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1. INTRODUCAO

Em feijao (Phaseolus vulgaris L.), os mutantes resistentes a doen-
cas (5, 11, 17) e os com tegumento de cores variadas (1, 2, 10, 15, 18), em
sua maioria obtidos de variedades de sementes pretas, sdo, atualmente, os
principais resultados da mutagénese como técnica de melhoramento.

A variedade ‘Ouro’ apresenta boas caracteristicas agrondmicas,
mas a cor creme de suas sementes é comercialmente pouco desejada na
maioria das regides brasileiras. Essa caracteristica pode ser conseqiiéncia
de mutagdo em um ou mais locos que atuam na biossintese de pigmentos
mais escuros. Em geral, quanto maior for o nimero de dominantes mais
escuro sera o tegumento da semente. Como, em sua maioria, as mutagoes
sa0 recessivas, espera-se que a probabilidade de se induzir mutantes da cor
do grdo na variedade ‘Ouro’ seja menor que naquelas com sementes pretas.

'Parte da tese de mestrado em Genética e Melhoramento apresentada a Universidade Federal
de Vigosa (UFV) pelo primeiro autor.
Aceito para publicagdo em 02.12.1994.
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As mutagOes espontdneas, ou induzidas, podem ser conseqii€éncia
de: (a) adigdo, delecdo ou substituicao de nucleotideos; (b) aberracdes cro-
mossOmicas, como deficiéncias; e (¢) insercao de transposons em alelos
normais. Se elementos transponiveis estiverem envolvidos na determinacao
da cor creme do tegumento da variedade ‘Ouro’ e se etilmetanossulfonato
(EMS) pode induzir a ativagdo destes elementos no tegumento, como pro-
posto por BARBOSA ¢ GUIMARAES (4), seria conveniente tentar induzir
mutantes do tipo carioca nessa variedade. Caso estes tipos mutantes sejam
induzidos, eles teriam interesse pratico, dada sua maior aceitagdo comerci-
al, e forneceriam evidéncia indireta a favor da ativacdo de transposons pe-
los mutagénicos em feijao.

O objetivo deste trabalho f01 avaliar a mutagem(:ldade do etil-
metanossulfonato (EMS) na vanedade ‘Ouro’.

2. MATERIAL E METODOS

- As concentragdes de 0 (controle), 0,125; 0,250; 0,375; e 0,500%
EMS (v/v) foram aplicadas em cinco grupos de 300 sementes, da vartedade
‘Ouro’, previamente colocadas para germinar em rolo de papel, a tempera-
tura de 28°C, por 24 horas. Todas as sementes utilizadas originaram-se da
multiplicacdo das sementes de uma tnica planta. As solu¢des de EMS fo-
ram preparadas em tampao fosfato, 0,02 M, pH 7,0. O grupo de sementes-
controle fot submetido apenas a solugao-tampao. Cada grupo de sementes
fo1 colocado em frasco Erlenmeyer (500 ml) juntamente com 200 ml da
respectiva solugdo. Os frascos foram vedados com papel laminado e sub-
metidos a agitacdo em agitador "Burrel Wrist-Action" por 6 horas a tempe-
ratura ambiente (aproximadamente 249C). Apés tratadas, as sementes fo-
ram lavadas em Aagua corrente durante 30 minutos, secadas sobre papel-
toalha e plantadas em solo imido, no campo experimental do Setor de Ge-
nética da Universidade Federal de Vigosa. O delineamento experimental foi
o de blocos casualizados, com seis repeticoes, tendo cada parcela sido
constituida de duas fileiras de 5 m, com intervalo de 50 cm entre elas. O
espacamento entre as sementes na fileira fo1 de 20 cm.

A geracdo de plantas de propagacdo sexuada, proveniente direta-
mente de sementes tratadas, € denominada M1 e produz sementes My. As
plantas provenientes das sementes M9 sdo da geragao M2 € produzem se-
mentes M1, e assim por diante.

A geragdo de plantas M~ foi obtida plantando-se, em cada fileira,

no minimo 10 ¢ no méximo 70 sementes de cada planta Ml, dependendo da
disponibilidade de sementes. Para efeito de comparacdo, 52 fileiras (com
70 sementes cada), provenientes de plantas originadas do grupo-controle,
foram i1gualmente distribuidas na area. O espacamento foi o0 mesmo utiliza-
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do na primeira geracdo. Apds a germina¢do, determinou-se a ocorréncia de
mutantes clorofilianos e da cor do hipocétilo. Durante o desenvolvimento
das plantas M», foram anotados e descritos os variantes morfolégicos e os
mutantes da cor das flores. Cada fileira foi colhida separadamente e as
plantas foram trilhadas manualmente, abrindo-se: de cinco a seis vagens,
por planta, para serem anotados e descritos os provavels mutantes da cor e
do brilho dos graos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Mutantes Clorofilianos
| Os mutantes clorofilianos limitaram-se aos fenétipos "albina"
(plantula branca) e "xantha" (plantula amarela). (Quadro 1). Foi evidente a’
predominéncia de "xantha". Isso indica haver mais locos capazes de mutar-
originando o fenétipo "xantha". Neste trabalho, ndo foi detectado o fenéti-
po "viridis” (planta verde-clara), de ocorréncia comum em outros cultiva-
res, apds o tratamento com EMS (3) ou radlac;ao gama (1, 16, 18). A cor’
verde mais clara das folhas da variedade ‘Ouro’ pode ter dificultado a de-
teccdo de "viridis". Verifica-se, pelo Quadro 1, que apenas as concentra-
¢oes 0,125 e 0,250% EMS induziram mutantes clorofilianos e que a fre-

