

pPreciso considerar o cruzamento entre plantas de mesmo
genotipo, uma vez que as plantas homozigotas recessivas estao
isoladas umas das outras, portanto impedidas de efetuar

cruzamentos entre si. Por outro lado, como as plantas doadoras
de pdlen para cruzamento s3o todas homozigotas dominantes no
loco para endosperma, n3o ha possibilidade de varia¢ao espacial
na freqiuéncia génica desse loco nos gr3os de pdlen, como
comumente ocorre nas populacdes (Clegg 1980@; Ennos e Clegg
1982) e de interferencia de produgdo diferencial de tipos de
gr3os de polen pelos progenitores masculinos.

Brown e Allard (1970¢) afirmam que a
eficiéncia de estimativas de taxa de cruzamento a partir de
pais homozigotos € alta em casos de dialelismo e quando as
frequéncias génicas n3o s30 muito discrepantes, como no
presente trabalho.

0 numero de sementes produzidas nas plantas

homozigotas recessivas € apresentado na tabela 3.
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Tabela 3. Numero de sementes de endosperma normal {Nor) e
mutante (Mut) em espigas produzidas nas plantas homozigotas
recessivas, valor do coeficiente de correlagao (r) entre numero
total de sementes na espiga e numero de sementes de endosperma
mutante e nivel de probabilidade (prob.), para Hg: v = 0, nas
quatro populagdes (Pop)

Pop. o2 Pop. shé Pop. su Pop. wx
Planta ---————-= = ~———eeee memmmemee e e
Nor Mut Nor Mut Nor Mut Nor Mut
1 143 2 459 7 234 2 324 35
2 161 ] 220 2 163 12 168 42
3 213 21 @3 ] 225 2 342 é
4 204 3 3ee 1 P66 3 331 1
S5 1595 i 58 1 179 3 256 59
é 2b6é 4 89 ? 47 () 290 S
7 63 9 179 39 215 13 457 7
8 14 2 390 4@
9 z2ee 11 #¥366 #11,95
r 9,57 0,13 9,38 -0,25
Prob 114 79% 40% 51%

*¥ média entre as duas espigas formadas



Como houve grande variagao no ndmero de
sementes produzidas nas espigas de plantas recessivas, pensou-
se na possibilidade de plantas mais vigorosas, com espigas €
pani;ulas maiores, apresentarem maior frequéncia de
autofecundagOes por causa da maior producao de pdolen. Isso
implicaria na violag3o0 de uma das premissas basicas do modelo
misto de reprodu¢i3o, relativa a interferéncia do genodtipo
materno sobre a taxa de cruzamento (Kahler, Gardner e Allard
1984)  Por isso foi estudada a correla¢gdo entre numero total de
sementes e numero de sementes mutantes na espiga. Os
resultados, mostrados na parte inferior da tabela 3, foram
todos n3o significativos, indicando a auséncia de i1nfluéncia do
tamanho da espiga, € possivelmente do vigor da planta, na taxa
de cruzamento.

O0s dados referentes ao numero de grios
mutantes em relagdoc ao total de gr3ocs na espiga permitiram
determinar diretamente a taxa de cruzamento de cada planta. As
distribui¢des das taxas nas populagles sao mostradas nas

figuras de numero 5 a 8.
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Figura 7. Distribui¢3o da taxa de cruzamento na popula¢do su
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Figura 8 Distribuig¢3o da taxa de cruzamento na populag3o wx
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A partir das taxas de cruzamento de cada
espiga foram determinadas as taxas relativas as quatro
populagdes e a meédia geral ponderada pelo numero de espigas. Us

resultados s3ao mostrados na tabela 4.



Tabela 4. Taxa de cruzamento nas quatro populagles, mostrando a
amplitude de varia¢3o e a meédia, desvio padrao, numero de

espigas analisadas e media geral ponderada

N2 de Desvio

Populagado espigas Minima Maxima Media padriao
oe ? 90,2103 1,0000 0,2793 90,0298
sh2 7 90,8211 1,0000 09,2609 Q,063%

su 7 90,9314 1,0000 0,273 09,0265

WX 9 09,8000 ©,9970 %,9268 90,0762

Media geral 0,9591



As taxas de cruzamento, bem como suas
amplitudes, se mostraram semelhantes nas quatro populagles,
variando de 0,93, na populacao wx, a @,98, na populagio o2,
dado; esses compativeis com o que tem sidoc encontrado em
especies anemofilas, isto é, pequena variagao da taxa de
cruzamento ao nivel populacional (Brown, Burdon e Jarosz 1989).
s diferengas verificadas podem em parte ser devidas a variaglo
que geralmente ocorre em estimativas unilocos (Shaw, Kahler e
Allard 1981) .

Os valores da taxa de cruzamento por nods
determinados s3o semelhantes aos mencionados na literatura para
0 milho. Brown e Allard (1970), por exemplo, usando isoenzimas

como marcadoras, encontraram taxa de ©0,99. Por sua vez, Kahler,

Gardner e Allard (1984), trabalhando com oito locos
isoenzimaticos em quatro populagles, verificaram variagao
relacionada ao loco wmarcador, com a media ponderada das

popula¢cOes indo de @,82 a 0,94, com media geral igual a ©,89
Usando estimativas multilocos, as populacOes mostraram taxas de
0,81 a 1,00, com meédia geral de @,90.

No entanto, apesar dos ctulidados tomados em
nossas estimativas, n3o pode ser totalmente descartada a
possibilidade de interferéncia de forgas seletivas na avaliacao
da taxa de cruzamento. Essa interferéncia, se presente, teria
ocorrido em periodo restrito, entre a produc3do de pdlen e o
desenvolvimento das sementes, em uma Unica geragao, O que

aparentemente a minimiza. Nessa linka, Kahler, Gardner e Allard



(1984) fizeram determinacdes de taxa de cruzamento em
populagcdes de milho utilizando plantulas para a verificagdo dos
genodtipos nos locos marcadores. As plantulas foram tomadas como
estdagio “imediatamente apos a reprodugido”, portanto os autores
n3o consideraram a possibilidade de ocorréncia de desvios
devidos a sele¢30 no periodo compreendido entre a fertilizac¢3do
e a verificac3ao dos gendtipos produzidos, periodo esse mals
extenso que no trabalho por nos realizado.

Atualmente a maioria das estimativas de

taxa de cruzamento, ao contrario do que foi feito neste
trabalho, utiliza marcadores isocoenzimaticos. Esses marcadores
s8o frequentemente wvistos como seletivamente neutros, porem

gradativamente vem sendo demonstrado valor adaptativo para
muitos deles (Futuyma 1992) ou ainda associacOes entre os
marcadores e atributos do sistema reprodutor (Brown e Allard
197@) . Nesse sentido, Bijlsma, Allard e Kahler (1986)
encontraram, em populacOes de milho, interactes significativas
entre diferentes marcadores isoenzimaticos e concluiram ocorrer
seleg3o gametofitica correlacionada com o marcador.

As taxas de cruzamento em milho,
entretanto, estimadas em varios trabalhos wusando diferentes
tecnicas, sao de magnitude semelhante. Nos nossos experimentos,
se ocorreram alteragdes nessas taxas devidas a seleg¢do, devem
ter sido de pequena intensidade, confundindo-se com a variagao
ao acaso que comumente acorre nesse tipo de experimentagi3o e

ndo comprometendo, portanto, a estimativa realizada.



A media geral obtida para as nossas
populacdes, de 0,94, confirma a alogamia da especie. 0O modo de
colheita e semeadura, aliado & polinizacao anemofila, permite
considera-las panmiticas. Levando em conta a auséncia de fluxo

génico e o grande numero de plantas nas populagoes adultas

(cerca de 1.500), podemos dizer que as populagdes se aproximam

do modelo de Hardy-Weinberg. Essas populag¢des, portanto, se
constituem em material excelente para estudo da selegido
natural, atraves do acompankamento das alteragdes das

freqiéncias génicas e genotipicas ao longo das geragdes.

5.2. ESTUDO DAS POPULACBES NAS GERACGES SUCESSIVAS

COMPREENDIDAS ENTRE SEMENTES F2 E SEMENTES F7

A epoca mais favoravel para o plantio do
milho na regi3o de Campinas, como em toda a regidac Centro-Sul
do Brasil, e Fim de inverno ou come¢o de primavera. Dessa
maneira as plantas ir3o se desenvolver durante o periodo de
temperatura mais elevada, com fotoperiodo mais adequado e com
boa disponibilidade de chuvas, quando, entdoc, mostram maxima
produtividade. No entanto, para a obtenc3o de duas colheitas
por ano, neste trabalho foi feito também um segundo plantio, no
fim do ver3o, epoca mais desfavoravel em consequéncia da
redug3o da precipitaci8o e da temperatura ao longo do ciclo.

Essa segunda semeadura tem sido adotada regularmente no pais



nos d4dltimos anos, pelos agricultores do UOeste Paranaense,
regiio do Paranapanema e da Mogiana em S3o0 Paulo, Triangulo

Mineiro, Sudoeste de Goias e Mato Grosso do Sul, regides em que

. ¢

e chamada de ‘'safrinha’

As populagbes em campos 1isolados foram

desenvolvidas em um pericdo de trés anos, compreendidos entre o
plantio de sementes F2 ¢ a colheita de sementes F7.

Uma evidéncia clara de que ocorreu

isolamento efetivo entre os diferentes campos foi dada pelo

fato de n8o0 terem sido encontrados, ao longo das geragoes

SuUCessivas, nas quatro populagioes, mutantes de endosperma

diferentes daquele que segregava em cada uma delas.

As raizes das plantas da geracglo F5
sofreram o ataque de larvas de Diabrotica (Coleoptera’, que

provavelmente ja tinham se instalado nos campos na geragao
anterior. Esse problema se acentuou na geragao seguinte,
fazendo com que a producdo das plantas Fé, de plantio em
fevereiro, ficasse seriamente comprometida. As poucas espigas
produzidas, mal desenvolvidas, foram desprezadas e nhovas
amostras de sementes F& foram plantadas apds o combate das
larvas com 1inseticida. Assim, com relag3o a duas geracoes
sucessivas, as obtidas de sementes F5 e de sementes Fé, nao
houve alternadncia de plantio entre a eépoca favoravel e a
desfavoravel, como nas demais.

