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EXTRATO

SOUZA, |sabel Regina Prazeres de, M.S., Universidade Fede-
ral de Vigosa, janeiro de 1988. Analise Genetica da Res-

tauracao da Fertilidade em Milho (Zea mays L.) com Macho-
Esteril idade Citoplasmatica Tipo C. Professor Orientador:
Luiz Sergio Saraiva. Professores Conselheiros: Helio Mo-

- - .
rais Barbosa e Jose Carlos Silva.

Pretendeu-se, nesta pesquisa, determinar o sistema
genico controlador da restauracao da fertilidade de plantas
com macho-esterilidade citoplasmatica do tipo C, em milho.

Foram anal isadas as proporcoes de plantas macho-ferteis (MF)
+ parcialmente ferteis (PF) : macho-estereis (ME) na segre-
gacao da geragao F, e do RC, de hibridos MF e PF, oriundos
dos cruzamentos entre |inhagem com citoplasma normal e |i-
nhagem macho-estéril com citoplasma C. Essas proporgSES mos
traram o envolvimento de tres genes independentes (RF4/rf4,
RFS/PFS e Rfé/rfﬁ) na restauracao da fertilidade. A hipote-
se que melhor se ajustou ao conjunto dos dados indica que a
restauragao da fertilidade do citoplasma C e um caso de in-

teracao genica, com genes complementares e duplicados, em

vii
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que o gene dominante Rf, complementa-se com os dominantes

dupl icados RFS e/ou RFG% Assim, tem-se que o0s genotipos
R j=Rf =RF =, RE ~RF —rf rfc e RF -rf rf RFf - sao ferteis ou
parcialmente ferteis e RF4-rf5rF5rF6rF6, rF4rF4RF5-PF6rF6,
PF4Pf4rf5rf5Rf6—, rF4rﬁfH3-Rf6- e PF4PF4PF5PF5rF6PF6 sao es
tereis. Para a completa restauracao da fertilidade e neces-
saria, alem da complementaridade entre os genes restaurado-
res, a presenga de um complexo genico de modificadores para
cada um desses restauradores, bem como de condigoes ambien-
tes. Os resultados permitiram propor os provaveis genotipos

das seguintes |inhagens: 204ME-C : rf, rf rf rFSRféRfé, 870

445
MF : Rf RF RFRForforfe,  96AMF : RF,RF RFRForforfe,  RF,
RF4Pf5PF5Pf6Ff6 e RF4RF4Rf5pf5pF6pF6_ 0 efeito de dois anos

Isobre a segregaggo dos tipos de pendoes da geraggo F2 mos-
trou que a expressao do grau de fertilidade parcial e influ
enciada pelo genétipo e condigSes ambientes. Tres niveis di
ferentes de adubagao nitrogenada com os totais de 13, 27 e
40 kg de nitrogenio/ha mostraram nao ter nenhum efeito so-
bre a segregaggo dos tipos de pendoes da geraggo F2. A se-
gregagao da geragao F2, resultante da autofecundagao de hi-

bridos PF2 (parcialmente ferteis com, aproximadamente, 20%

de anteras viéveis), oriundos de um mesmo cruzamento, que
apresentaram infciolde Iiberagéo de pélen cedo ou quebra tar
dia da esterilidade mascul ina, nao diferiu com relacao ao
numero de dias apés plantio para inicio da Iiberagao de pé-
len. O nﬁmero de folhas acima e abaixo da primeira espiga
foi determinado em plantas MF e ME, resultantes do RCI de

hibridos MF, PF2 e PF, (parcialmente ferteis com, aproxima-

damente, 60% de anteras viaveis), oriundos de um mesmo cru
zamento. O numero de folhas acima da primeira espiga foi su

perior em plantas ME. Com relagao ao numero de folhas abai-

xo da primeira espiga, nao houve diferengca entre as plantas

MF e ME.



| . INTRODUGAO

A macho-esteril idade citoplasmética foi, primeiramen
te, descrita por RHOADES (48) na decada de 1930. A manifes
taggo dessa esterilidade depende da natureza do citoplasma
e da aggo de genes do nﬁcleo, razao por que o fenomeno da
esterilidade resulta de uma interagao genético—citoplasméti
ca (13, 53, 56).

Em milho, a macho-esterilidade citoplasmatica tem si
do utilizada na produgao de sementes h;bridas, substituindo
o despendoamento mecanico ou manual do progenitor feminino
(3, 4, 12,13, 49). Com isto elimina-se a necessidade de
mao-de-obra antes da dispersao do polen nas fileiras femini
nas, reduzindo, conseqlientemente, o custo de produgSO. Para
a producao de hibridos, o carater macho-esteril e inicial-
mente introduzido no progenitor feminino por meio de suces-
sivos retrocruzamentos, utilizando-se a |inhagem como proge

e £ .
nitor recorrente e efetuando-se a selecao fenotipica.



A linhagem resultante depois de seis geragaes sera
considerada isogenica a |inhagem macho-fertil original, ex-
ceto para o carater em questao (53).

As fontes de citoplasma macho-esteril! em milho podem
ser classificadas em trées grupos principais (T, S e C) por
meio da reagao diferencial da restauragao da fertilidade por

genes nucleares (3, 20, 39).

0 citoplasma T foi, em 1950, o primeiro a ser intro-
duzido nas |inhagens de uso comercial e, apés ser utilizado
durante 20 anos, foi descartado, em 1970, em virtude de se-

vero ataque do fungo Bipolaris maydis raca T (anteriormente

conhecido como Helminthosporium maydis), que causou drasti-

ca redugao nos campos de produggo de milho dos EUA, em de-
correncia da susceptibilidade das plantas portadoras desse
tipo de citoplasma ao fungo (6, 8, 19, 20, 29, 41). No Bra-
sil, também ocorreu essa epifitia, tornando-se necessério,a
partir de entao, utilizar outros tipos de citoplasmas resis
tentes % doenca (6).

Para obter o hibrido atraves de macho-esterilidade, e
necessério que © progenitoE mascul ino contenha genes restau
radores da fertilidade. A restauragao do citoplasma T a ni-
vel esporofftico depende de dois genes restauradores, Rfl e

Rf.,, ambos dominantes e complementares (20, 27, 39). Alem

2!‘
desses genes dominantes, sao necess;rios genes modificado-
res, para assegurar a completa fertilidade (12).
A restauragao do citoplasma S é dependente do gene

restaurador denominado Rf, (12, 58). A restauracao da-se a
nivel gametoFitico, isto é, a constituiggo do gameta deter-
minara o fenétipo em relagao % fertilidade (12).

A heranca da restauragao da fertilidade do citoplas-

ma macho-esteril do grupo C ainda nao foi intensivamente es

tudada, apesar de ser esse tipo de citoplasma amplamente



empregado na produgso de milho hibrido, por apresentar mai-
or estabilidade a variagao do meio ambiente do que o tipo
S. As anal ises do numero de genes envolvidos na restauragao
da fertilidade de plantas com citoplasma C tem apresentado
resultados controvertidos. Com o objetivo principal de de-
terminar o mecanismo genetico controlador da restauracao da
fertil idade em plantas com citoplasma C, realizou-se o pre-

sente trabalho.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Macho-Esterilidade Citoplasmatica

A macho-esterilidade citoplasmatica foi descrita, pe
la primeira vez, por Rhoades, em 1931, em uma variedade de
milho oriunda de Arequipa, no Peru (12, 43, 48), e, apos ser
estudada detalhadamente, tornou-se de grande importancia e-
conomica na produggo de sementes de milho hibrido, por el i=-
minar a necessidade de despendoamento mecanico ou manual do
progenitor feminino (3, 4, 12, 13, 49). A planta incapaz de
produzir ou liberar graos de polen funcionais e denominada
macho-esteril (34, 39).

