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1. INTRODUCAO 

Os elementos controladores, em milho, sao estruturas herdaveis, de ocorrén- 

cia aparentemente esporédica, que inibem ou modificam, reversivelmente, a ativi- 
dade geénica, inserindo-se no «locus» ou préximo do «locus» cuja ação eles contro- 

lam [9, 10, 11, 12, 13 e McClintock, citada por FINCHAM e SASTRY (5)]. Um ele- 

mento controlador inserido num determinado ponto do complemento cromosso- 

mico pode sofrer transposicao, isto €, excisao, com liberacao da atividade génica e 

subseqiiente reintegracao em qualquer outro vonto do genoma (10, 11, 12). Ha, 

portanto, uma instabilidade na expressao fenotipica dos genes associados a ele- 

mentos controladores, com o conseqiiente aparecimento de mosaicismo no tecido. 

MCcCLINTOCK (9, 10, 11, 12, 13) definiu dois sistemas de elementos controlado- 

res em milho. O sistema nao auténomo possui um elemento denominado operador 
(13) ou receptor (5), que se aloja num gene, inibindo sua atividade. Noutro ponto 
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do genoma, no mesmo cromossomo ou não, localiza-se o elemento chamado regu- 

lador. O regulador inibe também a atividade gênica e promove, por sinalização ao 

nível molecular, a transposição do receptor, bem como sua própria transposição. 

Noutro sistema, o autônomo, apenas um elemento funciona como receptor e regu- 

lador. Como existe alta especificidade na-relação receptor-regulador, é possível a 
identificação de classes de elementos controladores. Determinado componente re- 

ceptor somente responde ao regulador de sua própria classe. Então, o alelo resul- 

tante da associação entre um gene e um elemento controlador, com função recep- 
tora conhecida, serve como testador de seu regulador. 

Os elementos controladores podem passar por alterações reversíveis de estado 

ou fase, que se refletem em caracteristicas autocontroladas. McCLINTOCK (9, 10, 

11) sugere que o ciclo de «quebra-fusao-ponte» possa ser iniciado pela classe de 

elementos controladores «Activator-Dissociation» (Ac-Ds), resultando em mosai- 
cismo pela perda de genes dominantes em setores do endosperma. Ocorreria que- 

bra do cromossomo durante a excisão do elemento receptor «Dissociation» (Ds), 
como resposta a algum tipo de sinal do regulador «Activador» (Ac). A frequência 

de quebras que ocorrem durante a excisao pode ser modificada como conseqiién- 

cia da alteracéo de estado do elemento Ds (11). Analogamente, Ac também pode 
passar por alteracoes de estado ou fase (11). A classe de elementos controladores 

«Suppressor-Mutator» (Spm) produz mosaicismo pela repressao e liberacao da ati- 
vidade do gene no qual o elemento receptor reside [(11, 12, 13; McClintock, citada 

por FINCHAM e SASTRY (5)]. Alteracoes do estado de Spm podem antecipar ou 

retardar a liberacao da atividade génica (provavelmente por transposicao) du- 

rante o desenvolvimento da planta (11, 12, 13). 

Nos endospermas opaco-2 modificados a distribuicao dos setores translicidos 
e opacos segue diversos padrões definidos por VASAL (18). A modificação do fen6- 

tipo opaco-2 é comum em variedades colombianas (3). Entretanto, LEITE (7) de- 

tectou mosaicismo normal/opaco em endospermas de sementes da variedade de 
milho ‘Opaco-2’ Colombiano’ tratadas com o mutagénico alquilante etil-metanos- 

sulfonato (EMS). Esse mosaicismo, aparentemente, é semelhante ao encontrado 

por LORENZONI et alii (8) num hibrido opaco-2. Como, nos mosaicos, a distribui- 

ção dos setores translucidos segue padroes completamente diferentes dos obser- 

vados em endospermas opaco-2 modificados, pode-se suspeitar de causas genéti- 
cas diferentes para as duas ocorréncias. 

O objetivo deste trabalho foi determinar as causas e o comportamento genéti- 

co do mosaicismo observado por LEITE (7). 