A taxa de germinagdc, mostrada na figura 2,

foi avaliada cerca de cinco dias apos o inicio da emergéncia.
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Figura 9. Porcentagem de germinacao de sementes F2 a Fé6 em
campos isolados, com média das quatro populacles e indicagao

do més de plantio
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A wvariagio da taxa de germinagdo nas cinco
geracdes indica que n3o houve mudangcas sistematicas nesse
periodo. Porem a taxa de germinagcao de fevereiro tende a ser
maior <que a de agosto, provavelmente em vista das condigles de
seca e frio ainda persistentes em agosto. A alta taxa de
germinag¢ao de sementes F&, plantadas também em agosto,
provavelmente e devida a eliminag3o de predadores pela
aplicac8o de inseticida no plantio.

Dentro das populagbes, as maiores variagoes
ocorreram nas popula¢gdes sh2 e su, o que pode ser atribuido ao
fato de serem mais drasticas as alteragbBes nas reservas
nutritivas das sementes mutantes dessas populagles do que nas
das populagdes 02 e wx. Na populag3o sh2 a taxa wvariou de
75,5%, em F4, a 37,1%, em F3. Na populacdo su, de 74,2%, em F2,
a 35,5%, em FS5. Nas populagles o2 e wx a variacac foi pequena,
indo de 71,4% a &4,6% na populacdo o2 e de 84,44 a 71,74 na
populagido wx. As sementes F3 da populacdo sh2, plantadas em
agosto, n3o mostraram rvredugdo muito acentuada na taxa de
germinagdo (58,2%). Esse resultado pode ser explicado pelo fato
de sementes sh2sh2, de baixa germinacao, estarem com frequéncia
bastante reduzida nessa geragao (5%), como veremos adiante.

Os dados de florescimento apresentados na
tabela 5, coletados nas plantas autofecundadas, se referem ao
nimero de dias transcorridos do plantic até a primeira e a

dltima polinizagOes manuais realizadas nos campos.



Tabela 5. Dias transcorridos ate o inicio (I)

florescimento, em plantas F2 a Fé&,

plantio, nas quatvro populacdes (Pop)

e o fim (F) do

amplitude (F-I) e més do

Fé
Agosto
I F

Fe F3
Pop Fevereliro Agosto
I F I F
ol 73 92 21 109
F-1 19 18
she 73 92 20 107
F-1 19 17
su 77 97 ?1 11ie
F-1I 20 21
WX 75 89 ?0 102
F-1 14 12

Media 75 93 ?1 108

F4 FS
Fevereiro Agosto
I F I F
84 111 88 119
27 31
84 114 83 113
30 30
89 111 88 119
ee 31
79 111 85 111
32 26
84 112 86 116
28 30

85 110
25

82 103
21

84,2 1e08,2
24,0

82,4 105,8
23,4

86,0 110,4
24,4

82,0 103,46
21,46



As ¢épocas de florescimento das populacdes,
para os plantios de agosto e fevereiro, mostram que o padrao de
florescimento n3o ¢é diferente entre elas. 0 florescimento
ocorreu mais precocemente apenas na geracao F2. Esse fato pode
ser explicado pelo maior grau de heterose, que € maxima em F1 e
se dissipa gradativamente nas gera¢oes seguintes de cruzamentos
livres (Falconer 1987). A heterose na gera¢3doc F2, ainda em grau
elevado, faz com que as plantas, mais vigorosas, floresgam mals
precocemente.

Outro fato significativo e o aumento
gradativo da amplitude de florescimento com a sequéncia das
geragoes. Nas plantas F2, resultantes da autofecundacao de
plantas de genotipo uniforme dentro de cada populagdo, o
intervalo foi de 18 dias em media, atingindo 3© dias em F3, mas
caindo para 25 dias em Fé, provavelmente em decorréncia das
melhores condigSes de desenvolvimento desta ultima gerac3o, que
recebeu tratamento com inseticida para eliminag3do das larvas de
Diabrotica. Estes dados sugerem ocorrer um aumento da
variabilidade genetica em decorréncia de intercruzamentos
dentro das populagles, que propiciam a recombinagao de fatores
relacionados direta ou indiretamente com o sistema de
reproducao. Um periodo mais longo de florescimento ofereceria
maior oportunidade para a ocorréncia de autofecunda¢les e de
cruzamentos preferencialis entre plantas mailis precoces, uma vez
que elas tenderiam a ficar isoladas, assim como as mals

tardias. Fsta situag3o levaria a um aumento do numero de
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individuos homozigotos nas populagdes. Se ocorrer associagao
entre mutantes de endosperma e fatores determinantes do nivel
de cruzamento, decorrente de ligag3do génica ou de efeitos
pleiptrépicos, isso poderia também determinar alteracGes das
frequéncias nos locos para endosperma. Neste sentido Paterniani
(1969), em populagdes de milho resultantes do plantio conjunto
de uma variedade de endosperma branco e duro e outra de
endosperma amarelo e sugary, selecionou contra intercruzamento
poY seis geragoes. A seleg30 resultou em wum isolamento
consideravel entre o0s individuos com diferentes origens,
isolamento este baseado principalmente no ndmero de dias ate o
florescimento, que diminuiu nos individuos provenientes de uma
populagio e aumentou nos da outra. Entretanto, a multiplicidade
de fatores relacionados a definic30 da frequéncia genotipica da
proxima gerag¢3oc torna muito dificil estimar qual a contribui¢ao
deste possivel efeito sobre a frequéncia de sementes
homozigotas recessivas produzidas nas nossas populagdes.

A porcentagem de plantas com espigas foi
avaliada nos campos isolados apods o término das polinizagOes

manuais. Os dados sac apresentados na tabela 6.
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Tabela 6. Porcentagem de plantas que formaram espilgas, nas
geracoes F3 a Fé6, com media das quatro populagdes e media por

geraglio, e indicagl3o do més de plantio

F3 F4 FS Fé
Populagao Agosto Fevereiro Agosto Agosto Média
o2 92,4 23.8 23,9 28,7 26,95
ghd 99.7 88,1 95,7 27,8 95,3
-1 99,7 24,6 26,7 92,0 7,5
WX 100,0 ?2,3 24,8 28,9 96,6



0s dados indicam que houve pequena variagao
entre e dentro das quatro populacdes com relag3oc ao numero de
plantas que formaram espigas, mostrando que essa caracteristica
apargntemente ndc foi afetada pela a¢ao dos mutantes, pela
época de plantio ou pela variabilidade genética nas varias
geragbes.

Como e dificil identificar o gendtipo das
plantas sem espigas pelos métodos disponiveis, fica em aberto a
quest 3o a respeito de serem elas preferentemente de um
determinado gendotipo. Isto poderia representar um fator
seletivo com possibilidade de causar alterag¢d3o nas frequéncias
génicas e genotipicas da populagd3o. Como, entretanto, as
plantas sem espigas ocorreram em numero muito baixo, sendo a
media mais alta apenas 4,7%, a consequéncia sobre as
frequéncias seria provavelmente desprezivel.

Para se ter uma ideéia do desempenho dos
campos isolados, €& mostrada na figura 1@ a produg3o de sementes
nas varias gera¢coes das quatro popula¢des. Do total de sementes
colhidas no 1lote isolado foram excluidas as provenientes das
espigas polinizadas manualmente e as das linhas externas de

bordadura.



Figura 1@. Produ¢3o total de sementes nos campos isolados, em
kg/ha, provenientes das plantas Fe a F& das quatro populagoes,

com indica¢30 do més de colheita
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Os dados de produ¢do de sementes evidenciam
claramente o] efeito da epoca em que as plantas se
desenvolveram. A produgao da geracao F2, 813 kg/ha em media,
colhida em Jjunho, e da geracao F4, 418 kg/ha, colhida em
agosto, € bastante baixa quando comparada com a das geragOes
desenvolvidas em periodo favoravel. A geragac FS5, apesar de
desenvolvida em periodo favoravel, mostrou o efeito das
condigbes fitossanitarias limitantes das plantas desta geracao,
pois a produ¢cao meédia foi de apenas 1.988 kg/ha, enquanto que a
de sementes F3 foi de 2.650 kg/ha. A aplicacdo de inseticida
para combater as larvas de Diabrotica na geragdo Fé deve ter
favorecido essa geragao, ao eliminar outros possiveis
predadores e parasitas que ocorreriam nos campos. As plantas F6
apresentaram a maior produgao, 4 321 kg/ha em media.

O0s dados apresentados nas figuras 9 e 10 e
nas tabelas 5 e 6 refletem a grande influéncia das condigOes
ambientais <sobre o desenvolvimento das plantas, sugerindo a
possibilidade de ocorréncia de pressfes de sele¢aoc distintas
sobre individuos de diferentes genotipos, o que potencialmente
pode causar alteragdes na frequéncia alélica dos locos
estudados

Por outro lado, os dados relativos a
produ¢3o de sementes ilustram como as plantas cultivadas reagem
acentuadamente ao controle das condigcOes ambientais. Isto
sugere que podem ser facilmente simuladas diferentes situagOes

de campo de maneira a permitir estudos comparativos de selegao



natural. Esta vantagem nio & verificada em especies selvagens,

que em geral n3o respondem t3o fortemente as alteragles de

fatores ambientais.

5.2a. Fregiiéncias génicas e genotipicas nas populacles

Na tabela 7 s3o apresentadas as frequéncias
de sementes de endosperma mutante e o desvio padr3o relativo as
frequéncias das 20 sub amostras de F2 e das 10 de F3 a F7, bem

como o total de sementes analisadas em cada amostra.



