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1. INTRODUCAO

Em milho, blocos de heterocromatina sdo encontrados em diferentes regices
dos cromossomos: adjacentes ao centromero (heterocromatina céntrica), na regido
organizadora do nucléolo (heterocromatina do NOR) e em 23 sitios diferentes
(knobs heterocromaticos). A heterocromatina ¢, também, o maior componente do
Cromossomo supernumerério, ou B, encontrado em algumas racas de milho
).

Os elementos heterocromaticos, em milho, sio responsaveis por (ou partici-
pam de) uma série de efeitos citogenéticos nio usuais. O cromossomo 10 anormal
(K10), que apresenta um segmento extra de heterocromatina na parte distal do
braco longo, estd envolvido nos processos de segregacio preferencial durante a
megasporogénese (4), na formacao de neocentromero (6) e no aumento da percen-
tagem de recombinagéo em regides de heterocromatina centromérica (1). Para as
aberracdes cromossémicas estruturais heterozigotas, o aumento na freqléncia de
recombinagées ocorre em segmentos cromossémicos eucrométicos.

O cromossomo B, altamente heterocromatico, na segunda divisdo pés-meioti-
ca da microsporogénese, sofre nio-disjuncéo e interage com os knobs, provocando
replicacéo tardia destes e causando o fenémeno de quebra cromossomica (7, 8).
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Além disso, é responsavel pela mudanga na distribuicao da freqiiéncia de
«crossing over» ao longo dos cromossomos, ocasionando seu aumento maior na re-
giao da heterocromatina céntrica (2, 7).

NEL (2) e RHOADES (5) observaram diferencas na percentagem de recombi-
nacao entre os sexos, na presenga do cromossomo B e knob, com e sem K10, tanto
para o progenitor masculino quanto para o feminino, verificando aumento maior
na inflorescéncia masculina.

Tendo em vista a diversidade de tipos de heterocromatina encontrados em
milho e o relativamente pequeno conhecimento de seus efeitos, torna-se importan-
te a condugio de novas pesquisas, visando a elucidar as implicacdes e interacoes
dos diversos elementos heterocromaticos.

Este trabalho teve o objetivo de estudar o efeito causado pelo cromossomo B,
knob, sexo e cromossomo 10 anormal sobre a percentagem de recombinag¢ao entre
os genes C e Wz, no cromossomo 9 de milho.

2. MATERIAL E METODOS

A percentagem de recombinacéo entre C e Wz foi determinada, para micros-
porogénese e megasporogénese, em plantas com knob, no cromossomo 9, de ta-
manho relativo grande (KL) e pequeno (KS), na presenca (K10) e auséncia (N10)
do cromossomo 10 anormal e com niimero diferente de cromossomos B.

KL ¢ wx _

Foram cruzadas plantas de constituicao - + N10/N10 + B's com plan-

k C wx WX

_q_ + K10/K10, obtendo-se plantas heterozigotas para o knob, de tama-

k Cwx
nho grande/sem knob (KL/k), e para o cromossomo 10 (K10/N10), e com B’s. Essas
KS ¢ Wx
plantas foram cruzadas com plantas de constituicdo ——— + N10/N10, prove-
wd* ¢ Wx
Ks -4 wd ¢ Wx
nientes do cruzamento entre _cW_ + N10/N10 e——— + N10/N10 + cro-
KS ¢ Wx wd c Wx

mossomo em anel. As plantas resultantes, heterozigotas para constituicdo de
knob e para os genes ligados C/c e Wr/wz, segregaram para presenca ou ausencia
do cromossomo K10 e para numeros diferentes de cromossomos B. Essas plantas
foram cruzadas, como progenitor masculino e feminino, em cruzamentos recipro-
cos, efetuados aos pares, com plantas testadoras recessivas, c-wx, visando a
determinacdo da percentagem de recombinacio entre 0s genes C e Wx, através da
classificacao dos tipos de sementes, com relacido as duas caracteristicas anali-
sadas.

Foram utilizadas somente as espigas que tinham os pares provenientes do
cruzamento reciproco, para estudar a diferenca entre os sexos, com relacio 4 per-
centagem de recombinacao. De cada espiga, foram contadas as sementes colori-
das (C) e com aleurona sem pigmentagao (c). Posteriormente, essas sementes rece-
beram um pequeno corte, com gilete, no topo do endosperma, para serem coradas
com I2-KI, visando determinar o tipo de endosperma: se amildceo (Wz), produziria
cor azul, se cera (wx), a coloragio seria vermelha.