2. MATERIAL E METODOS 

LEITE (7) tratou sementes uniformemente opacas (geração de sementes Mj), 

da variedade de milho ‘Opaco-2 Colombiano’ com o mutagénico alquilante etil- 
metanossulfonato (EMS) em varias concentrações. Apos duas geracoes sucessivas 

de autopolinizacoes foram obtidas espigas My com sementes M3. Seis espigas Mg, 
oriundas de uma semente M] exposta ao EMS, segregaram sementes com mosai- 

cismo normal/opaco no endosperma. Plantas originarias de sementes mosaicas fo- 

ram autopolinizadas e cruzadas com linhagens homozigéticas para o alelo wxrmM-l 
ejou linhagens homozigoticas para o alelo wx""8, testadores dos elementos con- 
troladores Ac e Spm, respectivamente (10, 11, 15). Além disso, foram efetuados cru- 

zamentos com a linhagem ‘L 873", de endosperma normal, e com a linhagem ‘L Cip 

1196 opaco-2 branco’, esta desenvolvida pela SEMENTES AGROCERES S.A., am- 

bas utilizadas como fémeas nos cruzamentos. Sementes F1, heterozigoticas para 

wx™-1 ou wa-8, originaram plantas que foram autopolinizadas. As sementes F2
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foram examinadas individualmente, e as suspeitas de mosaicismo normal/ 

waxy» foram testadas com solução de I2-KI para verificar se o «locus» Wz estava 
ou não envolvido no mosaicismo. Os setores «waxy» colorem-se de marrom-aver- 
melhado e os não “waxy” de roxo-azulado (16, 19). As sementes translucidas, 
produzidas nas espigas que segregaram mosaico, originaram plantas que foram 

autopolinizadas e cruzadas, como macho, com a linhagem ‘L Cip 1196 opaco-2 

branco’. 
As sementes provenientes de autopolinizacéo e cruzamento com opaco-2 fo- 

ram classificadas visualmente, quando necessdrio, quanto ao grau de mosaicismo 

no endosperma. O mosaicismo inclui desde endospermas opacos com pequenas 
manchas translicidas, passando por classes intermedidrias, até endospermas 

translucidos com pequenas manchas opacas (Figura 1) 
As proporções fenotipicas Mosaico + Translicido: Opaco (Ms + Tr : Op), obti- 

das da autopolinizacao de plantas provenientes de sementes M3 mosaicas ou 
translucidas e de cruzamentos dessas plantas com opaco-2, foram testadas pelo 
teste X2 (17). 

FIGURA 1 - Diferentes graus de mosaicismo normal/opaco no en- 
dosperma_de milho da variedade 'Opaco-2 Colombia- 
no'. As areas brancas correspondem aos setores opa- 
cos do endosperma. Os simbolos sob cada coluna re- 
presentam as porcentagens aproximadas de setores 
translicidos no endosperma: Ms 0 = 0%, 0% < Ms 1 
< 15%; 15% < Ms 2 < 50%; 50% < Ms 3 < 85%; 85% < Ms 
7 < 100%; Ms 5 = 100%. 
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Amostras de endospermas de cada classe fenotípica foram constituídas de se- 
mentes de uma ou mais espigas autopolinizadas. Para facilitar a dissecação, as se- 
mentes foram embebidas n'água durante um período máximo de duas horas, pro- 
cedendo-se, então, à separação do germe, com o auxílio de bisturi cirúrgico. De- 
pois disso, as sementes desgerminadas foram secadas em um secador de ventila- 
ção forçada. Os teores de proteínas do endosperma com pericarpo foram deter- 
minados pelo método semimicro Kjeldahl (2) e os teores de lisina pelo método 
colorimétrico do TNBS (ácido trinitrobenzeno sulfônico), descrito por ESTEVÃO 
et alii (4). 

3. RESULTADOS E DISCUSSAO 

As plantas 77-1 e 77-2, listadas no Quadro 1, provém de sementes M3 translaci- 
das produzidas numa espiga que não segregou mosaico e descendem de uma 
semente M) não tratada com EMS. Por isso, parece mais plausivel supor que os 
fatores responsaveis pelo mosaicismo estivessem latentes na variedade, manifes- 
tando-se independentemente da acdo do EMS. Todas as demais plantas origina- 
ram-se de sementes M3 translicidas produzidas em espigas M2 que segregaram 
mosaico e descendem de outra semente M1 que foi tratada com EMS. Como se- 
mentes completamente translicidas originaram plantas que segregaram mosaico, 
é possivel que a translucidez, nessas sementes, represente um extremo do mosai- 
cismo. A formação de setores opacos pode ter sido retardada, a ponto de o endos- 
perma ser totalmente translicido, mesmo tendo requisitos genéticos para o 
mosaicismo. Então, justifica-se o agrupamento de endospermas mosaicos e trans- 
lucidos na mesma classe fenotipica. As plantas 98-1, 99-2, 100-1 e 101-2 (Quadro 1) e 
1-1, 5-7 e 10-9 (Quadro 2) não segregaram opaco por autopolinizacao, mas apenas 
mosaicos. Isso sugere homozigose para o sistema genético que condiciona o mo- 
saicismo. Todavia, as espigas da linhagem opaco-2 polinizadas por essas plantas 
segree~ram endospermas mosaicos e opacos (Quadros 1 e 3). Além disso, as plan- 
tas 100-1 (Quadro 1), 1-1 e 7-5 (Quadro 3) foram cruzadas, duas vezes cada uma, 
com a linhagem opaco-2, utilizada como fémea, produzindo resultados divergen- 
tes. Os resultados, aparentemente discrepantes, sugerem que os extremos do mo- 
saicismo vão desde sementes totalmente opacas até as de fendtipos comple- 
tamente translicidos, provavelmente como conseqiiéncia do retardamento na for- 
mação de setores translicidos ou opacos, respectivamente. Portanto, a expressivi- 
dade e penetrancia do mosaicismo nao são constantes, embora ainda nao sejam 
conhecidos os fatores que causam essa variação. 