quencna deles, calculada com base no nimero de sementes tratadas, ou no
nimero de plantas M1 sobreviventes, foi sensivelmente reduzida, quando

foi usada a concentragdo 0,250%. As freqiiéncias de progé€nies M) segre-
gantes, derivadas de plantas M oriundas de sementes tratadas com 0,125%
(7,67% das sementes tratadas e 11,79% das plantas M1 sobrevivestes) sao
comparaveis, respectivamente, as freqiiéncias 8,33% e 11,21%, obtidas
quando BARBOSA et alii (3) trataram a variedade ‘Milionario 1732° com
0,250% EMS, indicando maior sensibilidade relativa da variedade ‘Ouro’
a0 EMS. Deste modo, os resultados aqui obtidos indicam que as concentra-
coes foram relativamente altas para a variedade ‘Ouro’, em acordo com os
resultados relatados por CARNEIRO (6) para a geragao M.

3.2. Variantes Morfoldgicos

VariagOes morfolégicas de diversos tipos foram encontradas na ge-
ragdo Mo, as quais incluem: auséncia de flores, ou flores com estruturas
deformadas, que resultaram em esterilidade; vagens anormais; planta ana,
resultante do encurtamento dos entrends; auséncia de ramificagdo, ramifi-
cagdo exagerada, associada com entrends curtos, causando o envassoura-
mento; e anormalidades foliares (trés folhas cotiledonares, folhas compos-
tas de um, dois, quatro e cinco foliolos e varias modifica¢bes na morfologia
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dos foliolos). As anormalidades foliares ligadas ao namero de foliolos fo-
ram observadas somente na primeira folha trifoliolada, como observado por
PAULA (16). Apenas os tratamentos com 0,125 e 0,250% EMS (Quadro 2)
induziram variantes morfolégicos, confirmando a maior sensibilidade da
variedade ‘Ouro’ ao EMS, pois, com a variedade ‘Miliondrio 1732’,
CARNEIRO (5) obteve esses tipos variantes também nos tratamentos com
concentragdes superiores a 0,250% EMS. Conforme fo1 observado com os
mutantes clorofilianos (Quadro 1), a maior fregii€ncia de anomalias morfo-
16gicas (Quadro 2) fo1 obtida com 0,125% EMS.

Percebe-se, pelo Quadro 2, que duas plantas M1, provenientes de
sementes submetidas apenas a solu¢do-tampado, segregaram variantes mor-
fologicos em M». Baixa freqii€ncia de anomalias morfoldgicas foi também
encontrada por SENA e¢ BARBOSA (/9) em populagcdo ndo-tratada
(controle) da variedade ‘Miliondrio 1732’. Isto, entretanto, ndo era espera-
do neste trabalho, pois as sementes utilizadas eram descendentes de uma
inica planta na tentativa de eliminar possivel variabilidade. Assim, a ocor-
réncia de variantes morfolégicos no controle da suporte a hipétese de
SENA e BARBOSA (/9) de que baixas doses, ou concentracdes do muta-
génico, ou fatores ambientais ndo-detectados podem provocar danos celula-
res que afetam o desenvolvimento da planta. Esses autores propuseram que,
em sua maioria, as modificagdes morfoldgicas encontradas no feijoeiro na
geracdo M5 sejam provocadas por danos causados pelos mutagénicos em
componentes citoplasmaticos. Isto levaria a esperar a ocorréncia dessas
anomalias na geragao My, o que ndo tem sido observado em feijoeiro (5, 8§,
16, 19). SENA e BARBOSA (19) sugeriram que deve haver alguma(s)

QUADRO 2 - Freqiiéncia de progénies My que segregaram varian-
tes morfoldgicos

Progénies M, que segregaram variantes
Concentragio Nuimero de morfolégicos - |

de EMS plantas M, | % em relacdio a0 niimero de
(% viv) sobreviventes N° sementes plantas M,
tratadas |
0 52! 2 - 3,85
0,125 195 56 - 18,67 28,70
0,250 66 15 5,00 | 22,73
0,375 13 0 0 0
0,500 2 0 0 0

' O némero de plantas M do controle constitui uma amostra.
2 Irrelevante, pois uma amostra de 52 plantas M; foi usada para originar a populagiio M, controle.
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substancia(s) nas sementes do feijoeiro que possibilite(m) o desenvolvi-
mento morfoldgico normal na geragdao Mj.