COCHRAN (8) apontou as seguintes vantagens na utili-
zagao da esterilidade masculina na produgao de sementes hi-
bridas: preservacao da boa qualidade da semente, segurancga
e estabilidade no suprimento de sementes e diminuiggo dos
problemas de manejo envolvidos na produgEO de sementes.

A fonte de citoplasma macho-esteril| denominada Texas

foi isolada, em 1944, na Estaqgo Experimental Agricola do



Texas, por J.S. Rogers, em |linhagem oriunda da variedade
Golden June. Nesse mesmo ano, no Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (USDA), foi isolada por D.F. Jones a fon-
te S em progenie resultante do cruzamento ”lojap” x “Teapod”
(12). A fonte C foi isolada por MATTOS (43), em 1953, na ci
dade de Carazinho-RS, em duas plantas da variedade de milho
duro Charrua.

A fonte de citoplasma macho-estéril tipo Texas foi a
primeira a ser utilizada na producao de sementes de milho
hibrido, tendo sido amplamente usada ate 1970, quando ocor-

reu um severo ataque do fungo Bipolaris maydis, raca T (an-

teriormente conhecido como Helminthosporium maydis), que

ataca, especificamente, esse tipo de citoplasma, causando
. { - - - ~

enormes prejuizos e resultando no retorno a utilizagao do

citoplasma normal e na busca de outras fontes de citoplas-
mas macho-estereis resistentes % referida doenca (6, 8, 19,
20, 29, 41). Essa epifitia, em 1970, provou que o uso quase
exclusivo de uma Unica fonte de CME aumenta a vulnerabilida
de genetica (8, 19, 20, 28, 34).

Phyl lostica maydis e Bipolaris maydis, ambos patége—

nos e suas respectivas toxinas, sao especificamente virulen
tos em plantas com CME-T, causando sintomas de inibigao do
crescimento das raizes de plantulas, clorose foliar e mudan
cas estruturais na mitocondria: inchamento irreversivel, de
sacoplamento da fosforilagao oxidativa e estimulagao ou ini
bicao da respiragao, dependendo do substrato respiratorio
adicionado (9, 21), e, em graos de palen, reduzem a porcen-
tagem de germinagao e quase inibem completamente o crescimen
to do tubo polinico (38). Plantas com citoplasmanormal (N),
CME-C e CME-S somente sao afetadas, quando submetidas a al-

tas concentracoes das toxinas (9, 21).



O citoplasma C, por ser resistente ao fungo Bipolaris
maydis raga T, tornou-se a melhor alternativa a esterilida-
de tipo T, quando da epifitia no ano de 1970. Hoje e ampla-
mente utilizado nos sistemas de obtengao de milho hibrido
(20, 27, 28, 34). Embora seja influenciada pelas condigoes
ambientes, a esterilidade conferida pelo CME-C e mais esta-
vel que a do CME-S (27).

0 maior problema encontrado com o CME-C é a tenden-
cia de as plantas macho-estereis, em certas |inhagens, exi-
birem uma quebra tardia da esterilidade, 5 a 10 dias apos

florescimento feminino (20, 27, 32, 34).

2.2. Macho-Esterilidade Genetica

Vérios genes recessivos (ms) que condicionam a  ma-
cho-esteril idade jé foram identificados, mas a utilizagao
desses genes na produgao de sementes de milho h;brido hao e
considerada viével, porque a manutengSD das plantas com es-
terilidade masculina e obtida pelo seu cruzamento com plan-
tas ferteis heterozigotas (Msms). Na progenie, metade dos
indiv?duOS resultantes é macho—esteril (msms), metade ma-
cho-fertil (Msms), havendo necessidade de que os ultimos se
jam el iminados antes que se inicie a |iberag§o de graos de

polen e haja contaminagao do campo de producao de sementes

(8, 53)-

2.3. Principais Grupos de CME

Originalmente, os principais grupos de CME em milho
foram identificados com base no padrao de restauragao da
fertilidade por genes nucleares (Quadro |). Segundo esse me

todo, as fontes de esterilidade citoplasmatica sao retrocru

zadas com uma serie de |inhagens, aproximadamente seis vezes,



ate obter um padrao de fertil idade, condicionado pelos ge-
nes restauradores do pai recorrente, por meio do qual se-
riam reconhecidos os trés principais grupos de CME: C, S e

T (3, 12, 19).

QUADRO | = Citoplasma§ Macho—Estéreig, Agrupados de acordo
com a Reagao da Restauracao da Fertilidade, se-

gundo GRACEN et alii (20)

Grupo Fonte
T T, P, Q, HA, RS, SC
C C, RB, PR, Bb, ES (Cuarentenos, Italy IB, IR-I, IR-
2: IR—S: P)
S S, CA, F, G, H, I, 1A, J, K, L, LF, M, ME, ML, MY,

PS, R, SD, TA, VG, W
Outros B, CH, D, EP, LF, NT, OY, SG, TC, V

2.4. Genes Restauradores da Fertil idade

Embora seja, primariamente, determinada por fatores
extranucleares, a macho-esterilidade citoplasmética pode
ser suprimida por genes nucleares dominantes, denominados
restauradores da fertilidade (Rf). Assim, nos homozigotosre
cessivos (rfrf), a esterilidade depende somente da natureza
do citoplasma (39, 56). Plantas com CME e apropriados genes
Rf produzem polen funcional e esses genes nao ocasionam ne-
nhuma mudanca herdévei no citoplasma (39).

Para o CME-T, dois genes restauradores, RF! e RFZ,
ambos dominantes e complementares, sao requeridos para res-

tauraggo da fertilidade, que se da a niVel esporofitico (20,



27, 39). 0 gene RFI esta localizado no cromossomo 3(4, 1)
e Rf, no cromossomo 9(4, 54). Alem desses genes dominantes,
sao necessarios genes modificadores para assegurar a comple
ta fertilidade (12). Alguns desses genes Jé foram local iza-
dos nos cromossomos 2, 3, 4, 7, 9 e 10 (2).

A presenca dos genes restauradores Rf, e Rf, reduz a
sensitividade de mitocondrias do CME-T ; toxina produzida
por B. maydis raca T, possivelmente devida a alteracao des-
sas mitocondrias (I, 61).

A restauracao do CME-S depende do gene restaurador
denominado Rf3 (12, 58), o qual esté local izado no cromosso
mo 2 (39). A restauragao da-se a nivel gametofitico, isto
e, a constituigao do gameta determinara o fenotipo em rela-
950 5 fertilidade; portanto, graos de pélen férteis carre-
gam o alelo dominante RFS e os abortados o alelo recessivo
rFS (12). A restauragao do grupo S e mais complexa, visto
que algumas fontes de CME-S parecem necessitar de outros ge
nes restauradores, alem do RF3 (19, 27, 40), ou entao exis-
tem alelos mﬁltiplos desse gene que condicionam pequenas di
ferencas nos efeitos de restauragao (20).

0 citoplasma S apresenta restauraggo parcial da fer-
tilidade com freqliencia, o que limita, de certa forma, o u-
so na produgao de sementes de milho hibrido. A restauragao
da fertilidade é também mais influenciada pelas condigoes
ambientes do que a do citoplasma T (20, 27).

As anélises do n@mero de genes envolvidos na restau-
ragED da fertilidade em plantas macho~estéreis com citoplas
ma do tipo C tem apresentado resultados contraditérios. A
maioria das |inhagens estudadas por KHEYR-POUR e GRACEN (32)
apresentou segregaggo que indicava a presenca de apenas um

gene, o mesmo ocorrendo com os dados de KHEYR-POUR et alii

(33, 34). No entanto, para algumas |inhagens que produziram



progenies parcialmente ferteis, com Iiberagao tardia de po-
len, os resultados foram atribuidos ; ausencia de um segun-
do gene dominante necessario para a completa restauracao da
fertilidade, tambem influenciada por varios genes modifica-
dores e por condigoes ambientes (32).