Tabela 7. Propor¢3o de graos com endosperma mutante nas
amostras plantadas, desvio padr3o (dp) das frequéncias nas sub
amostras e total de gr3os das amostras, da geragcao F2 a F7 (%)
das quatro populagdes (Pop)

Total Mutantes dp
Pop o2
Fe 2403 90,2272 90,0346
F3 3771 90,2479 ©,0173
F4 2999 20,1981 0,0217
FS 2818 %,2076 0,0354
Fa 3200 90,1994 00,0131
F7 3649 @,1720 @,0215
Pop sh?
Fea 2523 90,2392 90,0327
F3 4462 %,121°9 90,0192
Fa 3414 0,0726 0,02035
FS 3997 @,0535 2,0121
Fé 3200 Q,0247 90,0111
F7 3872 90,0170 20,0054
Pop su
Fe 29500 0,2312 90,0309
F3 36359 90,2282 90,0248
F4 30674 ©,1314 Q,0167
F3 3270 2,1232 Q,0216
Fé 3200 %,087¢ 0.0142
F7 4362 90,0732 2,0176
Pop wx
Fe 2500 09,2400 92,0405
F3 3476 2,2371 @,0359
F4 3179 Q,2389 @,0262
F3 2988 ¢,2691 @,0274
Fé 3200 92,2506 02,0193
F7 39895 ®,2269 0,0249

* As sementes F7 foram utilizadas apenas para verifica¢ao da
frequéncia de mutantes, n3o tendo sido plantadas.



Os desvios padrdes das frequéncias de
mutantes nas sub amostras foram bastante baixos, indicando a
qualidade do método adotado para a amostragem.

Os dados relativos a frequéncia de sementes
de endosperma mutante, quando analisados no conjunto das quatro
populacdes, permitem identificar dois padrdes de variagao das
frequéncias. Em um deles, nas populagOes 02 e wx, elas se

mantém em oscilag30, n3o se afastando muitoc do valor original.

No outro, nas populacBes sh2 e su, ocorre gqueda continua. Na
populac3o sh2 esta queda € bastante acentuada, chegando a
frequéncia, na geragio F7, a apenas ©0,0179. Na populacdo su o

declinio foi menos acentuado, chegando a ©,0752.

As populagBes wutilizadas neste trabalho
tém, como Jja vimos, o mesmo ‘'background” geneético e se
desenvolveram no mesmo ambiente, a partir das mesmas linhagens
parentais. Portanto as alteragdes diferenciadas ocorridas nos
locos determinantes do tipo de endosperma sao especificas deles
e n3o determinadas por outros fatores genéticos da populacio.
Alem disso, as populagdes em quest3ao s3o de livre cruzamento,
minimizando a possibilidade de associagdes entre locos (Ennos
1990, comuns nas espeécies autdgamas (Allard 1975, Allard 1988;
Allard, Babbel, Clegg e Kahler 1972; Brown 1979; Clegg e Allard
1973; Clegg, Allard e Kahler 1972; Ennos 1990@). Essa situagao,
que permite identificar a agao da sele¢dao natural sobre um loco
particular e n3ao sobre locos a ele ligados, Jja tinha sido

admitida por Clarke (1975). 0O0s locos para tipo de endosperma



escolhidos, por outro lado, favoreceram grandemente o trabalho.
Determinando caracteres monogénicos com dominancia completa,
como foi demonstrado por varios autores, entre os quais Cameron
(1947}, Laughnan (19353), Neuffer, Jones e Zuber (19268) e
Sprague, Brimhall e Hixon (1943), ndo apresentam a plasticidade
fenotipica comum a maioria das caracteristicas vegetais (Endler
1986), o que dificultaria a verificag¢3o de sua fregiiéncia.
Apresentam ainda a vantagem de ser bem conhecido o seu
significado para as plantas que os apresentam (Ennos 1999), ao
contrario de caracteres 1soenzimaticos, geralmente com
significado ecologico desconhecido (Stebbins 1989).

Porém as informagdes relativas a apenas um
momento do ciclo wvital n3c s3o completas, como Ja foi
enfatizado principalmente por Prout (1963). As sementes
representam uma etapa determinada do ciclo e sua frequéncia €
resultado de fatores que agem ao longo de todo o ciclo e que
podem ter intensidades e sentidos distintos nas diferentes
fases, como foi evidenciado por Clegg, Kahler e Allard (1978),
Jain e Marshall (1967), Kojima (19271) e Nadeau e Baccus (1981),
entre outros. Dessa maneira, para melhor monitoramento desses
fatores, as frequéncias referentes aocs locos para endosperma
foram estimadas tambem nos individuos adultos, através da
determinacgdo do gendtipo das plantas das amostras
autofecundadas, outra wvantagem (Workman e Jain 1966; Jdain e
Marshall 1947) propiciada pelos locos escolhidos. Através

dessas freqiuencias genotipicas foram estimadas as frequencias



alélicas. Assim, este trabalho permitiu acompanhar tanto as
alteracdes das frequéncias génicas como as das frequéncias
genotipicas nas geragdes sucessivas, o que €& exigéncia de
varios autores para os trabalhos sobre sele¢3o natural, como
Allard e Workman (1963), Clegg, Allard e Kahler (19272), Clegg,
Kahler e Allard (1978) e De Benedictis (1?278). A tabela 8
apresenta as frequéncias génicas e genotipicas nas populagdes

adultas e o numero de plantas nas amostras utilizadas.
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Tabela 8. Freqiéncia genotipica, fi{x4y), na populagdo adulta,
total de plantas avaliadas nas amostras e frequéncia génica
estimada, f(y), nas geragOes F2 a Fé& das quatro populagbes. As
letras x e 4 se referem aos alelos dos locos em estudo

F F3 Fa FS Fé
£(0202) 0,2621 ®,3644 09,3908 0,2746 0,3102
f(0D202) 2,5340 °,4831 , 4598 ,5282 ®,5455
f(o202) 09,2039 0, 1585 02,1494 0,1972 ©,1444
Total 103 118 87 142 187
f(o2) 0,4709 09,3941 ®,3793 ©,4613 @,4172
£ (Shasha) ®,2617 0,4503 0, 4932 0,5492 0,7302
£ (Shash2) 0,6729 ,5364 09,4932 2,4508 09,2698
f(sh2sh2) 0,0654 ®,0132 ©,0137 ) )
Total 107 151 73 122 189
F(sha) 0,4019 ,2815 0,2603 ,2254 @, 1349
f(SuSw) 0,3429 0, 4027 @,3846 09,4317 ©, 4884
£ (Susu) 0,4762 0,5235 ®,56%92 0,5396 2,4535
f(susu) 09,1810 ©,0738 ©,0462 ?,0288 0, 0581
Total 105 149 65 139 172
Flsw) 0,4190 ®,3356 ©,3308 0,2986 ,2849
£ CWxWK) 0,1967 0,1776 0,2128 0,1930 ,3351
FCWxWX) 2,5820 2,5000 0, 4681 ®,3596 0, 4362
£ Cwxw) ®,2213 20,3224 ®,3191 09,4474 o,2287
Total 122 152 94 114 188

Fuy) 0,35123 00,5724 00,3532 00,6272 00,4448



Uma ana3lise global da tabela B8 permite
notar a grande redugdo de plantas homozigotas recessivas nas
popula¢cdes sh2 e su. Na populac3o sh2 nenhuma planta com esse
gendtipo se desenvolveu nas geragdes FS e Fé6.

Adiante as frequéncias de homozigotos
recessivos entre os adultos sera analisada para cada populagdo
em separado.

Os dados de frequencia génica da tabela B8
foram wusados para a construgdo da figura 11, com o objetivo de
melhor ilustrar as alteragdes das frequéncias dos alelos o2,
sh2, u e wx ao longo das geracdes. Foi considerado como ponto
de partida a freqiéncia ©.50, na gerag3o F1, uma vez que ela
resultou do cruzamento de linhagens homozigotas para os dois

alelos constrastantes em cada populaciao.
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Figura 11. Frequencia (q) dos alelos 02, sh2, su e wx em

plantas adultas das geracdes F1 a Fé
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A figura 11 mostra que as alteracdes nas
frequeéncias génicas, estimadas na populagdo adulta, seguem os
mesmos padrdes Jja verificados na analise das frequéncias de
sementes de endosperma mutante. As populagdes o2 e WX
apresentam uma tendéncia de manutengdo da frequiéncia génica
inicial e as populacdes sh2 e su mostram queda acentuada,
bastante mais drastica na populagdo sh2, onde a frequéncia do
alelo mutante atingiu ©,1349 nas plantas Fé, enquanto que na
populag3o su chegou a ©,2849 nesta geragao. Na populagdo o2 o
afastamento maximo da freaquéncia em relagido a seu valor inicial
ocorreu nas plantas F4, com o valor ©,3793, diferindo por
-9,1207 daquele valor. Na populagdo wx, ocorreu na geragao F3,
com o valor de 09,6272, com diferenga de ©,1272 sobre o valor
inicial.

0Os coeficientes de regressdo estimados
foram significativamente diferentes de zero nas populacles sh2
e su, mostrando uma tendéncia de queda na frequéncia génica de

5,9% e 3,1%, respectivamente, por gera¢3o. Esses coeficientes

foram n3c diferentes de zero nas populacdes 02 e wx, com
valores de -0,0040 (@,70<(P<(@,80) e -Q,0077 (P)0,90)
respectivamente, concordando com a oscila¢lo da freqguéncia em

relagao ao valor inicial.

Na analise do comportamento das frequéncias
génicas e genotipicas nas geracoOes estudadas ser3ao consideradas
duas fases no ciclo wvital, sendo uma a fase vegetativa,

correspondendc aos componentes de viabilidade e outra a fase



reprodutiva, correspondendo aos componentes de fertilidade.

Para varios autores, entre 0s quals Brown
(19795, Clegg e Allard (1973), Clegg, Kahler e Allard (1978) e
Jain e Marshall (1967), os componentes de wviabilidade, em
populagdes vegetais, se referem a dorméncia, germinagao,
sobrevivéncia ate a maturidade e longevidade. No caso do milho
eles se reduziriam & germinagao e sobrevivéncia ate a
maturidade, Jja que nido ocorre dorméncia de sementes e a
longevidade n3o € considerada, por se tratar de planta anual
com um unico florescimento. Solbrig (1980} argumenta que apenas
na auséncia de dorméncia € possivel medir o transcorrer do
tempo nos ciclos vitais utilizando-se uma gera¢do como unidade.