3.3. Mutantes da Cor do Tegumento

Apenas trés plantas M1, todas oriundas de sementes tratadas com
0,125% EMS, segregaram mutantes da cor do tegumento na geragao M»
(Quadro 3). A freqiiéncia dessas plantas (1,00% das sementes tratadas ou
1,53% das plantas M1 sobreviventes) foi superior a freqii€ncia das plantas
M que segregaram mutantes da cor do tegumento, obtida por BARBOSA
et alii (2), ap6és aplicarem a mesma concentragdo de EMS na variedade
‘Miliondrio 1732’, o que indica bom potencial de mutabilidade da varieda-
de ‘Ouro’. Entretanto, foi inferior 2 fregiiéncia (2,33% das sementes trata-
das ou 3,13% das plantas M1 sobreviventes) obtida por aqueles autores
com a concentragdo 0,250% de EMS. Isto, outra vez, confirma a maior
sensibilidade relativa da variedade ‘Ouro’ ao EMS. Foram obtidas somente
trés plantas mutantes da cor do tegumento (Quadro 3), uma em cada uma
das trés progé€nies My segregantes. Duas delas produziram sementes com
tegumento brilhante de cor creme-escura, com listras marrons de formato
variado (tipo variegado); e a outra produziu sementes com diferentes in-
tensidades de pigmentacdo, desde cinza-creme-claro até cinza-escuro, 0 que
raramente se observa em uma UGnica planta.

Em relagido ao hdbito de crescimento e 2 morfologia geral da planta,
os mutantes obtidos foram semelhantes a variedade original. Os dois mu-
tantes do tipo variegado também nao diferiram da variedade original quanto
a cor do hipocétilo e das flores. No entanto, 0 mutante com intensidade
varidvel de pigmentacdo, obtido na progénie 85 (Quadro 3), apresentou
hipocétilo vermelho e flores de coloragao résea. Nao fo1 registrado, entre as
plantas M5, nenhum outro caso de mudanga da cor do hipocétilo ou das
flores. I -

‘Recentemente, Bhattacharyya et alii (1990), citados por HEIM (9),
mostraram que a insergio de elemento transponivel, em alelo normal, foi ©
mecanismo que produziu o alelo mutante r65ponsavel pelas sementes rugo-
sas (fenotlpo recessivo) das ervilhas de Mendel. E possivel que tal meca-
nismo seja responsavel pela cor creme do tegumento da variedade ‘Ouro’,
ou seja, a inser¢do de elemento transponivel em algum gene, envolvido na
biossintese dos pigmentos de cor escura, causaria bloqueio na ag¢io do ge-
ne, resultando no fenétipo creme. A ativacido destes elementos, pelo EMS,

como proposto por BARBOSA e GUIMARAES (4), poderia resultar no
fenétipo variegado. Este € também o fenétipo comumente apresentado em
milho, em razdo da ativagio de elementos transponiveis (12, 13, 14, 20).
Entretanto, transposons andlogos ao do sistema "supressor-mutator” (Spm)
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em milho (7, 13) também poderiam produzir variagdo continua de cores,
semelhante a obtida na progénie 85.

4. RESUMO E CONCLUSf)‘ES

Sementes de feljoelro da varledade ‘Ouro’ (de tegumento creme),
em germinacdo, foram tratadas com EMS nas concentragbes de 0
(controle), 0,125; 0,250; 0,375; e 0,500% (v/v), objetivando avaliar a muta-
genicidade do EMS, principalmente, quanto a alteragdes clorofilianas, mor-
fologicas e da cor do tegumento. .
| A maioria dos mutantes clorofilianos e das alteragoes morfologlcas

e todos os mutantes da cor do tegumento foram induzidos com 0,125%

EMS L
Dos trés mutantes do tegumento, dois eram de cor creme- escura

com listras marrons de formato variado. O outro tinha tegumento com in-
tensidade varidvel de pigmentagio (de cinza-creme-claro a cinza-escuro).
Considerando o controle genético da cor do tegumento da semente, que
assocla cores mais escuras com maior numero de alelos dominantes, € que,
em sua maioria, as mutagdes induzidas sdo recessivas, € posswel que os
mutantes da cor do tegumento obtidos tenham resultado da ativagio, pelo
EMS, de transposons latentes.

5. SUMMARY |

(CHLOROPHYLL, MORPHOLOGICAL, AND SEEDCOAT COLOR
CHANGES INDUCED BY ETHYL—METHANESULPHONATE |
IN Phaseolus vulgaris L., CV. OURO) :

-- - Germinating seeds of Phaseolus vulgaris L. cv. Ouro with cream
seedcoat were treated with O (control), 0.125, 0.250, 0.375, and
0.500% EMS solutions. Most of the chlorophyll mutants and morphologi-
cal deviates, and all three seedcoat color mutants were induced with
0.125% EMS. The color of two seedcoat mutants was dark cream with
brown stripes of varying shapes. The other mutant was self-colored with
different degrees of pigmentation (from light to dark gray). The possibility
that the seedcoat mutants derive from the activation, by EMS, of latent
transposons is discussed. '
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