Segundo JOSEPHSON et alii (27), a restauracgao da fer
tilidade da-se a nivel esporof?tico e, provavelmente, tres
genes dominantes (RF4, RF5 e RF6), diferentes daqueles des
critos para os citoplasmas T e S, estao envolvidos, embora
essa hipétese nao expl ique os resultados para algumas |i-
nhagens por eles estudadas.

Em estudo recente, MIRANDA (44) tambem concluiu que
tres genes independentes estao envolvidos na restauracgao
da fertilidade em plantas com citoplasma C. Ela propos que
para a restauragao da fertil idade é necesséria a presenca do
alelo dominante RF4. Todavia, o gene dominante RF6 teria e-
feito epistético sobre os outros dois genes, inibindo a res
tauragao da fertilidade. Esse efeito nao ocorreria na pre-
senga simultanea de alelos dominantes nos dois outros locos.
Assim, tem-se que os genotipos Rf4—Rf5~Rf6—, RF4-RFS—PF6Pf6
e Rf,-rf_rf rF6rF6 sao Férteis e parcialmente Férteis. RF4—

4 5 2
rf_rf Rfﬁ—, rf rf R%—Rﬁr, PF4PF4PfSrF5RF6—, rf4rf4RF5-rF6

5 5 4 4
rfﬁ e rF4rF4rf5rF5rF6rf6 sao os genotipos das plantas com
macho-esteril idade C.

2.5. Analise Citologica da Microsporogenese em Plantas com

CME

Em plantas com CME-T, as primeiras anormal idades de-
tectadas no desenvolvimento da microsporogéenese ocorrem na
camada média e no tapete da antera, durante o estédio de té
trades, quando sao verificadas nas mitocondrias as seguin-

tes alteracgoes estruturais: inchamento, perda das cristas e
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da densidade de matriz (59, 60). Vacuolizaggo precoce e de-
generaggo das células do tapete ocorrem no estadio seguinte,
no de microsporo intermediério. Subseqlientemente, essas al-

~ - - -’ el % »
teragcoes na estrutura mitocondrial tambem sao verificadas

nos microsporos mononucleados, que sao, entao, abortados
(60).

0 grupo de CME-C apresenta dois tipos de aborto do
pélen. No primeiro tipo, as células do tapete, no estédio
de tétrades, contem citoplasma denso, numerosos pequenos va
c@olos e sao binucleadas, demonstrando desenvolvimento nor-
mal das anteras. A partir desse estadio, o desenvolvimento
da exina e reduzido e/ou atrasado, as celulas do tapete a-
presentam citoplasma menos denso, o reticulo endoplasmético
torna-se dilatado e ocorre deposiggo irregular e menor quan
tidade de corpos Ubish. A desintegragao do tapete e o abor-
to dos microsporos ocorrem no estadio de microsporo interme
diario.

No segundo tipo de anteras C, as celulas do tapete
sao distintamente mais vacuoladas, na fase inicial do esté—
dio de tetrades, com citoplasma denso e, em maioria, mono-
nucleadas. 0 tapete permanece até o florescimento, mas nao
ha desenvolvimento de exina e os microsporos sao abortados
no estadio de tetrades. Em antera C, nao foi observada ne-
nhuma anormal idade organelar, tal como as mudangas mitocon-
driais verificadas no CME-T (41).

No grupo de CME-S, a microsporogenese é indistinta
daquela em anteras normais até um estédio tardio no desen-
volvimento do pélen. 0 comportamento tapetal é normal e os
microsporos passam por cariocinese para formar graos de pé—
len binucleados, com paredes e citoplasma espessos. Esses
graos de pélen nao degeneram ate estarem prﬁximOS a matura-

gao, demonstrando, assim, um controle gametof?tico (40).



2.6. Analise dos CMEs a Nivel Molecular

Por meio da analise eletroforetica das proteinas sin
tetizadas pelas mitocondrias foram classificadas diversas
fontes de citoplasma, dentro dos principais grupos de CME,
de acordo com o polipeptideo variante caracteristico de ca-
da grupo. Dessa maneira, tem-se CME-C: sintese do polipepti
deo de 17.500 d e ausencia do polipeptideo de 15.500 d pre-
sente nos outros tipos de citoplasmas; CME-T: sintese do po
[ipeptideo de 13.000 d; CME-S: sintese de sete polipepti—
deos de alto peso molecular (58.000 a 84.000 d) (16).

Forde e Leaver, citados por LAUGHNAN e GABAY-LAUGHNAN
(39), verificaram nao so a auséncia de um polipeptideo de
21.000 d no CME-T, que esté presente nos outros tipos de
citoplasmas, mas também a supressao da sintese do polipepti
deo variante de 13.000 d pela presenga dos genes restaurado
res Rf, e Rf,. 0 gene Rf

| 2 i
tauradores do CME-C nao alteram a sintese dos polipeptideos

restaurador do CME-S, e os res-

variantes caracteristicos desses grupos.

A analise eletroforetica dos DNAs mitocondriais de-
monstrou a presencga de vérios DNAs de baixo peso molecular,
possibil itando a diFerenciagEo dos principais grupos de CMEs.
O DNA circular de 1940 pb é comum aos citoplasmas N, CME-C,
CME-S e CME-T, e o DNA linear de 2.350 pb e ausente apenas
no CME-T. O CME-C contem dois DNAs circulares de 1.570 e
1.420 pb, os quais nao sao encontrados nos outros tipos de
citoplasmas; o CME-S caracteriza-se pela presenca de dois
DNAs lineares de 6.200 e 5.200 pb, denominados S, e S,, res
pectivamente. Vérias |l inhas com citoplasmas C, S e T, nas
quais a fertilidade foi restaurada por genes restauradores,
apresentaram os mesmos mt-DNAs, de baixo peso molecular, ca

racteristicos do macho-esteril correspondente (30, 31).



Testes de hibridagcao mostraram a ausencia de homolo-
gia de seqliencia entre as espécies de DNA circulares, comum
a todos os citoplasmas, e as espécies de DNA especificas do
tipo C e S (30).

KEMBLE e BEDBROOK (30) relataram que, embora seus da
dos nao mostrem uma relagao direta entre a presengca des-
ses mt-DNAs de baixo peso molecular e a macho-esteril idade,
varias linhas evidenciam esse envolvimento, pois a mais es-
tavel expressao da esterilidade e conferida pelo CME-T, sen
do o @nico em que falta uma banda de DNA, quando comparado
ao citoplasma normal. Os citoplasmas C e S, que apresentam
espécies adicionais de mt-DNA, exibem, freglientemente, ma-
cho-esteril idade incompleta, podendo-se apontar alguns ti-
pos S que apresentam reversao completa para fertilidade, na
ausencia de genes restauradores nucleares.

Os DNAs mitocondriais de baixo peso molecular, SI e
82, caracteristicos do CME-S, apresentam replicaggc autono-
ma (14, 15, 25, 29, 36, 42). Anal ises heteroduplex mostra-
ram que quase |/3 da seqliencia de 32 é homéloga comg oESIem
um segmento de 1.350 pb em uma extremidade e 200 pb em
“tandem” reverso na outra (36).

Seqliencias homélogas a SI e 82 estao presentes em mai
or extensao no mt-DNA de citoplasma N e em menor extensao no
CME-C, CME-S e CME-T. Estima-se que essas seqliencias, corres
pondentes a SI e 52, estejam presentes como coOpias ﬁnicas
em diferentes s;tiﬂs no mt-DNA de citoplasma N (39).

