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1. INTRODUCAO

Varios pesquisadores (2, 16, 17, 18, 25) tentaram, sem sucesso, eliminar os efeitos
adversos do gene o2 (opaco.2), mediante a sele¢ao de endospermas homozigoticos
020202, porém com aspecto semelhante ao do milho normal. Nesses trabalhos veri-
ficou-se que, 24 medida que a aparéncia do endosperma opaco-2 foi melhorada, isto é,
modificada para vitrea, o teor de lisina diminuiu. Com base nesses resultados,
LEITE e BARBOSA (15) utilizaram, embora também sem sucesso, 0 mutagénico
etil-metanossulfonato na tentativa de induzir mutac¢ao que conferisse ao endosper-
ma opaco-2 o aspecto normal.

A inducao de mutacio por radiacao gama tem contribuido para a solugao de
problemas especificos em varias culturas (13, 19, 20), além de produzir consideravel
variabilidade genética (9, 23, 24). Com este trabalho, objetivou-se: (a) avaliar os
efeitos de diferentes doses da radiacdo gama sobre plantas e sementes de milho
opaco-2 nas geraces R, R2 e R3 e (b) tentar induzir mutacao que modificasse o
aspecto do endosperma opacc-2 para normal, vitreo.

1 parte da tese apresentada a Universidade Federal de Vigosa, pelo primeiro au-
tor, como uma das exigéncias para a obtencao do grau de Magister Scien-
tiae.
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2. MATERIAL E METODOS

Seis grupos de 360 sementes da linhagem de milho de endosperma amarelo
‘183 opaco-2’, com 11% de umidade, foram irradiados com 0 (controle), 5, 10, 15,20 e 25
Krads de radia¢éo gama, provenientes de uma fonte de 60Co, modelo RL-60, que
fornecia dose de 4 Krads/hora, pertencente ao Departamento de Biologia Geral da
U.F.V. As sementes irradiadas foram plantadas, no mesmo dia, no campo experi-
mental do Setor de Genética, de acordo com o delineamento experimental em blocos
a0 acaso, com 6 repeticdes. Cada parcela constava de duas fileiras de 5,0 m de com-
primento cada uma. O espacamento utilizado foi de 1,0 m entre fileiras e de 0,5m
entre plantas, dentro da fileira, colocando-se 3 sementes por cova. O desbaste foi
feito de modo que ficassem dez plantas por fileira, no maximo, eliminando-se a
primeira ou as duas primeiras de cada cova, independentemente do aspecto da
planta. Entretanto, na presenca de falha (s), deixaram-se até duas plantas por cova, a
titulo de compensacao. Todas as plantas foram autopolinizadas.

Foram feitas anotagdes relativas a niumero de plantas aos 20, aos 40 e aos 60 dias:
altura de plantas apos a polinizacao; ocorréncia de variantes clorofilianos; ocor-
réncia de variantes morfolégicos e ocorréncia de sementes com endosperma de
aspecto normal, vitreo.

As 174 espigas R sadias colhidas nessa primeira geracio foram debulhadas
manualmente e suas sementes foram analisadas para determinar a ocorréncia de
endosperma de aspecto vitreo. Graos com endosperma de aspecto normal ou quase
normal, oriundos de uma mesma espiga, foram plantados numa mesma fileira.
As plantas obtidas foram autopolinizadas e suas sementes classificadas de acordo
com 0 padrao do endosperma.

Para obtenciao da segunda geracao foram plantadas 30 sementes de cada uma
das 174 espigas Rjem fileiras de 5,0 m de comprimento (3 sementes/cova), com espa-
camento de 1 m uma da outra e de 50 cm entre covas. Os critérios utilizados na
conducio do experimento e na coleta de dados foram os mesmos do primeiro plan-
tio; entretanto, para facilitar o controle das plantas, o desbaste foi feito de modo que
ficasse apenas uma planta por cova.

Todas as 820 espigas Rg, sadias, obtidas nas segunda geracio, foram submeti-
das a uma analise visual, visando a identificacao de espigas tidas como parcial-
mente estéreis. Cada espiga foi debulhada manualmente e suas sementes exami-
nadas, coletando-se dados sobre ocorréncia de endosperma defeituoso, endos-
perma vitreo, mosaicismo e endosperma opaco modificado.