O0s componentes de fertilidade, para os
autores citados acima, s3o idade de florescimento, producdo de
pdlen e ovulo, desvios de segregagido, sele¢dao gametofitica,
polinizag3o e desenvolvimento da semente.

As alteragdes na frequéncia de homozigotos
recessivos devidas a componentes de viabilidade ser3o estimadas
pelo confronto das frequéncias genotipicas nas plantas adultas
com as frequenclas nas sementes plantadas. Nas sementes, a
frequéncia se refere aos dois fendtipos possiveis, isto &,
sementes de endosperma normal e de endosperma mutante.

O0s componentes de fertilidade do ciclo
vital ir3o determinar alteragbes na frequéncia de sementes
homozigotas recessivas produzidas. Essa frequéncia foi estimada

nas amostras utilizadas para o plantio da geragao seguinte.



R
ER
~

Foram adotados como valores esperados os relativos ao
equilibrio de Wright, calculados a partir da frequéncia alélica
nas plantas. Esses calculos foram possiveis em decorréncia das
estimativas das taxas de cruzamento das populacdes. Foram
adotados trés valores de taxa de cruzamento, correspondendo,
um, ao valor determinado experimentalmente e os outros a esse

valor mais e menos o desvio padrio.

5.2a.1. Tendéncias das frequéncias genotipicas na populagao ol

As figuras 12.1 e 12.2 fornecem elementos
para a compreensao do comportamento da frequéncia do alelo o2,
apresentado na figura 11.

A figura 12.1 mostra a frequéncia de
plantas homozigotas recessivas nas populacles adultas e os
valores esperados, representando os componentes de viabilidade
do ciclo vital.

A figura 12.2 ilustra a agao dos
componentes de fertilidade do ciclo. Apresenta a freqguéncia de
sementes de endosperma mutante formadas a cada geragdo e 0s

valores esperados.



Figura i2.1. Valores esperados (frequéncia nas sementes
plantadas)? e observados para a freqiluéncia de plantas o202 das
geragoes F2 a F6, com resultados dos testes de "= (%)

Figura 12 . 2. Valores esperados (equilibrio de Wright) e
observados para a frequéncia de sementes oPo2 das geragoes F3 a
F7, com resultados dos testes de xC para a freguéncia esperada
de valor intermediario em cada geragao (*)

¥ Os valores abailxo do eixo horizontal correspondem a
probabilidade nos testes.
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Na figura 12.1 vemos que a frequéncia das
plantas homozigotas recessivas esteve sempre abailxo da
esperada. 0 ¥fato dos resultados dos testes de x© serem na
maioria n3o significativos pode ser atribulido em parte ao baixo
numero de plantas nas amostras (tabela 8), o que torna aquele
teste pouco exigente. Porém a concordancia dos resultados nas
varias geragoes sugere que as plantas originadas de sementes de
endosperma mutante apresentam certa desvantagem em relagd3o as
sementes normais nos componentes de viabilidade do ciclo vital.

Por outro lado, as frequéncias de sementes
de endosperma mutante formadas, apresentadas na figura 12.2,
mostram uma tendéncia a serem maiores que os valores esperados.
Nas trés primeiras geragdes essas diferencas foram marcantes,
apesar de terem desaparecido nas duas ultimas geragoes. Esses
resultados sugerem alguma vantagem dos homozigotos recessivos
com relag3o aos componentes de fertilidade.

Para melhor ilustrar as tendéncias notadas
em cada fase do ciclo vital, na figura 12.3 € apresentada a
media das frequéncias de sementes mutantes nas amostras das
geragbes F3 a F7 e a média das fregqiéncias de plantas

homozigotas recessivas nas amostras das geragoes F2 a Fé.



Figura 12.3. Medias dos valores esperados e observados, entre
as geragcoes F2 e F7, para as frequéncias de sementes e de
plantas o202. Os valores esperados para sementes se referem aos
decorrentes do equilibrio de Wright e para plantas, a
frequencia nas sementes plantadas.
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0 comportamento antagdnico do homozigoto
recessivo, apresentando vantagem com relag3o aos componentes de
fertilidade e desvantagem ligeiramente malis intensa nos
componentes de viabilidade, explica a tendéncia verificada na
curva de frequéncia do alelo mostrada na figura 11. Essa curva
ce manteve abaixo do valor inicial, porem sem se afastar muito
deste valor. Ao longo de um maior numero de geracdes a
frequéncia do alelo oB podera cair, provavelmente de maneira
gradativa. Nesse pequeno numero de geragdes analisadas,
entretanto, tem-se uma aparente situagdo de polimorfismo

transitorio.

S Pa.2. Tendéncias das frequéncias genotipicas na populagdo she

A tabela 8 e a figura 11 mostram que a
frequéncia do alelo sh2 teve queda acentuada e continua, indo
de ©.50 para @.13 em apenas cinco geracdes. A analise das
freqiéncias de homozigotos recessivos nas plantas adultas e
entre as sementes produzidas, mostradas respectivamente nas
figuras 13.1 e 13.2, fornece elementos para a compreens3o da

alterag3o da frequencia do alelo.



Figura 13.1. Valores esperados (frequéncia nas sementes
plantadas) e observados para a frequéncia de plantas sh2sh2 das
geracoes F2 a F&, com resultados dos testes de xe ()

Figura 13.2. Valores esperados (equilibrio de UWright) e
observados para a frequéncia de sementes sh2sh2 das geracoes F3
a F7, com resultados dos testes de x© para a fregiuencia

esperada de valor intermediario em cada geragao {(¥*)

* Os valores abaixo do eixo horizontal correspondem a
probabilidade nos testes.
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A figura 13.1 mostra que as plantas
homozigotas recessivas acusaram uma frequéncia acentuadamente
mais baixa que a frequéncia de sementes de endosperma mutante
que lhes deram origem, em todas as geragOes, indicando a grande
importancia dos componentes de viabilidade na determinagdo das
freqiéncias dos mutantes nessa populagdo. 0 resultado ndo
significativo para plantas F4 pode ser explicado pelc pequeno
nimero de plantas na amostra, que nessa geragao foi de 73
(tabela 8).

Na outra fase do ciclo de vida, referente

aos componentes de fertilidade e representada na figura 13.2,

ocorre também desvantagem dos individuos sh2sh2, evidenciada
pela produglo de sementes abaixo do valor esperado. Essa
desvantagem, no entanto, n3o e t3o acentuada como a mostrada

nos componentes de viabilidade.

Ao longo do cicle wvital, vportanto, a
desvantagem nos componentes de viabilidade se soma a
desvantagem nos componentes de fertilidade, provocando a queda
do alelo sh2 de maneira rapida como foi mostrado na figura 11.

A Ffigura 13.3, que mostra as medias das
frequéncias de plantas e de sementes sh2sh2 nas varias
geragoes, ilustra bem o efeito da intensidade da sele¢3o contra

0 homozigoto recessivo nas duas fases do ciclo de vida.
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Figura 13.3. Médias dos valores esperados e observados, entre
as geragcoes F2 e F7, para as frequencias de sementes e de
plantas ehE2sh2. UOs valores esperados para sementes se referem
aos decorrentes do equilibrio de Wright € para plantas, a
frequéncia nas sementes plantadas.

Freqiibnoia
0.18
0.10
0.08
0.00
Sementes Plantas
esperado (t=0.90) esperado (t=0.96)

B2 esperado (t1.00) BB observade



5 2a.3. Tendéncias das freqiéncias genotipicas na populacao su

A fregquéncia do alelo su, como foi mostrado
na tabela 8 e na figura 11, apresentou queda continua ao longo
das geracSes analisadas. @A queda, entretanto, n3oc foi tdo
drastica como a do outro mutante de milho doce estudado, o sh@,
pois a freqguéncia mais baixa desse dltimo atingiu ©@,13, em F6,
enquanto o su chegou a ©,28 nessa geragao.

Os graficos dos valores esperados e
observados para plantas e sementes homozigotas recessivas, de

F2 a F7, sao apresentados nas figuras 14.1 e 14.2.

Figura 14 1. Valores esperados (freqiéncia nas sementes
plantadas? e observados para a fregquéncia de plantas susu das
geracoes F2 a Fé6, com resultados dos testes de X2 (%)

Figura 14 . 2. Valores esperados {(equilibrio de Wright) e
observados para a fregiéncia de sementes susu das gerag¢les F3 a
F7., com resultados dos testes de %2 para a frequéncia esperada
de valor intermediario em cada geragao (%)

* Os valores abaixo do eixo horizontal correspondem 3
probabilidade nos testes.
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Na populagio su as frequéncias estimadas de
plantas homozigotas recessivas (figura 14.1), se apresentaram
bastante abaixo dos valores esperados, em todas as geragdes. Os
dois resultados na3o significativos para os testes de xE, em F2
e F6, podem novamente ser explicados pelo pequeno tamanho da
amostra. Porem a concordancia dos resultados permite concluir
que também nesta populac3o os componentes de viabilidade s3ao de
grande importancia na definig¢do das frequéncias genotipicas das
plantas.

Surpreendentemente, porém, as freqidencias
das sementes de endosperma mutante produzidas ficaram acima dos
valores esperados em F3 e F4 (figura 14.2). Assim, ficou
caracterizada wuma pequena vantagem do homozigoto recessivo com
relag3o aos componentes de fertilidade do ciclo wvital no
periodo estudado. Repetiu-se aqui, portanto, wum padr3o Jja
verificado para o0s individuos o202, isto €&, a ocorréncia de
selecdo com sentido positivo em uma fase e negativo em outra.