A quantidade relativa de SI e 82 esta sob controle
nuclear. Uma |inhagem macho—estéril com citoplasma S, apre-
sentando quantidade equimolar de SI e 82, ao ser retrocruza
da, como progenitor feminino, com a |inhagem M825, que, quan
do com citoplasma S, apresenta quatro vezes mais S; do que

. ~
S,, mostra na terceira geragao de retrocruzamento mudangas
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no nivel de 52, apresentando quantidade equivalente aquela
da M825 com citoplasma S (35).

A reversao de macho-esteril a macho—Fértil, verifica
da em diversas fontes de CME-S, foi relacionada com o desa-
parecimento dos DNAs semelhantes a plasmideos com o aparec.i
mento de mt-DNAs alterados, indicando a possibilidade de in
sergao de Sl e/ou 82 no mt-DNA; todavia, foi demonstrada so
mente a participagao de Sy na reorganizacao do genoma mito-
condrial (42). Outros resultados indicaram que a mudanga ci
toplasmética de macho-estéril em macho-Fértil foi associada
ao rearranjo do mt-DNA, e nao ao desaparecimento dos  DNAs

semelhantes a plasm;deos S, e 52 (14, 25). 0 genoma nuclear

I
tem maior influencia na retengao ou perda dos plasmideos |i
vres na mitocandria durante a reversao citoplasmatica % fer
tilidade (14). A fregliencia dessa reversao no CME-S, seja
de origem nuclear, seja citopiasmética, e fortemente influ-
enciada pelo genétipo nuclear. Na |linhagem M825, a reversao
ocorre sob alta freqliencia, sendo citoplasmatica, enquanto
na | inhagem WB4 é verificada a baixa freqgliencia e segrega
tipicamente % maneira mendel iana (39).

Heterogeneidade no mt-DNA de fontes do grupo C foi
detectada por meio da anal ise de fragmentos, obtidos pelo
emprego de cinco endonucleases de Festriggo. Foram propos-
tos tres subgrupos dentro do grupo C, Cl (citoplasmaC), CllI
(citoplasmas RB, BB e E) e ClIl (citoplasma ES). Essa sepa-
Paggo foi baseada em menos de 1% da seqliencia de bases do
mt-DNA; entretanto, o estabelecimento de subgrupos dentro
do grupo C pode fornecer potencial para ampliar a base cito
plasmética de milho h?brido (46).

A mesma técnica descrita anteriormente foi empregada
na anélise do mt-DNA e ct-DNA de citoplasma N, CME-C, CME-S

e CME-T. Para cada grupo foi obtido um padrao caracteristico
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de mt-DNA e distinto dos outros citoplasmas. Esses padroes
de distingao do mt-DNA nao foram alterados pelo genétipo do
macho—estéri[. As anélises dos fragmentos de restrigaoc do

ct-DNA nao demonstraram diferencas entre citoplasmas, exce-

to para o CME-S, que apresentou uma banda a mais, quando
fragmentado pela enzima de restrigao Hind 111. A marcada va
riaggo no mt-DNA e a pequena variaggo no ct-DNA adicionam

evidencias de que o mt-DNA possa estar envolvido na macho-
esterilidade e na susceptibilidade a doencas (47).

A hipétesa da relagao entre atividade mitocondrial e
expressgo da macho-esterilidade foi estudada, por OHMASA et
alii (45), em antera de milho de CME-C, CME-S e CME-T, ten-
do sido as atividades das enzimas mitocondriais, citocromo
oxidase e malato desidrogenase anal isadas durante o desen-
volvimento do pélen. Nas plantas normais, ambas as enzimas
aumentaram a atividade rapidamente apés o estédio de pélen
binucleado, enquanto, nas plantas macho—estéreis, essa ati-
vidade enzimatica decresceu apos o estadio de polen mono ou
binucleado, dependendo do tipo de citoplasma, tendo sido es
se decréscimo mais acentuado no CME-T.

Fontes de CME-T mostraram-se susceptiveis % raca T
de B. maydis e a sua toxina. Cultura de tecido de “callus”
de milho com CME-T crescido na presenca da toxina possibili
tou a seiegED de células resistentes, as quais regeneraram
em plantas adultas. Essas plantas eram resistentes e macho-
ferteis e exibiram heranca maternal dessas caracteristicas
(10, 17). Plantas Férteis que apresentaram resistencia ao
B. maydis foram tambem resistentes a toxina de P. maydis
(17)« A comparagao do mt-DNA de vérias l inhas regeneradas
demonstrou que cada uma exibe um mt-DNA distinto e caracte-
ristico (10). O crescente nﬁmero de evidencias indica que a

. ~ . . < . . ” . " .
mitocondria talvez seja o sitio primario de agao das toxinas



produzidas por esses patogenos (21).

Em situagaes onde uma epifitia é ou pode ser especi—
fica a determinado citoplasma, GROGAN et alii (22) propuse-
ram o uso de citoplasma mﬂltiplo (multiplasma), istoé,nmis
de um CME com um sistema restaurador comum para a |inhagem

* ¥ ~ - < N
a ser utilizada, como femea, na produgao de sementes hibri-

das.

2.7. Efeitos do Ambiente em Plantas com CME

Restauragoes parciais variam na expressao, desde es-
. . ~ . . .
terilidade a fertilidade praticamente normal, e comportam-

se como independentes dos fatores que condicionam a restau-

Pagso total (2). Interagoes do genotipo e o ambiente sao,
geralmente, pronunciadas; um genotipo, restaurador parcial,
apresentando boa fertilidade em condigcoes de frio e umidade,
pode produzir pouco ou nenhum polen em condigaes de calor e
seca (2, I, 12, 27).

Experimento em casa de vegetagao com suprimento adi-
cional de luz, embora nao conclusivo, mostra que fotoperio-
do longo e, possivelmente, temperatura alta tem efeito ini-
bitorio na restauragao da fertilidade de plantas com cito-
plasma T (4). Sem conhecimento da variagcao ambiente no qual
um genotipo no CME-T tenha sido testado, nao se pode afir-
mar que este deveria ser classificado como restaurador, nao-
restaurador (esteril) ou restaurador parcial (12).

Poucos estudos tem sido conduzidos, visando a anéli-
se da influencia de condigSes ambientes sobre a restauraggo
da fertilidade e sao limitados ao CME-T. Existe, portanto, a
necessidade da conduggo de pesquisas para conhecer as inte-
racoes de diferentes condigoes ambientes, como n;veis de a-

dubacao nitrogenada e efeito de ano, e a restauracao da
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fertil idade de plantas com a macho-esteril idade citoplasma-

tica do tipo C.

2.8. Efeitos do Citoplasma na Morfologia da Planta

Varios autores (12, 23, 26, 37, 51, 59) verificaram
diminuicao no tamanho de plantas macho-estereis com citoplas
ma T, quando comparadas com a sua versao no citoplasma nor-
mal. Essa diferenga resultou de menor comprimento dos entre
nés acima da primeira espiga, embora, em alguns casos, te-
nha sido tambem observada reducao no comprimento do colmo
abaixo da primeira espiga. Esse encurtamento do colmo do ma
cho-estéril resulta, aparentemente, da redugao do numero de
celulas (52).

No milho, as folhas sao produzidas a partir dos n65
acima do solo (56), portanto, numero de folhas equivale ao
de nos. 0 numero de folhas acima da primeira espiga em hi-
bridos simples, macho-esteril e fertil com citoplasmaT, foi
reduzido em comparagao com a sua versao normal (12, 37). O
citoplasma T reduziu em 1-2% o nﬁmero de folhas por planta
nas versoes restaurada e nao-restaurada de hibridos simples
(12).