Utilizou-se a metodologia proposta por Briggs (5, 6), com a finalidade de
determinar a freqiiéncia de mutagéo nas geragoes R1 e R3.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dadosrelativos aos efeitos das doses de radiacao gama sobre o nimero médio
de plantas por parcela e sobre a altura média de plantas na geracdo R] encon-
tram-se no Quadro 1. Verificou-se reducao no nimero de plantas aos 40 e 60 dias e
na altura média de plantas com o aumento das doses de radia¢do gama. Contudo,
diferencas significativas, em relacdo ao controle, foram encontradas somente para
25 Krads e a partir de 20, 15 e 10 Krads, para numero de plantas aos 20, 40 e 60
dias e altura de plantas, respectivamente. Resultados como esses si0 atribuidos
por GAUL (11) aos danos fisiologicos induzidos pelo mutagénico, que incluem, pro-
vavelmente, alteracdes cromossémicas e extracromossémicas. Segundo esse mes-
mo autor, o aumento das doses dos mutagénicos fisicos determina uma reducao
na altura de plantula e na sobrevivéncia, decréscimo descrito por uma curva
sigmoide.

Os efeitos das doses de radiacio gama sobre o niimero de variantes clorofilianos
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e morfologicos e sobre o numero de variantes que afetam os 6rgios reprodutores,
com as respectivas percentagens de ocorréncia na geragao R], encontram-se no
Quadro 2. Todas as alteracoes clorofilianas observadas na geracao R foram agrupa-
das sob a designacéo de «variantes clorofilianos» e incluem planta (s) com folhas lis-
tradas, folha superior com listra amarela, folhas verde-claras, deficiéncia de clorofila
nas folhas terminais e folha superior com coloragao amarelo-clara na base. Entre os
variantes elorofilianos descritos, predominam os que tém listras nas folhas. Contu-
do, muitos dos variantes clorofilianos apresentaram apenas uma ou duas listras
numa tnica folha. O numero e a percentagem de variantes clorofilianos, aos 40 dias,
sd0 bem pequenos e representados apenas por duas plantas. Entretanto, foi maior a
ocorréncia de variantes clorofilianos aos 60 dias. A auséncia de variantes clorofi-
lianos para a dose de 25 Krads foi, provavelmente, consequeéncia de danos fisiolo-
gicos mais acentuados, que impediram a recuperacao das plantas atingidas. De
acordo com varios autores, citados por ERIKSSON e LINDGREN (10), a ocorrén-
cia de listras e manchas nas folhas pode estar mais estreitamente correlacionada
com a mutacio génica do que a reducéo no crescimento ou letalidade de plantas.

Todas as modificacoes morfologicas identificadas na geracao R1 foram agru-
padas sob a designacio de <variantes morfolégicos». Verifica-se, pelo Quadro 2,
que o aumento da dose de radiacdo gama determinou elevacao da percentagem
de variantes morfologicos. Essa percentagem também aumentou de acordo com 0
estadio de desenvolvimento da planta. Esses resultados, provavelmente, sao tam-
bém produzidos por danos fisiolégicos determinados pelo mutagénico.

O numero de variantes que afetam os ¢rgios reprodutores (Quadro 2) inclui
planta (s) com auséncia de pendao, com pendao rudimentar e estéril, com pendao
parcialmente estéril, com espiga e pendao fundidos no lugar do pendao normal e
com sementes no pendao. A percentagem de variantes que afetam os Orgaos re-
produtores aumentou de acordo com a dose de radia¢ao gama aplicada. Entretan-
to, verificou-se a ocorréncia de pendao rudimentar e estéril e de sementes no pen-
dao de plantas do controle. Isso indica a existéncia de variabilidade genética na
linhagem utilizada. De fato, foi notada alguma variacao fenotipica na planta, na
coloracao das sementes e no aspecto dos endospermas provenientes de sementes
néo tratadas. Com relacao aos variantes induzidos, foram possivelmente determi-
nados por danos fisiolégicos do mutagénico.

Dados sobre a influéncia de diferentes doses de radiacao gama sobre as fre-
giiéncias de espigas com endosperma defeituoso, esterilidade e sementes com en-
dosperma normal, vitreo, encontram-se no Quadro 3. Verificou-se maior freqién-
cia de espigas com endosperma defeituoso com todas as dosagens, em relacao ao
controle, indicando, claramente, que a radia¢cao gama induz mutacao para essa
caracteristica. Entretanto, essa freqiéncia niao apresentou tendéncia crescente,
conforme as doses utilizadas. A morte ou eliminacao de células iniciais muta-
das, que se verifica com altas dosagens de radiagao, como proposto por Gaul, cita-
do por ANDO (1), o aumento de esterilidade, causada por aberragoes cromos-
soémicas, verificado por Matsuo et alii, citados por esse mesmo autor, ou o des-
baste indiscriminado de plantas durante a condugéo do experimento poderiam
explicar esses resultados. Contudo, a percentagem dessas espigas no controle foi
relativamente elevada, em conseqiiéncia, provavelmente, da variabilidade genéti-
ca na linhagem ou dificuldades de classificacao.