A figura 14.3, que mostra a media das
frequeéncias de homozigotos recessivos nas plantas adultas e nas
sementes produzidas, nas varias geragoes estudadas, permite uma
melhor ilustra¢Bo da ac3o das for¢cas seletivas nas duas fases

do ciclo.
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Figura 14.3. Médias dos valores esperados e observados, entre
as geracoes F2 e F7, para as frequéncias de sementes e de
plantas susu. 0Os valores esperados para sementes se referem aos
decorrentes do equilibrio de Wright e para plantas, a
freqgiuéncia nas sementes plantadas.
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Pela andlise da figura 14.3 vemos que, ao
contrario da populagido o2, em que as diferengas determinadas
por componentes de wviabilidade e de fertilidade dquase se
anularam, na populag3o eu a redugio em plantas sobrepujou
grandemente ©o pequeno aumento em sementes, levando a redugao
sistematica da frequéncia do alelo su, de @,50, valor 1inicial,

para ©,28 em F&, como foi visto na tabela 8 e na figura 11.

S5 2a.4. Tendéncias das frequéncias genotipicas na populagdo wx

A frequéncia do alelo wx ao longo das
geracodes estudadas oscilou wum pouco acima de @,50, cailndo
abaixo desse valor apenas nas plantas Fé6. 0Os graficos que
representam o0s componentes de viabilidade e de fertilidade do
ciclo vital s3o apresentados nas figuras 13.1 e i3.2

respectivamente.

Figura 195.1. Valores esperados (freqiéncia nas sementes
plantadas) e observados para a freguéncia de plantas wxwx das
geragoes F2 a Fé, com resultados dos testes de %2 (%)

Figura 15.2. Valores esperados (equilibrio de Wright) e
observados para a fregdéncia de sementes wxwx das geracoes F3 a
F7, com resultados dos testes de x2 para a frequéncia esperada
de valor intermediario em cada geragao (%)

* QOs valores abaixo do eixo horizaontal correspondem a
probabilidade nos testes.
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Na figura 15.1 wvemos que, apesar das
pequenas diferengas para menos registradas entre os valores
esperados e observados em plantas F2 e Fé, houve uma tendéncia
nessa fase, relacionada com os componentes de viabilidade do
ciclo, para aumento na frequéncia de homozigotos recessivos. Em
FS esse aumento foi bastante acentuado, polis as plantas
apresentaram frequéncia de ©,45, enquanto o esperado era 0,27,
correspondente a frequéncia de sementes mutantes plantadas
(tabela 7). Essa grande discrepancia ocorreu na geragao em que
as plantas foram seriamente atacadas por larvas de Diabrotica,

0o que parece ter beneficiado as plantas provindas de sementes
de endosperma mutante.

Com relagdo as sementes produzidas houve,
inversamente, uma tendéncia para os homozigotos recessivos
mostrarem frequéncia abaixo da esperada, com excegao da geragao
F7. A maior discrepancia entre valores observados e esperados
ocorreu em sementes F&, em que a frequéncia foi de 0,25
enquanto que o esperado estava entre 0,41 e 0,39. Isso ocorreu
na geracgiao afetada pelas larvas ja citadas, com plantas mal
desenvolvidas e produgao de graos prejudicada.

De maneira geral, vemos que a frequéncia
dos individuos wxwx mostrou tendéncias opostas as dos
individuos o202, 1sto e, aumento na fase entre semente e planta
adulta e diminuli¢ao entre plantas e sementes por elas

produzidas, como € visto na figura 15.3.
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Figura 15.3. Medias dos valores esperados e obserwvados, entre
ac geragoes F2 e F7, para as fregquéncias de sementes e de
plantas wxwx. Oc valores esperados para sementes se referem aos
decorrentes do equilibrio de Wright e para plantas, a
frequéncia nas sementes plantadas.
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5.3. FATORES QUE PODEM INFLUENCIAR A8 FREGUENCIAS

GENOTIPICAS NAS POPULACSES

As estimativas de frequeéncia de individuos
homozigotos recessivos para 0S mutantes de endosperma, nas duas
fases do ciclo de vida, nas quatro populacbes estudadas,
indicaram comportamentos diferenciados dessas frequéncias.

Na tentativa de identificar fatores que
pudessem explicar esses comportamentos, foram estudados o0s
padrdes de segregacao dos mutantes em espigas resultantes de
plantas heterozigotas autofecundadas, bem como caracteristicas

de plantas em ensaios de campo e de laboratodrio.

5 3a. Segregagio de sementes de endosperma normal e
mutante em espigas de plantas heterozigotas

autofecundadas

As frequéncias de sementes de endosperma
mutante em espigas produzidas por plantas heterozigotas
autofecundadas, por geragao e no total de sementes analisadas
das geragoes F2 a F7, s8o mostradas na tabela 9. Testes de xE
foram aplicados sobre os resultados, tomando-se como wvalores

esperados os decorrentes da proporgao de 3:1.
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Tabela 9. Total de griaos analisados em 50 espigas F2 e 260
espigas de F3 a F7, obtidas por autofecundagcdao, més do plantio,

proporegao de graos de endosperma mutante e nivel de
probabilidade do teste de = para a segrega¢cao esperada de 3
grios normais : 1 gr3o de endosperma mutante
Total Plantio Grios &
de graos mutantes
Pop. o2
F2 21 658 figosto 0,247 6 ©,30<(PC(0Q,50
F3 4 573 Fevereiro ¢,2355 Q,02¢(P2,05 x
F4 7 157 Agosto 0,2437 0,20(P(Q,30
FS 2 946 Fevereiro 90,2081 PC(Q,001 * 3% %
Fé & 542 Agosto 90,2524 9,50<(P(0Q,70
F7 7 299 Agaosto ®,2555 ©,20(P<0,30¢
Total 5¢ 173 09,2454 0,01(P(0Q,02 *
Pop. she
Fe 22 205 Agosto Q,2494 Q,80(P(0,90
F3 5 1952 Fevereiro @,2440 9,30{(PK0Q,50
Fa 8 107 Agosto ®,2536 ©,30<(P(Q,50
FS (1) 1 833 Fevereiro 0,2342 Q,10<{P<0?,20
Fé & 918 Agosto Q,2482 0,70(P(0,80
F7 7 207 Agosto %,2518 Q,70(P<®,80
Total 51 442 90,2491 Q,50<(P(2,70
Pop. su
F2 19 943 AAigosto ®,2390 P(2,001 H %%
F3 4 142 Fevereiro ©,2484 0,80(P(0,%0
F4 7 081 Agosto 90,2553 ®,30(P(0,50
FS (1> 1 320 Fevereiro Q,2606 ?,30(P<02,50
F6 6 511 Agosto 90,2394 Q,02(P<0Q,05 *
F7 & 742 Agosto 02,2459 9,30(P<@,50
Total 45 739 @,2441 Q,001<(PCO,01 xx
Pop. wx
Fe 20 445 Agosto 90,2382 P<0,001 3% 9 %
F3 & 385 Fevereiro 0,2413 %,10(P<0Q,20
Fa & 765 Agosto 90,2619 Q,02(P(2,05 »
F3 (2) 2 962 Fevereiro 90,2387 Q,10(P<0Q,20
Fé S5 400 Agosto 90,2383 Q,02(P{(2,05 *
F7 6 998 Agosto 90,2348 Q,001(PCQ,01 x*
Total 48 955 09,2414 P(2,001 3* % %

(1) 13 espigas (2) 18 espigas
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Como o total de gri3os das geragoes F3 a F7
se referiu a 20 espigas, foi ajustado na geracao F2 o numero de
graos carrespondentes a 20 espigas, a partir do total de 350,
para facilitar a comparagdo do numero de griaos produzidos nos
periodos favoravel e desfavoravel. O0Os wvalores encontrados
foram: B8.663 gr3os na populac3o o2, 8.882 na populagao she,
7.977 na populag3o su e B.178 na populaciao wx. Quando
comparamos o0s valores referentes as seis geracOes vemos que 0
nimero de grios nas espigas reflete as condigOes do periodo em
que as plantas se desenvolveram. As espigas F2, F4, Fé e F7,
produzidas em periodo com mais umidade e calor, apresentaram
379,95 gr3os em meédia por espiga, enquanto que as espigas F3 e
FS. produzidas em periodo mais seco e frio, mostraram a media
de 203,7 graos. Esses dados estaoc em concordancia com 0Os
referentes a producdo total de sementes nos campos 1isolados,
que foram apresentados na figura 10.

A tabela 9 mostra alguns desvios da
segregagao esperada, que poderiam ser devidos 3o funcionamento
diferencial do pdlen, como foi proposto por Zamir, Tanksley e
Jones (1982). Porisso, foi determinada a freqliéncia de sementes
de endosperma mutante nas metades superiores e inferiores de 20
das 50 espigas da gera¢3oc F2 analisadas, nas quatro populagdes.
Frequéncias diferentes de sementes de endosperma mutante nas
duas metades da espiga indicariam a ocorréncia de selec¢3o
gametofitica por crescimento diferencial de tubos polinicos com

diferentes constituigbOes geneticas, como tinha sido admitido
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por Jones (1920) e Sari Gorla, Ottaviano e Faini (1973) em
milho e como foi tambem verificado por Radha, Vasudeva, Hedge,
Ganeshaiah e Shaanker (1993) em Vigna unguiculata. Foi aplicado
0o teste t para amostras pareadas para comparagao dessas

freqiliéncias e os resultados s3o0 apresentados na tabela 10.



Tabela 12. Numero total de grS3ocs em 20 espigas F2,

proporgac de

mutantes nas metades superiores e inferiores das espigas, valor

de t no teste para amostras pareadas e nivel de

do teste

probabilidade

Populagao Graos
o2 8 387
she 7 848
su 7 096

wx 7 353

00,2548
0,2454
00,2399

20,2315

©,2408
00,2432
00,2431

©,2347

1,3977
©,5287
00,4359

0,9786

0,10{P<0,20
P>0,350
Pre,350

0,30(P(0,40



0 teste t mostrou n3oc ocorrer nenhuma
diferenga significativa entre as frequéncias de sementes de
endosperma mutante nas metades superiores e inferiores das
esp1g9as, nas quatro popula¢des, indicando que o0 crescimento
diferencial do tubo polinico nao pode ser considerado aqui um
fator causador dos desvios observados.