Plantas macho-estéreis com citoplasma T, quando com-
paradas com a sua versao no citoplasma N, apresentaram mai-
or acumulo de materia seca nos pendoes, palhas e espigas,
mas nao em folhas e colmos. Essa diferenca é, em grande par

te, medida de competicao por nutrientes e égua no  periodo

£ . . .
critico da planta, podendo o macho-esteril acumular maiores
- . . .
quantidades de materia seca nas espigas, em detrimento da
it ’ . . -
producao de polen. Nas partes envolvidas indiretamente na

reprodugao, nao seriam esperadas diferencas, pois nao exi-

bem dominancia fisiologica como os orgaos reprodutivos (24).
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Os dados existentes acerca de produtividade sao con-
flitantes, quando se comparam plantas macho-estéreis no ci=-
toplasma T com a sua versao no citoplasma normal. Entretan-
to, essa comparacgao realizada em condicoes de estresse, re-
sultante da elevada densidade populacional (7), ou de leve
estresse, imposto por uma tensao de agua no solo de 6 bars
(5), durante o perfodo de FrutiFicaggo, mostrou, consisten-
temente, que o macho-estéril produziu mais graos que sua ver
sao Fértil. A maior produggo das plantas macho-estereis sob
densidades populacionais altas parece estar associada a com
petigﬁo por nutrientes entre o desenvolvimento do grao e do
pélen e, na planta macho—estéril, parece que ©O maior supri-
mento de nutrientes estaria dispcnivel para o desenvolvimen
to da espiga (7, 50). Sob estresse na forma de tensao de a-
gua no solo, a maior produgEO do macho-estéril foi, prima-
riamente, devida ao grande nﬁmero de segunda espiga. Na ver
sao Fértil, o comprimento e o diametro da espiga foram seria
mente afetados pelos reduzidos niveis de nitrogenio e agua
no solo (5).

A condigao de estresse hfdrico imposta durante a an-
tese reduziu, significativamente, a producao de graos, tan-
to no macho-estéril com citoplasma T quanto em sua versao
Fértil; o macho-estéril, porém, manteve o turgor foliar por
maior periodo de tempo, gragas % sua melhor capacidade de

absorcao de agua do solo (57).



3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos para estudos dos diferentes objeti-
vos do projeto foram conduzidos na érea experimental da Ge-
nética na Universidade Federal de Vigosa-U.F.V., municipio

de Vigosa-MG.

3.1. Restauracao da Fertilidade em Citoplasma Macho-Esteril
do Tipo C, em Milho

As |inhagens macho-ferteis (MF) da U.F.V., identifi-
cadas por 7, 870 e 964, foram cruzadas com a |inhagem 264
macho-esteril com citoplasma C (ME-C), tambem da U.F.V. Os
hfbridos simples macho-Férteis (MF) e parcialmente férteis
(PF), assim obtidos, foram autofecundados para obtengao da
geragao F,. Foi tambem feito o primeiroretrocruzamento(RCQ
entre o h?brido FI 264ME-C x 964MF(MF e PF) com a |inhagem

264ME-C. Todos os cruzamentos foram real izados manualmente
e de acordo com o procedimento-padrao de cruzamentos contro

| ados, tomando-se os devidos cuidados para evitar contamina

coes nas polinizagoes. Esses cruzamentos controlados para

18



19

obtengao de geragao F, e RC, foram realizados por  MIRANDA
(44), na U.F.V., em janeiro de 1982.

Em outubro de 1985, foram plantadas as geragoes F2,
provenientes dos cruzamentos entre as |inhagens 2064ME-C X
7MF e 264ME-C x 870MF, e, em setembro de 1986, a geracao F2
e RCI, provenientes das |inhagens 2064ME-C e 964MF.

A area exper imental foi preparada de forma convencio
nal (aragao, gradagem leve e sulcamento). A adubagao consis
tiu de 40 kg de nitrogénip/ha, 40 kg de fosforo/ha e 30 kg
de potassio/ha. Foraﬁ aplicados 1/3 do adubo nitrogenado no
plantio e 2/3 em cobertura, 40 dias apés. 0 n@mero de filei
ras que constituiram as parcelas foi variévei, dependendo
do n@mero de sementes provenientes de cada espiga. As parce
las receberam os tratos culturais, capinas manuais, irriga-
cao suplementar e controle de lagartas do cartucho e rosca.

As plantas da geraggo F2 e do RC] foram submetidas a
avaliaggo do grau de fertilidade dos pendoes, seguindo-se a
escala elaborada por BECKETT (3), com algumas modificagSes:

a) macho-esteril (ME): Anteras, protraidas ou nao,
que continham somente graos de pélen abortados;

b) parcialmente Fértil (PF): Anterasparciaimentefég
teis protrafdas, com pouca Iiberaggo de pé]en. Essa classe
foi subdividida em PFI’ PF2 e PF3, por ser a proporgao de
anteras protra;das altamente variéVeI: PF|, com, aproximada
mente, até 5% de anteras com Iiberaggo de polen; PFE’ acima

de 5 ate 20/, e PF

3 acima de 20% e, aproximadamente, ate 70%
com liberacao de pélen;

c) macho-Fértil (MF): Anteras totalmente normais, a-
presentando, as vezes, simultaneamente freqgliencia baixa de
anteras ligeiramente subnormais.

A aval iagao dos pendoes foi efetuada, diariamente,

por todo o periodo do florescimento. Os pendoes MF foram
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cortados assim que se apresentaram como tal, e as plantas
despendoadas foram contadas no final do periodo de avalia-
cao. Essa metodologia foi adotada por ser mais eficiente pa -
ra evitar a inclusao de plantas MF como PF no final do flo-
rescimento, quando grande numero de anteras Jé se havia des
prendido das espiguetas.

As plantas PF, por |iberarem anteras viéveis em dife
rentes porcentagens e, quando autofecundadas, segregarem em
MF, PF e ME, foram anal isadas juntamente com as Férteis, pa
ra testar, estatisticamente, as hipoteses genéticas formula
das-

As razoes de segregacao formuladas para as geragoes
F, e RC, foram testadas pelo metodo do Qui-Quadrado ajusta-
do (X? ajustado), segundo as recomendacoes de YATES, citado
por STRICKBERGER (55), atraves da seguinte formula:

2
Xz ajustado = E [ (lo- Elg 0,5) ], em que:

4
0 = numero de plantas observadas

;
E = numero de plantas esperadas

. ” F

As hipoteses formuladas sobre o numero de genes en-

volvidos na restauragao da fertil idade e sobre os provaveis
o o i ~

genotipos das |inhagens estudadas foram baseadas nas razoes

~ ~ ¥ i ’

de segregacao das geragoes F2 e RCI, que abrangiam maior nu
< . * .

mero de familias e apresentavam qui-quadrado pequeno, cuja

probabil idade estava acima do nfvel predeterminado de 0,05.
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3.2. Efeito de Dois Anos sobre a Restauracao da Fertil idade

de Plantas com Citoplasma C

0 material utilizado constituiu-se da geraggo F2, re
sultante da autofecundagao dos hibridos simples MF, oriun-
dos dos cruzamentos das | inhagens 352MF e 9Q66MF com a
264ME-C, pertencentes a U.F.V.

As espigas representativas dessas Familias da gera-
ggo F2 foram divididas em duas partes, tendo sido as semen-
tes de uma das partes plantadas em novembro de 1982 e o res
tante em outubro de 1983. A classificagao dos pendoes em MF,
PF e ME, referentes a esses plantios, foi realizada, duran-
te os periodos | e 2, respectivamente (Quadro 2).

Para estudar a influéencia ambiente sobre a restau-
racao da fertilidade de plantas com citoplasma C foram ano-
tadas, diariamente: a temperatura, a umidade relativa do ar,
a insolagao e a precipitagao durante o periodo de floresci-
mento (Quadro 2).

A anélise de variancia utilizada foi a de experimen-
tos inteiramente casual izados (18), em que os tratamentos
consistiram de dois anos para cada uma das classes MF, PF e

ME separadamente.