#;pd — Deficiéncia terminal no cromossomo 9, que produz plantula branca, condi-
¢ao letal.
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Para identificar a constitui¢cao do knob e a presenca ou auséncia dos eromos-
somos 10 e B, procedeu-se a andlise citolégica das inflorescéncias masculinas, pela
técnica do esmagamento, realizando observagoes na meiose, na fase paquiteno.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes ao efeito do niimero de cromossomos B sobre a percenta-
gem de recombinacao entre os genes C e Wz, na inflorescéncia masculina e femini-
na de plantas com knob de constituicdo KS/k, no cromossomo 9, encontram-se no
Quadro 1. Para knob KS/k, foram encontradas plantas com zero, um e dois cro-
mossomos B. De dez plantas analisadas, trés ndo apresentavam cromossomo B,
duas tinham um cromossomo B e cinco tinham dois cromossomos B.

QUADRO 1 — Influéncia do nimero de cromossos B sobre a percentagem de
recombinacdo entre os genes C e Wz, na inflorescéncia masculina
e feminina, em plantas de constituigdo Ksrl;

N.° de sementes

% de recombinacio
quando C wx/c WX foi

Node N.2de pls_mtas C-Wx Diferenca b
B's e de espigas

3 ? 3-9 3 9
0 3 38,82 27,44 11,38 703 507
1 2 31,96 34,42 —2,46 466 479
2 5 36,34 33,26 3,08 1.135 1.271

Na auséncia do cromossomo B (zero B), a percentagem de recombinacao foi
maior na parte masculina da planta. Na presenca do cromossomo B, a diferenca
entre os sexos (% de recombinacdo na parte masculina — % na parte feminina) foi
reduzida. Com um cromossomo B, a diferen¢a na percentagem de recombinacéao
foi de 2,46%, a favor do progenitor feminino; com dois cromossomos B, a diferenca
foi de 3,08%, mas o progenitor masculino apresentou percentagem maior.

RHOADES (5), interpretando dados de Kikudome sobre percentagem de recom-
binacao entre os sexos, nas regides Yg2 - Sh e Bz - Wz, do brago curto do cromos-
somo 9, em plantas de constituicdo KL/KS, com nimero de cromossomos B va-
riando de zero a cinco, também encontrou resultados concordantes com os deste
trabalho. NEL (2) observou aumento na freqiiéncia de «Crossing over» na regiso
Wz - Gl do cromossomo 9, adjacente ao centrémero, em plantas de constituicao
k/k, na presenca de até quatro cromossomos B, tendo o aumento maior sido verifi-
cado na inflorescéncia masculina. Contudo, nas regides distais do cromossomo 9,
C - Sh e Sh - Wz, o pesquisador observou que os cromossomos B tiveram pegueno
efeito sobre a percentagem de recombinagio entre os genes Sh e Wz, aumentan-
do-a na inflorescéncia feminina, mas nao a influenciaram na regiso C - Sh. Portan-
to, aumento significativo na percentagem de recombinacio, no cromossomo 9,
provocado pela presenca do cromossomo B, foi restrito 4 regiao Wz - Gl, na hetero-
cromatina céntrica. Por outro lado, na regido eucromatica C - Wz, estudada neste
trabalho, os cromossomos B afetaram a percentagem de recombinac¢ao, aumen-
tando-a na inflorescéncia feminina. Esse resultado, discordante do de NEL (2), po-
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de ter sido devido ao fato de as plantas usadas terem sido heterozigotas para o
knob (KS/k), ao passo que Nel utilizou plantas sem knob (k/k).

O efeito do knob de tamanho relativo grande (KL) e pequeno (KS) sobre a per-
centagem de recombinacgdo entre os genes C e Wz, na inflorescéncia masculina e
ferninina, pode ser observado no Quadro 2. Para ambas as constituicoes de knob,
KL/wd e KS/k, a percentagem de recombinagdo foi maior na parte masculina da
planta. Para a constitui¢cdo Kl:/wd, foi obtido apenas um par de espigas, no qual a
percentagem de recombinacéo foi de 28,32% na parte masculina e de 24,72% na
parte feminina. A diferenca de 3,60%, em favor da inflorescéncia masculina, néo
pode ser tomada como dado definitivo, pois, embora 25 plantas tenham gido ana-
lisadas citologicamente, para determinar-lhes a constituicao heterocromatica
(K10, cromossomo B, KL, KS), apenas uma delas apresentava a constitui¢ao
KL/wd, sem o cromossomo B e sem o cromossomo 10 anormal.