Uma discussao mais detalhada dos desvios na

segregacio de sementes de endosperma normal e mutante sera

feita a seguir para cada uma das populagdes em separado.

5.3a.1. Segrega¢io em espigas de plantas 0202

Na populagao o2 houve desvios
estatisticamente significativos da segregagao esperada nas
geracbes F3 e FS5 (tabela 9). Na geragao F3, onde a frequéncia
de mutantes foi de ©,2355, a diferenga em relagdo ao esperado,
2,2500, foi significativa ao nivel de 5% Na geragao F3, com
frequéncia de ©,2081, o desvio foi significativo ao nivel de
@,1%. Esse desvio acentuado, em sementes FD, contribuiu muito
para que a freqiuéncia no total de gr3os das seis geragoes fosse
de ©0,2454, valor esse significativamente diferente do esperado
ao nivel de 2%. Deve-se lembrar aqui que o numero alto de
sementes analisadas, 50.173, torna o teste de xE bastante
exigente, o que explica o resultado significativo para um

desvio de apenas 00,0046



Uma possivel causa dos desvios verificados
nessas duas gecragoes € a eventual dificuldade encontrada na
identificag3o do fenotipo da semente homozigota recessiva,
devida ao efeito de genes modificadores com agao conhecida
sobre o alelo 02. Esses genes fazem com que ocasionalmente o
gr3o mutante tenha aspecto semelhante ao gr3o de endosperma
normal (Paez, Helm e Zuber 1969), com aspecto vitreo na parte
superior, como ©0 grao normal, restringindo o aspecto opaco
apenas 34 regiio basal. Ou ainda pode apresentar a parte
superior com aspecto vitreo com manchas opacas, semelhante ao
fendtipo do milho tipo dente de endosperma normal. A ocorréncia
dessas variacoes no fendtipo pode fazer com que a frequéncia
observada de sementes de endosperma mutante fique abaixo do seu
valor real, o que pode ter sido o caso em nosso trabalho.

Na populagi3o o2 foi notado o efeito de
modificadores nas sementes F3 e, de maneira bastante acentuada,
nas sementes F5, que apresentaram o maior desvio da segrega¢ao
esperada. Fsse efeita pode explicar, em parte, o0s desvios
constatados na frequéncia de mutantes nessas geragcdes. Como
ambas foram colhidas no inverno, podemos sugerir a ocorréncia
de um possivel efeito das condigdes desfavoraveis na expressao
dos modificadores do loco o2.

A dificuldade na identificagdo do fendtipo
opaco das sementes, nas geragcoes F3 e F3, n3o deve ter
influenciado a estimativa da frequéencia de sementes de

endosperma mutante nas amostras para o plantio das populagdes.



Nessas amostras as sementes estavam debulhadas, condig¢3o que
facilita a verificagao do fendtipo do endosperma na sua parte
basal, onde, mesmo em sementes mutantes modificadas, o aspecto
opaco € sempre aparente. Além do mais, nas sementes que foram
utilizadas para a obtengao das populagdes em campos isolados,
as das gera¢ctes F3 e FS5 apresentaram frequiéncia acima da
esperada, como foi mostrado na figura 12.2. 0 fendtipo
modificado poderia explicar o numero de sementes mutantes das
geragcoes F& e F7, que ficou abaixo do esperado, diferentemente

das demais geracoes. Porem nessas geragoes nao foli notado o

efeito de modificadores. Por outro lado, uma estimativa do
numerc de sementes mutantes abaixo do seu valor real, nas
amostras para o plantio nas geracOes F3 e F9, diminuilria ©

valor esperado de plantas adultas. A figura 12.1 mostrou,
porem, que este valor esta bastante acima do valor observado. O
efeito dos fatores modificadores pode ter, no entanto,
influéncia real sobre a frequéncia final dos alelos do loceo o2,
uma vez que esses fatores tendem a aproximar o fenotipo mutante
do fenotipo normal das sementes, o que provavelmente tende a
aproximar também seus valores adaptativos. Porém, como esse
efeito ocorreu em um pequeno numero de sementes, acreditamos
que tenha sido desprezivel com relag3o a freguéncia nas plantas
resultantes.

Devemos lembrar ainda que a frequéncia
génica dos mutantes, apresentada na tabela 8 e na figura 11,

foi estimada a partir da frequencia genotipica nas plantas



adultas, evidenciada a partir do tipo de espiga produzida por
autofecundac3o, n3oc tendo sido, portanto, influenciada por
eventuais problemas de identificagc3o do fendtipo das sementes.
Trabalhando c¢om o loco o2, Sari OGorla,
Bellintani e Ottaviano (1976) usaram os alelos 02 e o028 como
marcadores em misturas de pdolen para estudar o efeito do
genotipo da planta m3e sobre a taxa de crescimento do tubo
polinico. N3o encontraram diferengas entre tubos com alelos
distintos em plantas com o mesmo genotipo. Mais tarde, Sari
Gorla e Rovida (198@), usando também o loco o2 como marcador,
encontraram taxa de germinag3o mais baixa para o polen o2 na
autofecundag30 de individuos heterozigotos, tendo as sementes
opacas a frequencia de 00,2278 em um total de 4.746 sementes,
resultados esses semelhantes aos nossos achados. Assim, outra
explicagdo para as freqiéncias verificadas nas geragdes F3 e F3S
poderia ser a ocorréncia de taxa de germinac3o mais baixa do
pdlen o02. Esta interpretag3o, entretanto, n3o € compativel com
o fato das frequencias se mostrarem de acordo com os valores
esperados nas demais geracoes. Esses autores nao encontraram
diferengas nas taxas de crescimento de tubos polinicos.
Portanto, no estudo da segrega¢ao de
sementes de endosperma normal e mutante produzidas por plantas
0202 autofecundadas n3o foi evidenciado nenhum fator seletivo
que afetasse de maneira efetiva essa segregagao e que assim
tivesse efeito sobre as alteracdes de frequéncia ocorridas no

loco 02 nas geragoes sucessivas desenvolvidas nos campos
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isolados. Considerando a frequéncia de mutantes no total de
gr3os das sels geragoes (©,2454), vemos que o desvio Toi
bastante pequeno, provavelmente sem consequéncias no

comportamento do alelo o2 mostrado na figura 11.

5.3a.2. Segregagao em espigas de plantas Shésh2

A segrega¢cao de sementes normais e mutantes
para o loco sh2 apresentou valores dentro do esperado em todas
as geragoes, como foi evidenciado na tabela 9. A frequéncia
para o total de graos das seis geragbes analisadas foi1i de
90,2491, estatisticamente igual ac valor esperado de ©,2500.
Portanto, a analise da segregacdo de sementes normais e
mutantes em espigas de plantas Sh2sh2 permite concluir que na
populagio sh2 n3o ocorrem desvios de segregagao que possam
influenciar as frequeéncias genicas & genotipicas ao longo das

geragoes.

5.3a.3. Segregagao em espigas de plantas Susu

Na populagdo su a frequéncia de sementes de
endosperma mutante nas espigas resultantes de autofecundag3o de
plantas heterozigotas (tabela 9) esteve abaixo do wvalor
esperado apenas nas geracoes F2 e Fé.

0 mutante su, como © mutante o2 Ja

discutido, sofre tambem a ag3o de fatores modificadores



(Cameron 1947 . Sementes susu quando maduras se apresentam
normalmente bastante contraidas por causa da redugao do amido

no endosperma. Sob o efeito de modificadores, entretanto, podem

mostrar niveis variados de contragdo. Em alguns casos, a
contrag3o se torna muito leve e quase imperceptivel. Nestes
casos, a condi¢3oco mutante € evidenciada mais pelo aspecto

embagcado do gr3o do que pela contragao, o que dificulta a
classificagdo do fendtipo. Essa dificuldade teve ter ocorrido
de maneira mais efetiva apenas nas geragbOes iniciais, tendo
diminuido com a maior familiaridade com o material, nas
geragoes mals avangadas. Os modificadores nem sempre se
manifestam nos materiais com o mutante su. Na populagdo
analisada, seu efeito foi verificado nas sementes F2, F4, Fé6 e
F7, sendo que nas geragoes F3 e FS ele ndo foi notado. Aquelas
geracoes e desenvolveram todas no periodo mais favoravel do
ano, sugerindo também aqui a influéncia de componentes
ambientais na expressio dos modificadores. A ocorréncia do
fenotipo modificado pode explicar, portanto, 0s desvios
verificados nas geragoes F2 e F4&. Nessas duas geragoes, a
frequéncia de sementes mutantes foi 0,24, sendo a esperada 0,25
(tabela 9). Os desvios ocorridos portanto foram pequenos e nao
devem ter tido consequéncia consideravel no comportamento da
curva de freqiuencia do alelo su mostrada na figura 11.

Os desvios devidos a dificuldades de
identifica¢so do fenotipo de sementes de endaosperma mutante

podem ter ocorrido tambem na estimativa de frequéncia das



sementes produzidas pelas plantas em campos 1solados. As
sementes Fé, como mostra a figura 14.2, foram obtidas com
frequéncia muito semelhante a esperada, ao contrario das
geragcoes anteriores, onde a frequencia de mutantes esteve acima
da esperada. 0 mesmo ocorreu com as sementes F7, sendo que
nesta geragdo também foi notado o efeito de modificadores.
Podemos admitir, portanto, que a dificuldade na 1identificacao
do fendtipo susu pode ter sido um determinante importante da
qualidade da estimativa da frequéncia de sementes mutantes
obtidas nestas duas geracOes, fazendo seu valor ficar um pouco
abaixo do valor real.