3.3. Quebra Tardia da Esteril idade Masculina de Plantas com
Citoplasma C

Plantas da geragao Fie oriundas do cruzamento das |i
nhagens 7MF e 923MF com a linhagem 264ME-C, pertencentes
a U.F.V., foram classificadas quanto ao tipo de pendao e da
ta do inicio de Iiberagao de pélen. Essas plantas da gera-
gao FI dos dois cruzamentos foram autofecundadas, visando a
classificacao dos tipos de pendoes da geracgao Fr, para com

parar a segregaggo resultante de hibridos PFZ, com e sem



QUADRO 2 - Médias e Respectivos Desvios-Padrac da Temperatura, Umidade Relativa do Ar, Insolaqso

e Precipitaggo, Considerando Quatro Diferentes Periodos em Vigosa-MG

Periodo de

Floresci- Temp%ratura Umidade Insolaggg Precipitagao
mento Mas (c) (%) (horas dia ) (mm dia~l)
cul ino
i 22,0 + 1,0 83,4 + 4,3 5,4 + 3,7 5,8 + 11,8
2 22:5 + 1,0 76,7 £ 9,1 81 +3,6 3.2+ 6,6
4 21,6 + 0,8 85,8 + 5,0 4,2 + 3,9 52+ 7.7
4 23,2+ 1,4 78,8 £ 10,1 55 +3,3 8,0 + 14,2
| = 24/01/1983 a 21/02/1983
2 = 28/12/1983 a 30/01/1984
3 =29/12/1985 a 19/01/1986
4 =01/12/1986 a 14/12/1986

T
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quebra tardia da esterilidade masculina. Para tanto, as se-
mentes da geragao F2 foram plantadas e as plantas resultan-
tes classificadas com relagao ao tipo de pendao e liberagao
do pélen, através de anélise diaria e anotagao na etiqueta
de cada planta. Diariamente, mesmo as plantas com etiquetas
Jé classificadas eram conferidas para observacao de possi-

veis mudancas na classificagao inicial.

3.4. Efeito de Diferentes Niveis de Adubacao Nitrogenada so-
bre a Restauracao da Fertilidade de Plantas com Cito-
plasma C

Foram util izados tres tratamentos que consistiram na
adubacao de 13 kg de nitrog%nio/ha, 40 kg de fésforo/ha e
30 kg de potéssio/ha no plantio; entretanto, a adubacao em
cobertura de 0, 13 e 27 kg de nitrogenio/ha correspondeu aos
tratamentos “"ausencia de adubagao em cobertura”, “metade da
adubagao em cobertura” e ”"adubagao normal”, respectivamen-

te.

Para testar a influencia dessas adubagoes, foram uti
| izadas as geragoes For resultantes da autofecundagao de hi
bridos simples MF, oriundos do cruzamento das | inhagens 914
MF e 894MF com a |inhagem 264ME-C. As espigas das familias
da geragso F2 foram divididas em tres partes, tendo sido as
sementes de cada parte plantadas e submetidas a um dos tra-
tamentos.

Na epoca do florescimento mascul ino, as plantas da
geraqao Fz foram classificadas com relagEO aos tipos de pen
does em MF, PF e ME.

A analise de variancia utilizada foi a de blocos ca-
sual izados (18), tendo sido cada bloco constituido por uma

familia da geragao Foy submetido aos tres tratamentos.



24

3.5. Numero de Folhas Acima e Abaixo da Primeira Espiga em
Plantas MF e ME Oriundas de um mesmo RCl

Hibridos simples MF, PF2 e PF3, oriundos do cruzamen
to entre as |inhagens 204ME-C e 964MF, foram retrocruzados
com a |inhagem 264ME-C. As plantas MF e ME, resultantes des
te RCI’ foram submetidas 5 contagem do numero de folhas e-
xistentes acima e abaixo da primeira espiga, ao final do pe
riodo de florescimento.

A analise de variancia utilizada foi a de experimen-
to inteiramente casualizado (18), e os tratamentos consisti
ram das plantas MF e ME, nas quais foram contadas as folhas

acima e abaixo da primeira espiga.



4. RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. Sistema Genico Controlador da Restauracao da Fertili-
dade em Plantas com Citoplasma C

A linhagem 964 macho-fértil, ao ser cruzada com a
| inhagem 264 macho-estéril com citoplasma C, resultou na ge
ragap F] em plantas MF e PF. No total de 160 plantas da ge-
raggo FI' classificadas com re!aggo ao tipo de pendao, 139
foram macho-ferteis e 2| parcialmente Férteis, mais especi=-
ficamente PF2 e PF3.

A geragao F2 analisada constituiu-se de |3 Fam?lias
correspondentes %s espigas oriundas de plantas F] macho—FéE
teis, que foram autofecundadas (Quadro 3). As familias F2
produziram plantas das classes MF, PFI, PF2, PF3 e ME. A
classe mais freqliente, exceto nas famiiias 10 e Il, foi a

MF, vindo, em seguida, a ME, cujas freqliencias variaram de

42,50 a 68,12% e 23,92 a 46,90%, respectivamente. Entre as

el . .
classes PF, houve uma tendencia deaPFI ser mais fregllente,

25
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QUADRO 3 - Nﬁmero e Porcentagem de Plantas na Segregacao da

Geragao F,, Resultante da Autofecundagao dos Hi-
bridos MF~ entre as Linhagens 204ME-C e 9064MF,

U.F.V.~-1986
Familia Classes Fenotipicas Total das
: Plantas
MF PF, PF; PR, ME PF
I (ND) 142 19 10 8 84 37
(%) 54,00 7,20 3,8 3,00 32,00 14,00
2 (NO) 123 16 4 3 67 23
(%) 57,70 7. 50 1,90 1,40 31,50 10,80
3 (N) 55 I 4 0 26 5
(%) 63,95 1,17 4,65 0,00 30,23 5,82
4 (N2) 94 6 2 2 61 10
(%) 56,97 3,64 ), 21 1,21 36,97 6,06
5 (N?) 40 6 4 2 27 12
(%) 50,63 7,59 507 2,5 34,18 15,19
6 (N2) 91 12 4 2 - B 18
(Z) 54, 82 7,23 2,41 1,20 34,34 10,84
7 (NS) 63 4 | 2 42 7
(%) 56,25 3.57. 0,8 1,79 37.56 6,25
8 (N) 94 5 3 3 33 I
(%) 68, 12 3,62 2,17 2,17 23,92 7,96
9 (N9) 92 5 3 8 45 16
(%) 60, 13 3,27 1,96 5,23 29,41 10,46
10 (NO) 68 10 4 3 75 17
(%) 42,50 6,20 2,50 1,90 46,90 10,60
I (N2) 95 6 7 P2 101 25
(%) 42,99 2,71 3,17 543  45:70 11,3l
12 (NY) 118 5 5 6 116 16
(NS) 47,20 2,00 2,00 2,40 46,40 6,40
13 (NY) 104 4 3 | 80 8

(%) 54,16 2,10 1;56 0,52 41,66 4,18




seguida pela PFZ’ e a menos freqliente foi a PF Apesar da

anélise minuciosa no campo, os dados nao se ajistaram a ne-
nhuma relagEO fenotipica testada.

0 agrupamento das classes PFI' PF2 e PF3 em uma uni-
ca classe PF, com freqliencia variando de 4,18 a 15, 19%, tam
bém nao permitiu enquadrar os dados de MF, PF e ME em nenhu
ma proporcao conhecida. Desse modo e considerando ter a ge-
raggo F2, resultante da autofecundacao de hibridos PFI’ PF2

e PF segregado produzindo os tipos de pendoes MF, PF e

3!‘
ME (Quadros 6 e I1), % semelhanga do que ocorreu com a auto
Fecundagao dos hibridos MF, indicando que os hibridoa PF

possuem os genes restauradores da fertil idade, procedeu-se,
entao, ao agrupamento das classes PFs a MF, para testar, es
tatisticamente, as razoes de segregaggo, visando a identifi
car o n@mero de genes envolvidos na restauracao da fertili-
dade de plantas com citoplasma macho—estéril tipo C e os ge
notipos das |inhagens utilizadas. Para isto foram, entao, con
sideradas duas classes fenotipicas: (MF + PF) e ME (Quadro
4), conforme procedimento também utilizado por JOSEPHSON et
alii (27) e MIRANDA (44).