Os endospermas  translucidos, produzidos por cinco plantas do Quadro 1, 
apresentaram teores de lisina e lisina na proteina inferiores aos de endospermas 
uniformemente opacos da variedade ‘Opaco-2 Colombiano’ (Quadro 4). Apenas 
uma dessas plantas produziu endosperma translicido com teor de proteina infe- 
rior ao do controle. Parece, então, que a translucidez obtida com o sistema gené- 
tico condicionador do mosaicismo néo é promissora para a eliminagéo dos efeitos 
adversos do alelo 02. Como se pode notar no Quadro 5, os teores de lisina e lisina 
na proteina diminuem a medida que aumenta a extensao dos setores translicidos 
em endospermas mosaicos. O alelo 02 aumenta o teor de lisina (6, 14) e, de acordo 
com BARBOSA e GLOVER (1), a maioria dos estudos indica que ele causa uma 
redução do teor de proteina no endosperma. A tendéncia ao fen6tipo normal e a 
segregação de mosaicos em cruzamentos com opaco-2 (Quadros 1 e 3) constituem 
evidéncias de que o «locus» 02 está relacionado com o mosaicismo. 

Os cruzamentos com a linhagem de endosperma normal produziram apenas
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QUADRO 4 - Teores de lisina (L), proteína (P) e lisina na 
proteína (L/P) em endospermas translucidos!/, pro- 
duzidos em espigas de plantas M3 autopolinizadas 
que segregaram mosaico 

Planta [ %P % L/P 

77-1 0,133 9,09 1,46 
77-2 0;136 11,45 1,19 
92-3 0,140 7,63 1,83 
92-4 0.128 7,89 1,62 
96-1 0,125 863 1,45 

opaco-2%/ & 0,237 7,78 3,09 
s +0.033 2 1,44 £ 0170 

1/ Endospermas _completamente transliicidos, correspondentes à 
classe fenotipica Ms 5. 

2/ Controle constituido pelas médias das médias de amostras de 
endospermas opaco-2 de plantas da variedade 'Opaco-2 Co- 
lombiano' . 

graos translicidos. Desde que o «locus» 02 está relacionado com o mosaicismo, es- 

se resultado seria esperado, pois o alelo normal O2 não esta sujeito a instabilida- 
de. Assim, o heterozigoto deve exibir fenétipo normal. 

A existéncia de endospermas com manchas translucidas, sobre tecido opaco, 

inviabiliza qualquer hipétese explicativa do mosaicismo que admita inibidor do 

alelo 02 com atividade estavel. Elementos controladores podem ser responsaveis 

pelo mosaicismo detectado por LEITE (7). Entretanto, os testes com os alelos 

wxm-1 e wam-8, testadores de Ac e Spm, respectivamente (10, 11, 15), foram nega- 
tivos. Nenhum dos endospermas de sementes F2, nos dois testes, apresentou mo- 

saicismo normal/«waxy~. Similarmente, os elementos controladores Ac e Spm nao 
estdo relacionados com o mosaicismo estudado por LORENZONI et alii (8). 