QUADRO 2 — Influéncia do knob de tamanho relativo grande (KL) e pequeno
(KS) sobre a percentagem de recombinacdo entre os genes C e
Wz, na inflorescéncia masculina e feminina, em plantas de consti-
tuicao KLjwd e KS/k,

o
% de re binacéo N.° de sementes

N.°de s quando C wx/c Wx foi
m plantas e de i Diflerenca usado como
espigas a ? 3-9
a 9
&ljwd 1 2832 2472 3,60 140 138
K5k 3 38,82 2744 11,38 507 703

Para a constituicao KS/k, foram usadas trés espigas, que mostraram, consis-
tentemente, maior percentagem de recombinagéo na parte masculina.

Resultados ainda mais contrastantes foram obtidos por RHOADES (5), estu-
dando a percentagem de recombinacéo entre C e Wz, em plantas KL/wd. A média
de 12 cruzamentos mostrou 25,48% de recombinacéo na parte masculina da plan-
ta e apenas 9,22% na inflorescéncia feminina. Para plantas sem knob, homozigo-
tas para a pequena deficiéncia wd(wd/wd), a percentagem de recombinacéo dos
dois sexos foi praticamente a mesma, sem diferenca significativa.

Neste trabalho, entre as plantas analisadas citologicamente, apesar de espera-
das, nao foram encontradas plantas sem knob, de constituicdo k/wd, que seriam
utilizadas como testemunhas, para analisar melhor o efeito do knob sobre a per-
centagem de recombinacdo na inflorescéncia masculina e feminina, na regifo C -
Wz.

Conforme pode ser observado no Quadro 3, o K10 induziu aumento na fre-
qiiéncia de recombinacéo, tanto na parte masculina quanto na feminina, embora
o aumento tenha sido bem maior na inflorescéncia feminina. E possivel que o me-
nor aumento verificado na parte masculina tenha sido devido ao fato de a taxa de
«crossing over» ja ter atingido nivel proximo ao limite maximo, na auséncia do
K10. Como consegqiiéncia da indugdo de maior aumento na percentagem de
recombinacéo na parte feminina, a presenca do K10 levou a uma reducao na dife-
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renca entre os sexos. Na auséncia do K10 (N10/N10), a diferenca entre os sexos foi
de 11,38%, ao passo que, Na sua presenca, o valor foi reduzido para 5,42%. Efeito
do K10 sobre a recombinagao foi também observado por KIKUDOME (1), que en-
controu 30% de aumento na regido Wd - Wx, na inflorescéncia feminina, em plan-
tas de constituicdo KS/k, KM/k e KL/k. O K10 também foi responsavel pelo au-
mento na freqiéncia de «crossing over» em regides de heterocromatina céntrica,
para o cromossomo 5 e, em menor grau, para 0 Cromossomo 9%(2), e em regioes
eucromdéticas adjacentes a aberracoes cromossomicas estruturais heterozigotas,
na inflorescéncia masculina e feminina (6). Por outro lado, na regido eucromsitica
C - Wz, o efeito do ecromossomo K10 sobre a recombinacéo ainda ndo tinha sido

estudado.

QUADRO 3 — Influéncia do cromossomo 10 anormal (K10) sobre a percentagem
de recombinacéio entre os genes C e Wz, na inflorescéncia mascu-
lina e feminina, em plantas de constituicdo KS/k.

N.° de sementes
quando C wx/c Wx

Constituicio N.° de plantas % 9¢ recombinacéo ... ..,
C-Wr 3
_ foi usado como

de cromos- e de

somo 10 espigas 3-2
3é 2
d ?
N10/N10 3 3882 2744 11,38 507 703
KI10/N10 5 41,24 3582 542 858 1.486

O Quadro 4 mostra o efeito do cromossomo B, em interagdo com o cromosso-
mo 10 anormal, sobre a percentagem de recombinagao entre os genes C e Wz na

inflorescéncia masculina e feminina, na regido C - Wz, de plantas KS/k. Na ausén-
cia do cromossomo B, a percentagem de recombinacéo foi maior na parte mascu-
lina (41,24%). Na presenc¢a de um ou dois cromossomos B, a percentagem de re-

combinacio foi a mesma, em macho e fémea.

QUADRO 4 — Influéncia do nimero de cromossomos B, na presenca do cromos-
somo 10 anormal (K10), sobre a percentagem de recombinacéo en-
tre os genes C e Wz, na inflorescéncia masculina e feminina, em

plantas de constituigdao KS/k.