0 Quadro 4 apresenta a segregaggo da geracao F2, re-
sultante da autofecundagao dos h?bridOS MF entre as |inha-
gens 2064ME-C e 964MF. A razao de segregaggo de 45(MF+ PF):
I9QME foi a que melhor se ajustou para nove das treze fami-
lias e indica a ocorrencia de interagcao genica de tres ge-
nes independentes e a restauracao da fertil idade. A probab i
| idade de erro, ao rejeitar a proporcao de 45(MF+ PF): |9ME,
é de 2 a 5% e, ao rejeitar a hipétese de homogeneidade, é
de 30 a 50%. Essa probabilidade pequena de 2 a 5% de erro
nao é condiggo suficiente para que a proporggo seja descar-

tada, primeiramente pelos qui-quadrados pequenos apresentados

pelas familias segregantes da geraqgo F2 e, principalmente,



QUADRO 4 - Segregacdo da Geragao F,, Resultante da Autofecundagao dos Hibridos MF entre as Linha
gens 204ME-C e 964MF, e~ Valores dos Qui-Quadrados e das Probabil idades de Erro ao Re

jeitar a Razao de SegregagSO, U.F.v.- 1986
) ~ )
N. de Plantas Razao de N. de Plantas
(Observado) Segregagao (Esperado)
Familia x2 P (%)
MF+PF) ME (MF+PF):ME  (MF + PF) ME

| 179 84 45:19 184,92 78,08 0,535 30-50
2 146 67 45:19 149,77 63,23 0,240 50-70

3 60 26 45:19 60, 47 25,53 0,000 99

4 104 6l 45:19 116,02 48,908 3,850 2-5
5 52 27 45:19 55,55 23,45 0, 563 30-50
6 109 57 45:19 116,72 49, 28 1,504 20-30
7 70 42 45:19 78,75 33,25 2,911 5-10
8 105 33 45:19 97,03 40,97 1,936 10-20

9 108 45 45:19 107, 58 45,42 0,000 99
Desvio 933 442 45:19 966, 80 408,20 3,863 2-5
Heterogeneidade 7,678 30-50
10 85 75 36:28 90, 00 70,00 0,514 30-50
I 120 101 36:28 124, 31 96,69 0, 267 50-70
12 134 116 36:28 140,63 109, 37 0,610 30-50
13 112 80 36:28 108, 00 84, 00 0,259 50-70
Desvio 45! 372 36:28 462,94 360,06 0,646 30-50
Heterogeneidade 1,005 70-80
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pela pequena variacao existente (as familias sao homogeneas)
no que diz respeito ao agrupamento das classes (MF+PF). A
causa dessa variacao deve residir na menor estabilidade da
classe PF %s condigoes ambientes. A razao de 36(MF+PF):28ME
apresentada por quatro Familias dessa mesma geracao F2 tam-
bém resulta da acao de trés genes independentes na restaura
950 da fertilidade, porém apenas dois deles estariam segre-
gando. Essa razao de 36(MF+PF):28ME mostra-se com 30 a 50%
de probabil idade de erro, ao ser rejeitada, e de 70 a  80%
de chance de erro, ao rejeitar a hipétese de serem tais re-
sultados homogéneos.

No Quadro 5, observa-se que a segregagEO do RCl de
hibridos MF(264ME-C x 964MF) com a linhagem 264ME-C expres-
sou, uniformemente, para todas as Familias a razao de |(MF+
PF):IME. A probabilidade de erro, ao rejeitar essa razao de
| (MF+PF): IME, e de 10 a 20% e, ao rejeitar a hipotese de ho
mogene idade, e de 95 a 99%. Nota-se que oito dessas fami-
|l ias segregantes apresentaram probabil idade de erro ao re-
jeitar essa razao acima de 50%.

No Quadro 6, tem-se a segregagao da geracao F2, re-
sultante da autofecundagao de hibridos PF3 entre as |inha-
gens 264ME-C e 964MF. Todas as familias produziram as cinco

< . ~ . .
classes fenotipicas, a semelhanga do que se verificou na au

tofecundaggo de h;bridos MF entre as mesmas |inhagens (Qua-
dro 3). As classes MF e ME foram as mais freglientes, com
porcentagens aproximadamente iguais, variando de 39,29 a

50,00% e de 36,76 a 50,00%, respectivamente. As classes PF
foram as menos freqlientes, com a PF2 tendendo a apresentar
a mais baixa freqliencia e variando apenas de 0,81 a 2,35%.
0 agrupamento das classes PFI' PF2 e PF3 em uma unica clas-
se PF, com freqliencia variando de 6,07 a 13, 24%, apresentou

variaggo seme lhante a de 4,18 a 15,19% apresentada na



QUADRO 5 - Segregagao do RCl de H;bﬁdos MF(264ME-C x 964MF) com a Linhagem 264ME-C e Valores dos
Qui-Quadrados e das Probabil idades de Erro ao Rejeitar a Razao de Segregacao, U.F.V. -

1986
N? de Plantas N? de Plantas
2
bl L (Observado) (Esperado) X P (%)
(MF + PF) ME I (MF+ PF) : | ME

| 21 29 25,00 25,00 0,980 30-50
2 53 66 59, 50 59, 50 1,210 20-30
3 8 I 9, 50 9, 50 0,210 50-70
4 33 29 31,00 31,00 0, 145 70-80
5 19 30 24, 50 24,50 2,041 10-20
6 44 41 42,50 42,50 0,047 80-90

7 25 24 24, 50 24, 50 0, 000 99

8 13 14 13, 50 13,50 0,000 99

9 12 13 12,50 12, 50 0,000 99
10 - 26 23 24, 50 24, 50 0,082 70-80

Il 25 24 24, 50 24,50 0,000 99
12 7 14 10, 50 10, 50 1,714 10-20
13 29 37 33,00 33,00 0,742 30-50
Desvio 315 355 335,00 335,00 2,270 10-20
Heterogeneidade 4,902 95-99

(0}



QUADRO 6 - Nimero e Porcentagem de Plantas na Segregaggo da Geragao F2, Resultante da Autofecunda
gao dos Hibridos PF, entre as Linhagens 264ME-C e 964MF, U.F.V. - 1986

3
Classes Fenot?picas Total
Familia Plantas
MF PF, PE, PF, © ME PF
I (N9) 74 14 4 2 76 20
(%) 43,53 8, 24 2,35 1,18 44,70 11,:77
2 (N9) 47 6 2 2 46 10
(%) 45,63 5,83 1,94 1,94 44,66 9,71
3 (ND) 68 8 3 7 50 18
(%) 50,00 5,88 2,21 5. 15 36,76 13,24
4 (N?) 55 3 3 9 70 15
(%) 39,29 2,14 214 6,43 50, 00 10,71
5 (N9) 113 4 2 9 19 15
(%) 45,75 |, 62 0,81 3,64 48,18 6,07
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autofecundagao do hibrido MF (Quadro 3), alem de ser a clas

se PF a menos fregllente na segregacao de todas as familias
desses hibridos PF, e MF. Foi surpreendente o fato de ter o

3
hibrido PF. autofecundado produzido apenas 3,67%, media en-

tre as Fam?lias de plantas também PF3 na geragao F2'

Pelo Quadro 7, percebe-se que a razao de 36(MF+PF):
28ME foi a que melhor se ajustou a todas as Famflias segre-
gantes da geragao F,, oriunda da autofecundagao de hibridos
PFS' A probabil idade de erro, ao rejeitar essa razao, é de
30 a 50% e, ao rejeitar a hipétese de homogeneidade, é de
20 a 30%. Essa razao de 36(MF+PF):28ME foi também apresenta
da por quatro entre treze familias segregantes da geragao
F,, oriunda da autofecundagao de hibridos MF, resultantes do
cruzamento entre as mesmas |inhagens 264ME-C e 964MF (Qua-
dro 4); Os RCI tanto desses hibridos MF quanto PF3 (Quadros
5 e 8) com a linhagem 264ME-C produziram na segregagao a
mesma razao de |(MF+PF):IME.