As amostras em que foi verificada a
frequéncia de sementes produzidas foram as utilizadas para @
plantio da gera¢doc seguinte. Assim, a frequéncia de sementes
mutantes nelas fo1 considerada como valor esperado para a
frequencia de plantas homozigotas recessivas resultantes. Tendo
em vista o0s desvios verificados, nas geragOes F2 e F& os
valores esperados podem, portanto, ter ficado um pouco abaixo
do wvalor real. Em todas as geracoes estudadas as plantas susu
ocorreram com frequéncia abaixo da esperada, como mostrou a
figura 14.1, porém nessas duas geragOes as discrepancias entre
valores esperados e observados ndo foram t3o acentuadas como
nas demais, o que pode ser atribuido em parte a possibidade dos
valores esperados terem sofrido a interferéncia acima

mencionada.



Por outro lado, considerando a frequéncia
de mutantes no total das gera¢des (tabela 9), o desvio
ocorrido, correspondente a uma frequencia de ©,2441 para o

valor esperado de 9,2500, representa apenas 2,4% desse valor.

Além disso, esse desvio engloba os das geracles F2 e Fé que,
como vimos, provavelmente s3o aparentes. Podemos concluir,
portanto, que a segregagao de sementes normais e mutantes na

populagdo su nao tem efeito consideravel na alteragao de

frequencia do alelo ao longo das geragdes.

5.3a.4. Segregacaoc em espigas de plantas Wxwx

Os desvios de segregagao verificados com

relagao a este alelo, nas diferentes geragoes, foram
frequentes, como mostra a tabela 9, sd ndo ocorrendo em F3 e
FS. Eles foram na maioria negativos, excetuando-se apenas a
geragc3o F4, que apresentou frequéncia de mutantes de ©,2619.

Mesmo as geragoes F3 e FS, cujas frequéncias deram resultados
ndo significativos no teste de xa, apresentaram frequéncias de
sementes mutantes menores que ©,295. Em F5 o numero de grios
analisados foi bem menor que nas outras geragOes, O que pode
jJustificar o resultade n3o significativo do teste, para a
frequeéncia de ©@,2387. Os desvios no total de gri3aos de cada
geracao ndo foram acentuados, sendo a fregquencia desviante mais

baixa de valor ©,2348, em sementes F7.
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N3o e conhecida a a¢3o de fatores
modificadores sobre o fendtipo das sementes homozigotas para o
mutante wK € S30 raros na literatura os trabalhos que discutem
desvios de segregacao neste loco. Brink e MacGillivray (1924,
tendo determinado que uma planta WXwx produz gametas Wx e wx em
igual quantidade, tanto na micro como na megaesporogénese,

relataram desvantagem na fertiliza¢3o por parte do pdlen

carregando o0 alelo wx. Esses autores, analisando dados de
segregagao observados por outros pesqulsadores, verificaram
desvios significativaos no resultado da autofecundagao de

plantas Wxwx e do cruzamento entre fémea wxwx e macho Wxwx, mas
n3o do cruzamento reciproco. A deficiéncia na frequéncia media

de sementes Wapy aue eles constataram resultou do acumulo de

deficiéncias hnas espigas 1isoladas, que gquando consideradas
individualmente nao acusaram desvios significativos da
proporc3o esperada. Em seu trabalho, num total de 102 429 graos
resultantes da autofecundagdo, o mutante apresentou a
frequéncia de @,2392. No total de 26.653 gr3os resultantes do
cruzamento entre fémea wxwx e macho Wxwx, a freguéncia de graos
mutantes foi de @,4924.

Esses desvios de pequena intensidade
relatados por Brink e MacGillivray (1924) foram confirmados por
Sprague (1933), que admitiu apenas duas hipdteses para explica-
los: taxa de crescimento diferencial do tubo polinico e
diferengas no tempo requerido para germinacdao do grao de polen.

Este autor n3o observou diferengcas na frequéncia de wxwx na



parte superior e inferior da espiga e, analisando diretamente o
crescimento de gametofitos Wx e wx, n3o encontrou diferencas
entre suas taxas de crescimento. Porem verificou que o tempo
requerido para germinacdo do polen wx e estabelecimento do tubo
polinico € consistentemente maior que para o polen Wx, sendo
essas diferengas aparentemente independentes do genotipo do
estiloestigma.

Logo apos o trabalho de Brink e
MacGillivray (1924), Mangelsdorf e Jones (1926) admitiram a
ag30 de um ou mais fatores gametofiticos ligados ao loco wx
como causa possivel dos desvios na frequéncia esperada de
sementes wxwx. Porem Eyster e Robinson (1%934) verificaram
alteragbes profundas na segrega¢ao de locos do cromossoma 9
devidas ao fator gametofitico gaB a eles ligado. 0 loco wx se
localiza na posic30 56 e o gaB na posigaoc 90 deste cromossama
(Maize Genetics Cooperation Newsletter, vol. &5, pp 129-144,
1991) .

Como no nosso trabalho os desvios ocorridos
foram de pequena intensidade, n3o se pode atribuir aos fatores
gametofiticos papel importante nas discrepancias encontradas.
Portanto, a situa¢3o por nods estudada parece ser semelhante as
analisadas por Brink e MacGillivray (1924) e por Sprague
(1933). Desvios pequenos podem ndo ser significativos no teste
de xZ em amostras pequenas, no entanto, se forem consistentes
em todas as amostras, com o mesmo sentido, ser3o significativos

=
o~

no %= do total, como no trabalho citado. No nosso material, [s]



«2 do total das geragdes, com freaqiéncia de ©@,2414, foi
altamente significativo, apesar do desvio positivo observado na
geragcao F4.

Esses resultados indicam a ocorréncia de
desvantagem do podlen wx, causando pequena diminuigao na
frequéncia de sementes wxwx. Dessa maneira, poderiamos ter aqui
a ocorréncia de selegio gametofitica propriamente dita, segundo
0 conceito de Harding e Tucker (1969) anteriormente exposto. E
interessante lembrar <que Sari Gorla, Pe, Mulcahy e Ottaviano
(1992) condicionaram a ocorréncia de selegdo gametofitica a
expressio de fatores do genoma do gr3o de polen no gametdfito
masculino. No caso do loco wx, essa expressaoc € conhecida,
sendo possivel identificar os graos de pdlen com o alelo wx
atraveés do teste de iodina, que nesse caso mantem a cor
castanha, como ocorre com o endosperma das sementes homozigotas
para esse alelo.

0 desvio da geragao F4, entretanto, requer
outra explica¢io. Nesta geracdo, quatro espigas apresentaram
desvios, todos eles positivos, relativos as frequéncias de
©,3039 (com desvio significativo aoc nivel de 1%), ©,3042 (ao
nivel de 5%), ©,3324 (ao nivel de @,1%) e 90,3713 (ao nivel de
0,1%) . Estes desvios levaram a propor¢dao média de mutantes na
amostra para ©.2619, sendo esta a uUnica geragao em que esta
propor¢3o ficou acima do valor esperado . A proporgao de
sementes mutantes calculada nessa geracao, com a exclusao

dessas espigas © de @ 2423, semelhante 3 das demais geragoes,



sugerindo que, excluido algum fator desconhecido que
esporadicamente causa desvios acentuados em esplgas
individuais, nessa gerag3o também ocorre a desvantagem do polen
com o alelo wx, determinando pequena diminuig30 na freguéncia
de sementes wxwx.

Qutra causa de desvio poderia ser a
ocorréncia de transposons no loco wx. Schwartz (1986) menciona
o aparecimento de altas frequéncias de sementes com fenotipo
completamente normal por excis3o de elementos de transposigao
nesse loco. Porém e dificil notar a ocorréncia de setores
revertentes, devidos a eventos de transposigdao, no loco wx.

Para isso € necessario lixar a semente, para expor o endosperma

e fazer o teste de iodina na regiao lixada . Dessa maneira,
setores revertentes no nosso material poderiam passar
despercebidos. A ocorréncia de elementos de transposi¢doc como

possivels causadores de alguns dos desvios verificados na
segregacao de espigas Wxwx nao pode, portanto, ser descartada.
Porem, por ocorrerem com frequéncia baixa e por provavelmente
provocarem desvios tanto positivos comoc negativos, nio
causariam efeito significativo nas alteragbes da frequéncia
génica ac longo das geragdes, nas populacles em campos
isolados.

A analise da segregacao em espigas
heterozigotas autofecundadas, nas quatro populagcOes estudadas,
mostrou, portanto, que a sele¢d3c gametofitica pode ter

produzido desvios efetivos de segregag3o apenas ha populagdo



et

WX, devidos ao maior tempo requerido pelo polen wx para
germinar no estiloestigma.

Na figura 15.2 vimos que as sementes wWxwx
foram produzidace nas plantas dos campos 1solados com frequéncia
abaixo da esperada em todas as gera¢des, exceto em F7, o que
pode ser atribuido, portanto, pelo menos em parte, a
desvantagem do poOlen portador do alelo wx, como ficou
evidenciado.

Considerando essa informag3oc com relagao
aos experimentos de determina¢3o da taxa de cruzamento, vemos
qQue a desvantagem evidenciada no polen wx poderia resultar em
um menor numero de autofecundagdes, elevando o valor da taxa de
cruzamento. Porém essa populagao mostrou a menor taxa, ou seja,
2.,7%. Isso pode ser explicado pelo fato da desvantagem do
polen wx ser pequena e consequentemente ser evidenciada somente
quando acumulada por varias geracoes.

0 valor de ©,2414 para a frequéncia de
mutantes no total de gr3os das seis geragdes analisadas,
incluinde o desvio positivo da geragcao F4, corresponde a 3,4%

do valor esperado de @,2500.



5.3b. Caracteristicas das plantas avaliadas em

ensaios de campo

A finalidade da realizagdoc dos ensaios,
tanto de campo como de laboratdrio, foi cobter elementos que
permitissem explicar as alteragdes nas frequéncias génicas e
genotipicas dos mutantes de endosperma nas populacoes.

Os ensaios de campo, de competigao entre
parcelas e de competi¢3o dentro de parcelas, foram instalados
em outubro e colhidos em fevereiro, periodo este considerado o
mais favoravel para o plenc desenvolvimento da planta, pelas
condi¢cBOes mais adequadas de umidade, temperatura e fotoperiodo.
0 plantio em periodo menos favoravel pode afetar negativamente
as caracteristicas das plantas, ndo s pelas condig¢les
climaticas marginais como também pela maior ocorréncia de

patdgenos, parasitas e predadores.