O aumento da percentagem de esterilidade (Quadro 3) ndo apresentou ten-
déncia crescente, conforme o aumento das doses de radiacao gama utilizadas. En-
tretanto, as percentagens de esterilidade, em relacao ao controle, indicam inducgao
de mutacéo para essa caracteristica. A explicacdo para esses resultados € a mes-
ma do caso anterior. Translocagoes e deficiéncias induzidas por radiagao na gera-
¢ao R sdo as principais causas da esterilidade (12). Gaul e Mittelstenscheid, cita-
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dos por GAUL (12), apresentam evidéncias de que essa esterilidade é transferida
para as geragdes seguintes. Variabilidade genética ou dificuldades na classifica-
¢do, possivelmente, foram os fatores responsaveis pela ocorréncia de esterilidade

no controle.
No Quadro 3 encontram-se também dados relativos ao nimero e a percenta-

gem de ocorréncia de espigas com pelo menos uma semente com endosperma nor-
mal, vitreo. A analise visual das sementes nio foi suficiente para identificar possi-
veis contaminac¢des por pdlen estranho, tendo em vista que a linhagem utilizada
neste experimento apresentava endosperma amarelo. A ocorréncia de sementes
normais amarelas no controle é, provavelmente, resultante de variabilidade gené-
tica na linhagem e/ou de contaminagdes. E importante citar que em plantas do
controle foram identificadas espigas segregantes com sementes de totalmente
normais a completamente opacas. Embora a percentagem de mutagao para o tra-
tamento com 25 Krads seja de 100% na geracao R, esse valor refere-se a uma tini-
ca espiga com sementes normais. Os resultados obtidos nao indicam que a radia-
cao gama esteja induzindo mutacdo que modifique o fendtipo das sementes de
opaco para normal, vitreo. Contudo, é possivel que haja sementes com endosper-
ma vitreo em consequéncia da radiacgao.

Sementes normais ou quase normais foram obtidas de seis espigas R1. As se-
mentes R3 provenientes de duas dessas espigas eram todas uniformente opacas.
Isso niao era esperado e indica que mecanismos ainda nio conhecidos podem mo-
dificar a expressao fenotipica do gene opaco-2. As quatro espigas restantes apre-
sentaram segregacdo acentuada, com sementes uniformemente opacas, opacas
modificadas, mosaicas e normais, embora nem sempre todas essas classes estives-
sem presentes numa mesma espiga.

Dados relativos a influéncia de diferentes doses de radiacdo gama sobre o nua-
mero e percentagem de mutantes clorofilianos e morfologicos encontram-se no
Quadro 4. Essas duas classes compreendem plantas com folhas listradas, plantas
albinas e plantas verde-amareladas; plantas perfilhadas, plantas com folhas mais
largas que o normal, plantas com folhas largas e de menor comprimento, planta
ana, com internédios curtos, plantas pequenas e com folhas estreitas e pequenas,
plantas com folhas irregulares e enroladas e plantas pouco desenvolvidas, com fo-
lhas estreitas e longas, respectivamente.