Por outro lado, pode-se postular que elementos controladores desconhecidos 
estao presentes na variedade ‘Opaco-2 Colombiano’. Para um sistema autéonomo, 
o elemento controlador estaria associado ao alelo normal Og, resultando num ale- 
lo mutavel ou instavel (02). Nesse caso, as segregacoes Ms + Tr: Op seriam espe- 

radas nas proporcdes 3:1 e 1:1, respectivamente, em autopolinizagoes e cruzamen- 
tos com opaco-2 de plantas heterozigéticas (02/02™). Para o sistema não autono- 
mo, as proporções esperadas, para o caso de independéncia entre o alelo 02 insta- 

vel e o elemento regulador, seriam 9:7 e 1:3, respectivamente, em cruzamentos 

com opaco-2 e autopolinizagdes de plantas heterozigéticas para o alelo opaco-2 

instavel e para o regulador. Plantas homozigdticas para os elementos controlado- 

res deveriam produzir apenas sementes mosaicas, tanto em autopolinizagoes 

quanto em cruzamentos com opaco-2, pois, quando o alelo 02" tivesse sua ativi- 

dade liberada, o alelo normal resultante seria dominante sobre o alelo 02 padréo. 
Embora os resultados, de modo geral, não estejam de acordo, estatisticamente, 
com as proporções esperadas para sistema auténomo ou de dois elementos, deve- 

se considerar que a instabilidade na expressao fenotipica, que leva, inclusive, aos 

extremos do mosaicismo, dificulta a analise estatistica baseada em proporcoes es- 

peradas. Além disso, para o sistema nao auténomo, não se poderiam calcular as 

proporções esperadas se houvesse ligacao entre o elemento regulador e o «locus»
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02 afetado, uma vez que nao se conhece a distancia entre eles. Por outro lado, as 

indicagdes de que a expressividade e a penetrancia do mosaicismo sao inconsis- 

tentes sugerem, fortemente, o envolvimento de elementos controladores no mosai- 

cismo. 
As plantas 91-1 e 92-1 (Quadro 1) são provenientes de sementes completamen- 

te translucidas produzidas em espigas que segregaram mosaico. No entanto, essas 
plantas não segregaram mosaico por autopolinizacdo, nem em cruzamentos com 
opaco-2, mas produziram opaco modificado. Alterações de estado ou fase, como as 
que ocorrem com os elemeritos Ac-Ds e Spm (9, 10, 11, 12, 13), poderiam explicar a 
estabilizagao do fen6tipo opaco. 

4. RESUMO 

Em experimento anterior, sementes de milho da variedade ‘Opaco-2 Colom- 

biano’, uniformente opacas, foram tratadas com o mutagénio alquilante etil-meta- 

nossulfonato (EMS). Na geração de sementes M3, manifestou-se um mosaicismo 
normal/opaco no endosperma de algumas sementes. Neste trabalho, objetivou-se 
a determinacao das causas e do comportamento genético desse mosaicismo. 

‘O mosaicismo manifestou-se independentemente da ação do EMS. O sistema 

genético condicionador do mosaicismo pode estar presente em endospermas com- 
pletamente translicidos ou uniformemente opacos. O envolvimento do «locus» 02 
foi evidenciado pela producao de mosaicos em cruzamentos de plantas originarias 

de sementes M3 mosaicas com plantas opaco-2. Outra evidéncia foi a tendéncia ao 
fenétipo normal dos valores de lisina, proteina e lisina na proteina, à medida que 

aumentou a extensao dos setores translucidos no endosperma. Os resultados indi- 

cam que a expressividade e a penetrancia do mosaicismo sofrem variacées. Os 

testes para atividade dos elementos controladores Ac e Spm com os alelos testa- 
dores wa™-1 e wx™M-8, respectivamente, foram negativos. Foi sugerido que ele- 
mentos controladores desconhecidos sao responsaveis pelo mosaicismo, mas nao 

foi possivel determinar se pertencem ao sistema auténomo ou ao sistema de dois 

elementos. 

5. SUMMARY 

In a previous experiment, seeds of the opaque-2 maize variety «Opaco-2 Co- 

lombiano» were treated with the mutagenic agent ethyl methanesulfonate (EMS). 
In the M3 seed generation a normal/opaque mosaicism occured in the endosperm 
of some seeds. The objective of the present work was to determine the cause and 

genetic behavior of this mosaicism. 
The occurrence of the mosaicism was independent of the mutagenic EMS. The 

genetic system responsible for it may be present in completely vitreous or opaque 

endosperms. The action of the opague-2 locus was evidenced by the production of 

mosaic endosperm seeds upon crossings between plants derived from M3 mosaic 

seeds with plants derived from opaque-2 seeds. Another evidence was the 
tendency toward the normal values for lysine, protein and lysine as percent of 

protein, as the vitreous areas of the endosperm increased. The results indicate 
that the expressivity and penetrance of the mosaicism vary. Tests for the activity 
of the controlling elements Ac and Spm were negative. It is suggested that 

unknown controlling elements are responsible for the mosaicism, but it was not 

possible to determine whether they belong to the autonomous or to the two-ele- 

ment system.
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