5. 3b.1. Ensaio de competigaoc entre parcelas

O0s resultados da comparagao entre plantas
provenientes de sementes de endosperma normal e de endosperma
mutante neste ensaio, relativos as caracteristicas taxa de
germinagao, data de florescimento e altura da planta s3o

mostrados na tabela 11.



Tabela 11. Medias da taxa de germinacio'(em porcentagem), data
de florescimento (em dias apos o plantio) e altura (em cm), de
plantas provindas de sementes de endosperma normal e mutante,
no ensaio de campo sem competig3o e coeficientes de variagao do
experimento (CV}

Taxa Data Altura
de de das
germinagao florescimento plantas
Populag3do o2
Normal 82,6 a 78,3 a 187,82 a
Mutante 76,92 b 79,3 a 188,20 a
Populacdo sh
Normal B2,0 a 77,9 a 179,00 a
Mutante 15,1 b Bi,6 b 164,34 b
Populagdo su
Normal 77,7 a 77,3 a 193,68 a
Mutante 71,2 a 78,4 a 189,66 s
Populagdo wx
Normal 83,1 a 78,1 a 182,66 a
Mutante 73,9 b 77,9 a 185,54 a
cv 2,10 2,17 13,02
Médias com letras 1iguais na mesma coluna, dentro da mesma
populagio, nd3o diferem entre si, ao nivel de 9%, segundo o

teste de Tukey



Nas populacdes 02 e wx ocorreram diferengas
significativas entre sementes de endosperma normal e mutante
apenas com relagao & taxa de germinac3o, tendo as sementes de
endosperma mutante taxa menor. As diferengas, porém, nao foram
muito acentuadas. A taxa de sementes normais, na populagaoc wx,
foi de 82,6%, contra 76,9% das sementes mutantes e 83,1% e
73,9%, respectivamente, na populagao o02. Essas diferengas
pequenas sugerem que a taxa de germinacao desses mutantes deve
ter um efeito leve sobre a freguéncia desses alelos nas
populagdes. Na populagio 02 ocorreu pequena redugao na
frequéncia de homozigotos recessivos na fase compreendida entre
sementes e plantas adultas (figura 12.1), o que poderia ser
atribuido em parte a menor taxa de germinagcao das sementes
mutantes, evidenciada nesse ensaio. Porem na populagcd3o wx a
freqiéncia de mutantes aumentou nessa fase (figura 15.1),
mostrando gque a menor taxa de germinagcao verificada deve ter
sido contrabalangada por um outro fator ndo 1identificado,
atuando em sentido contrario.

Ja a populagio sh2 apresentou diferengas
significativas entre as plantas originadas de sementes de
endosperma normal e aquelas provindas de sementes de endosperma
mutante com relagdo as trés caracteristicas analisadas. A taxa
de germinagao extremamente baixa de sementes shEshB (15.1%)
deve se constituir em fator importante nas alteragles de
frequéncia do alelo sh2. A figura 13.1 mostrou que ocorre

reducao drastica de homozigotos recessivos na fase do ciclo



vital relacionada aos componentes de viabilidade Entre esses
componentes, a taxa de germinacao deve ser, portanto, um dos
mais importantes para explicar essa redug3o. 0 genotipo
homozigoto recessivo afeta também o desenvolvimento da planta,
causando atraso na data de florescimento e uma redugdac na
altura em relagdo as plantas originadas de sementes de
endosperma normal. Assim, essas alteragdes se relacionariam aos
componentes de fertilidade, pois as plantas sh2sh2, ja em menor
freqiiéncia, sendo mais tardias teriam uma tendéncia a florescer
mais isoladamente em relagdo as demais da populagdo, 0O que
poderia reduzir a contribui¢30 de gametas sh2 para a formag¢do
da geragio seguinte. Por outro lado, o tempo requerido pelas
plantas sh2sh2 para florescer, com um atraso de cerca de quatro
dias (tabela 11), poderia levar a um aumento na freqiéncia de
homozigotos recessivos, pela endogamia assim propiciada. No
entanto, um aumento efetivo seria muito pequeno em comparagao
com a diminui¢3o na fregquéncia de plantas recessivas
determinada pela reduzida taxa de germinacao da semente
mutante. O porte das plantas homozigotas recessivas, cerca de
1S¢m mais baixas (tabela 11), poderia também, indiretamente,
ter refletido em prejuizo na produclo de gametas e de sementes,
pelo maior sombreamento que sofrem por parte das plantas
maiores de fendtipo dominante, com consequente diminuigao da
freqiéncia do alelo na populagao. Fsses fatores poderiam,
portanto, ser responsaveis em parte pela redug3o no numero de

sementes de endosperma mutante produzidas, com foi mostrado na



figura 13.2.

Finalmente, na populagio su nao foi
verificada nenhuma diferen¢a significativa com relagcd3o as
caracteristicas analisadas nesse experimento, de maneira a
fornecer elementos que pudessem explicar a redu¢dao registrada

na frequéncia do alelo su pelos componentes de viabilidade e

aumento pelos de fertilidade, representados na figura 14 .3.

5. 3b.2. Ensaio de competigio dentro de parcelas

Das caracteristicas analisadas neste
ensalo, chamado de Ensaio Com Competiglo, apenas o numero de
folhas 4@ dias apos o plantio e a altura da planta se referem
aos componentes de wviabilidade do ciclo wvital. As demails
caracteristicas, como também indiretamente a altura, estao
relacionadas aos componentes de fertilidade. O intervalo entre

a polinizag3o manual e o inicio da antese, medindo o grau de

protandria, poderia se relacionar a frequéncia dos tipos de
sementes formadas, pois um intervalo menor poderia oferecer
malior oportunidade para a ocorréncia de autofecundagodes,

favorecendo a formagao de sementes de endosperma mutante.

Os resultados do teste de Tukey aplicado as
médias das caracteristicas de plantas homozigotas dominantes,
heterpozigotas e homozigotas recessivas de cada populagldo, em
competic3o na mesma parcela experimental, s3o apresentados na

tabela 12.



Tabela 12. Medias e coeficiente de varia¢do das caracteristicas
numero de folhas 40 dias apos o plantio (folhas), numero de
dias entre o plantio e o inicio da antese (3ntese), intervalo
entre © inicio da antese e a polinizag3o manual (protandrial,
altura da planta no florescimento (altura), indice de inserc¢ao

da espiga (inser¢30), numero de gr3dos por planta (gr3os) e
numero de espiguetas na panicula (espig.), em plantas com
genotipo homozigoto dominante (DY, heterozigoto (H?) e

homozigoto recessivo (R)

Pop . o2 Pop. sh2 Pop. su Pop . wx
Media Media Media Media
Folhas R 11,26 a H 12,19 a H 11,93 a D 11,31 a
D 11,10 a D 11,84 a R 11,32 b H 11,26 a
H 11,05 a D 11,19 b R 10,23 a
cC.V 6,82 5,87 1,99 4,62
Antese H 73,287 a D 72,99 a D 72,93 a D 72,93 a
D 72,89 a H 71,81 a R 72,75 a R 72,85 a
R 72,77 a H 71,78 a H 72,76 a
c.v 1,14 1,17 ©,75 1,31
Protandria H 3,83 a D 3,32 a H 4,39 a D 4,17 a
0D 3,44 a H 3,28 a D 4,11 a H 3,94 a
R 3,06 a R 3,76 a R 3,74 a
c.v 24,64 14,05 11,43 11,36
Altura R 256,76 a H 239,36 a D 278,99 a D 266,77 a
H 255,59 a D 239,44 a H 279,80 a H 260,51 a
D 248,460 a R 261,77 a R 234,96 a
cC.v. 2,45 4,98 2,88 2,03
Insergaoc H 9,55 a D 9,954 a R 0,54 a R 2,55 a
D 9,54 a H 2,94 a H 2,94 a H 2,54
R 2,951 a D 2,54 a D 2,52 a
c.v 4,07 3,03 2,19 3,464
Graos H 503,27 a H 763,61 a H 549,53 a H 534,84 a
D 481,77 a D 667,78 a R 541,27 a D 496,11 a
R 463,41 a D 499,16 a R 492,47 a
cC.v. 7,32 6,73 6,39 ?.87
Espig H 2221,7 a D 2478,0 a R 2624,4 a H 2044,5 a
R 298,92 a H 2472,% a D 2555,9 a R 1948,4 a
D 1937.,2 a H 2541,5 a D 1887,6 a
c.v. 16,22 12,70 10,795 19,05
Médias com letras distintas na mesma coluna, para cada
caracteristica, diferem entre si ao nivel de S% de

probabilidade pelo teste de Tukey



Observa-se wuma generalizada auséncia de

diferengas significativas, com relagdo as caracteristicas
analisadas, em todas as populagldes, com excegao de numero de
folhas 4@ dias apods o plantio, na populagao su. Embora esse

resultado indique vantagem do heterozigoto, essa diferenga ¢
muito pequena para receber atengdo neste estudo.

0Os resultados deste ensaio, associados aos
do ensaio de competig3o entre parcelas, sugerem dque 0©OS
diferentes genotipos para tipo de endosperma ndao téem efeito
significativo sobre as caracteristicas estudadas das plantas
nas populactes 08, su € WX.

Os dados referentes aoc peso dos graos si3o
mostrados separadamente na tabela 13. Foram comparadas as
sementes normais provindas de plantas homozigotas dominantes
com as normals de plantas heterozigotas, e as sementes mutantes
provindas de plantas heterozigotas com as mutantes de plantas

homozigotas recessivas, dentvro de cada populagio.



Tabela 13. Peso medio (em gramas) de graos normals provindos de
plantas homozigotas dominantes (D) e heterozigotas (H) e de
graos mutantes provindos de plantas heterozigotas e homozigotas
recessivas (R)

Graos normais Graos mutantes
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