O mutante clorofiliano identificado no controle apresenta listra amarela em
uma unica folha, possivelmente em conseqiéncia de mutacdo espontanea na li-
nhagem. Os dois mutantes clorofilianos restantes, para o levantamento referente
aos 25 dias, compreendem plantas albinas e plantas verde-amareladas. Embora
nenhuma analise citologica tenha sido realizada, é provavel que aberracoes cro-
mossonicas estejam envolvidas na sua origem. Ha evidéncia de que as mutacoes
induzidas no milho pela radiacdo gama sejam provenientes, principalmente, de
aberragdes cromossomicas (3, 7, 8, 14, 21). Segundo SINGLETON (22), pelo menos
99% dos mutantes induzidos por radiagao em milho, durante 15 anos de pesquisa
no Laboratorio Brookhaven e na Blandy Experimental Farm, Estados Unidos,
eram de natureza cromossomica e deletéria. A diferenca na percentagem de mu-
tantes clorofilianos dos 25 para os 45 dias deve-se &4 morte ou recuperacao de plan-
tas e a identificacdao de outro mutante nas observagoes feitas aos 45 dias. Os da-
dos obtidos até os 25 dias indicam que a radiacdo gama talvez esteja aumentando
a percentagem de mutantes morfolégicos. Entretanto, ndo ha evidéncia de que
isso tenha ocorrido aos 45 dias, exceto quando foram utilizados 20 Krads de radia-
cdo gama. A diferenca entre as percentagens de mutantes morfolégicos aos 25 e
aos 45 dias deve-se, provavelmente, 4 morte natural de plantas e ao aparecimento
de novos mutantes nesse periodo. Variabilidade genética na linhagem ou efeitos
do ambiente sao, provavelmente, as causas das percentagens relativamente eleva-
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das de mutantes morfoldgicos nas plantas do controle. Como o0s dados coletados
foram obtidos de plantas Rg individuais, é possivel que alguns dos supostos mu-
tantes morfolégicos dos tratamentos sejam, na realidade, consequéncia de efeitos
do ambiente. O ideal seria plantar as sementes das plantas selecionadas por mais
uma geracao, para verificar se as caracteristicas sob sele¢iao se manifestam. Nesse
caso, as novas observagoes seriam feitas tomando por base progénies, e nao plan-
tas individuais, descartando-se, assim, o efeito do ambiente. Consideracoes dessa
natureza foram feitas por VEIGA el alii (26).

A faixa de radiacdao gama recomendada para indu¢do de mutag¢ao no material
experimental utilizado, possivelmente, encontra-se entre 5 e 20 Krads. Entretanto,
convém ter em mente gue diferentes gendtipos podem apresentar respostas dife-
rentes a tratamentos com agentes mutagénicos (4).

4. RESUMO E CONCLUSOES

Sementes de milho da linhagem ‘183 opaco 2’ foram submetidas a seis diferen-
tes doses de radiacao gama (0, 5, 10, 15, 20 e 25 Krads), com 0s seguintes objetivos:
(a) avaliar os efeitos de diferentes doses de radiacao gama sobre plantas e semen-
tes de milho opaco-2 e (b) tentar induzir mutac¢ées que modificassem o aspecto do
endosperma para normal, vitreo.

O aumento das doses de radiacdo gama causou reduc¢ao no niumero e da altu-

ra média de plantas e afetou severamente o fenétipo das plantas Rj.
A freqiiéncia de espigas com sementes que apresentavam endosperma defei-

tuoso, bem como a percentagem de esterilidade, foi maior nas progénies de semen-
tes tratadas, em comparacio com o controle. Entretanto, essas caracteristicas nao
foram influenciadas em intensidade proporcional as dosagens de radiacao.

Nio houve indicacao de que o aspecto opaco do endosperma tivesse sido mo-
dificado para normal, vitreo, em conseqiiéncia das radiacoes. Entretanto, é clara a
evidéncia de que ha sistemas genéticos desconhecidos capazes de modificar mar-
cadamente a expressao do gene opaco-2.

Na linhagem utilizada, a dosagem de radiacao gama recomendada para indu-
¢éo de mutacgio encontra-se na faixa de 5 a 20 Krads.

5. SUMMARY

Seeds of the maize inbred ‘183 opaque-2’ were treated with 0 (control), 5, 10, 15,
20 and 25 Krads of gamma rays with the following objectives: (a) to evaluate the
effects of different doses of seed irradiation on plants and seeds of opague-2 maize,
and, (b) to attempt to induce mutations which modify the opaque endosperm
phenotype to vitreous, translucent.

In general, the increase in radiation dose caused reduction in number and
height of plants and severely affected the plant phenotype. The frequency of ears
with defective endosperm seeds and of ears exhibiting sterility increased with
increased doses of radiation.

There was no evidence that gamma rays induced mutation to vitreous
endosperm. There seemed to exist modifier genes segregating in the material used
which severely affected the function of the opague-2 gene. These modifiers were
probably mainly responsible for the occurrence of seeds with vitreous endosperm
on ears derived from treated as well as from untreated seeds. Contamination by
stray pollen should not be discounted.

The dosage of gamma rays for mutation induction in the material used is in

the range of 5 to 20 Krads.
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