— N.° de sementes
- %€ 9 de recombinacéo Diferenca quando C wx/ ¢ Wx

N.0 de lantas
B's s C-Wwr —  foi usado como
e de es- -9
pigas 3 Q 3 °
5 41,24 35,82 5,42 858 1486
1 2 28,12 28,12 0 566 730

2 6 35,32 35,26 0,06 1288 1872
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A interacao dos varios elementos heterocromaticos, atuando diferentemente,
alguns antagonicamente, leva a um equilibrio tal, que, na presenga simultanea de
knob (KS), cromossomo B e cromossomo K10, a percentagem de recombinacao
entre C e Wz na inflorescéncia masculina e feminina é idéntica, ndo havendo, con-
seqiientemente, diferenca entre os sexos. Pelos dados obtidos, pode-se concluir
que o knob (KS) atua, produzindo diferenca entre os sexos (Quadro 4), através da
maior percentagem de recombinacdo na microsporogénese, em relacac a
megasporogénese. Por outro lado, o cromossomo B ou o cromossomo K10, isola-
damente, ocasionam aumento na percentagem de recombinagio na parte femini-
na, levando a reducdo da diferenca entre os sexos. A presenca simultanea dos cro-
mossomos B e K10, somando seus efeitos, faz com que a diferenca entre os sexos
torne-se nula, devido a igualdade dos valores das taxas de recombinag¢ao na inflo-
rescéncia masculina e feminina da planta.

4, RESUMO E CONCLUSOES

Através de cruzamentos apropriados, foi avaliada a percentagem de recom-
binacao, na regiao C - Wz, do cromossomo 9 de milho, durante microsporogénese
e megasporogénese, afetada pelos elementos heterocromaticos: cromossomo B,
knob e cromossomo 10 anormal.

A percentagem de recombinacéo, na regiao C — Wz, do cromossomo 9, hete-
rozigoto para o knob de tamanho pequeno/sem knob (KS/k), na auséncia do cro-
mossomo B, foi maior na parte masculina (38,82%) da planta. Na presenga de um
cromossomo B, a diferenca foi reduzida para 2,41%, a favor do progenitor femini-
no, enquanto com dois cromossomos B a diferenga foi de 3,08%, a favor do pro-
genitor masculino. Desse modo, os cromossomos B reduzem a diferenga de recom-
binacao entre os sexos, produzida pelo knob heterozigoto.

O knob de tamanho relativo grande (KL) também influenciou diferencialmen-
te os sexos, com relacao a percentagem de recombinacao entre C e Wz. No en-
tanto, foi obtida apenas uma planta de constituicao KLjwd, com diferenga, na per-
centagem de recombinacao, de 3,60% a favor da inflorescéncia masculina.

A presenca do cromossomo 10 anormal (K10) ocasionou aumentos na percen-
tagem de recombinacio na regido C-Wxz, tanto para a inflorescéncia masculina
quanto para a feminina, verificando-se aumento maior na parte feminina, o que
reduziu a diferenca entre os sexos.

A interacao do knob heterocromatico com a heterocromatina encontrada nos
cromossomos B e K10, presentes, simultaneamente, na mesma planta, causou
um equilibrio tal, que a percentagem de recombinagao entre C e Wz, na inflores-
céncia masculina e feminina, foi idéntieca.

Conseqiientemente, o efeito do knob sobre a percentagem de recombinacgao
é antagonico ao dos cromossomos B e K10, pois, enquanto o knob induz diferenca
entre os sexos, através da reducio da percentagem de recombinacdo na inflores-
céncia feminina, os cromossomos B e K10 induzem aumento na percentagem de
recombinacao na parte feminina.

5. SUMMARY
(PERCENTAGE OF RECOMBINATION BETWEEN C AND Wz GENES IN
MAIZE (Zea mays L) AS AFFECTED BY SEX, KNOB, B CHROMOSOME
AND ABNORMAL CHROMOSOME 10)

Recombination was studied between C and Wz genes in the short arm of
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chromosome 9 of maize (Zea mays L.) in megasporocytes and microsporocytes as
influenced by heterochromatic elements: knob, B chromosome and abnormal
chromosome 10 (K10). Percentage of recombination for plant heterozygous for
knob/knobless in the male meiocytes (38.82%) was greater than in the female
(27.44%). The sex difference in recombination produced by knob was drastically
reduced in the presence of one or two B chromosome. K 10 induced increases in
recombination for male and female inflorescences. The increase was higher in
female than in male meiocytes and consequently reduced the sex differential
caused by knob heterochromatic. The interaction of heterochromatic elements,
knob, B chromosome and K10, present in the same plant, established an equili-
brium and the percentage of recombination between C and Wz, was the same in
male and female flowers. Thus the effect of knob In recombination is antagonistic
to the effect of B chromosome and K10, knob inducing a sex differential through
a reduction in recombination in female meiocytes while B chromosome and K10
cause an increase in female flowers.
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