0 Quadro 9 apresenta o resultado da segregaggo da
geragao For resultante da autofecundagao de h;bridos MF en-
tre as linhagens 264ME-C e 870MF. Para quase todas as fami-
| ias houve um bom ajustamento dos dados observados 5 razao
de segregagao de 45(MF+PF):I9ME. Para seis das doze fam:—
lias, a probabilidade de erro, ao rejeitar essa hipotese, foi
superior a 50%. Observa-se que as dez primeiras Fam?lias se
gregantes ajustaram-se melhor a essa razso, com probabilida
de de 70 a 80% de erro, ao rejeitar a hipotese de homogenei
dade. A proporcao indica o envolvimento de tres genes, re-

forcando a hipétese de interagao genica na determinagao da

restauragao da fertilidade, como visto anteriormente na ané
| ise dos cruzamentos entre as |inhagens 204ME-C e 964MF(@U3

dro 4).



QUADRO 7 - Segregagao da Geragao F,, Resultante da Autofecundagao dos HfbridOS PF, entre as Linha
gens 2064ME-C e 9064MF, e aalores don Uuj~Quadbados o dax Prabahi | idades e Erro ao Rejei
tar a Razao de Segregagao, U.F.V.- 1986

N? de Plantas NS de Plantas
) (Observado) (Esperado) 2
Familia X P (%)
(MF + PF) ME 36(MF+PF) :  28ME
[ 94 76 95, 62 74,38 0,030 80-90
2 57 46 57,94 45,06 0,008 90-95
3 86 50 76,50 59, 50 2,420 10-20
4 70 70 78,75 61,25 1,976 10-20
5 128 119 138,94 108,06 1,792 10-20
Desvio 435 361 447,75 348,25 0,766 30-50
Heterogeneidade 5,459 20-30

&



QUADRO 8 - Segregagao do RC, de HibridOS PF3 (264ME-C x 964MF) com a Linhagem 2§4ME-C e Valores
dos Qui-Quadrados e das Probabilidades de Erro ao rejeitar a Razao de Segregagao,

UIFIV- » |986
N? de Plantas NS de Plantas
(Observado) (Esperado) 9
Familia X P (%)
(MF + PF) ME I(MF+PF) : IME
| 17 26 21,50 21,50 1,488 20-30
2 21 23 22,00 22,00 0,023 80-90
3 47 53 50,00 50,00 0,250 50-70
4 14 20 17,00 ) 17,00 0,735 30-50
5 32 19 25,50 25,50 2,824 5-10
Desvio 131 141 136,00 136,00 0,298 50-70
Heterogene idade 5,022 20-30
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QUADRO 9 - Segregaggo da Geragao F2, Resultante da Autofecundagao dos Hibﬁdos MF entre as Linha-
gens 2064ME-C e 870MF, e Valores dos Qui-Quadrados e das Probabilidades de Erro ao Re-
jeitar a Razao de Segregagao, U.F.V.- 1986

NS de Plantas N de Plantas
Familia {Observado) (Esperado) %2 P (%)
(MF + PF) ME 45(MF+PF) = 19ME
| 287 121 286, 87 T 0,002 95-99
2 188 77 186, 33 78,67 0,025 80~-90
3 168 70 167,34 70, 66 0,000 99
4 152 63 151,17 63,83 . 0,002 95-99
5 203 75 195,47 82,53 0,852 30-50
6 133 48 127,26 53,73 0,725 30-50
7 206 80 201,09 84,91 0,325 50-70
8 207 84 204,61 86, 39 0,059 80-90
9 126 71 138,52 58,48 3,511 5-10
10 314 116 302,34 127,66 1,387 20-30
Desvio 1984 805 1961, 00 828, 00 0, 868 30-50
Heterogeneidade 6,020 70-80
1 141 134 193,36 81,64 46, 851 *
12 119 101 154, 69 65,31 26,962 *
Desvio 2244 1040 2309, 10 1802, 90 6,081 -2
Heterogeneidade 74,620 *

* Menor que 0, 1.
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A razao de 45(MF + PF):19ME, obtida na segregacao da
geracao F,, resultante da autofecundagao de hibridos MF (264
ME-C x 964MF) e (264ME-C x 870MF) (Quadros 4 e 9), e a ra-
zao de |(MF + PF):IME, que foi a mais adequada a segregacao

do RC, dos hibridos MF(264ME-C x 964MF) com a |linhagem 264

I
ME-C (Quadro 5), permitiram propor os seguintes genétipos

que mais se ajustaram aos resultados: RF4—RF5—RF6—, Rf4-

RFS-PF6PF6 e Rf PFSPfSRF como férteis e parcialmente fér
teis e RF -rf rf5rf rf4rf4RF5 6' rF rf PFSrfSRf
PF4PF4RF5 Rf6 e rF4PF PFSPfer6FF6 como esterets.

Essa hipotese indica que a restauracao da fertilida-
de do citoplasma C resulta de Enteragao genica, com genes
complementares e duplicados, em que o dominante Rf4 comple
menta-se com os dominantes duplicados RFS e/ou Rfﬁ, para
que haja a restauraqED da fertilidade. Na ausencia do domi-

nante RF4(PF4rf nao ha restauragao, mesmo em presenga

o
dos duplicados dominantes RFS e Rf6, uma vez que nhao hé com
plementagao necessaria para expressar-se a restauragao.

A razao de 36(MF + PF):28ME, obtida na segregagao de
quatro entre as treze familias da geragao F2' oriunda da au
tofecundacao de hibridos MF(264ME-C x 964MF), foi tambem a
encontrada na segregaggo de todas as Fam?lias da geraggo FZ'
oriunda da autofecundacao de hibridos PF3 entre as mesmas
| inhagens (Quadros 4 e 7). Alem disso, a segregagao do RC,
dos hibridos MF e PF, apresentou a relagao de I(MF+ PF):IME
(Quadros 5 e 8), o que indica que o genotipo de hibridos
PF3 esté no mesmo grupo dos hibridos MF. Logo, para que o-
corra a restauraggo parcial ou total da fertilidade, é ne-
cesséria a complementaridade entre os genes dominantes RF4
com o RFS e/ou Rfﬁ, e a manifestagcao de MF ou PF3 seria o
resultado de diferengas genotipicas associadas, provavelmen

te, a genes modif icadores que estariam segregando nas |inha

gens 2064ME-C e/ou 964MF.



37

Comparando o conjunto de resultados dos Quadros 4,
5 7, 8 e 9, podem-se propor os genétipos para as | inha-

gens abaixo relacionadas:

264ME-C - rF4rF4rF5rF5RF6RF6.

870MF - RF4Rf4Rf5RF5rF6PF6.

964MF - RF4RF4Rf5Rf5rf6rf6, RF4RF4rf5rf5rf6Pf6 e

RF4RF4RfSPf5rF6rf6.

Os resultados obtidos indicam que a |inhagem  964MF
esté segregando para o gene RFS, podendo ter tres genétipos
com Pelagao a esse g?ne: RfSRFS, RFSrFS e rfsrfs. Seria es-
perado apenas um genotipo unico, considerando a |linhagem ho
mozigética, porém, durante os ciclos de autofecundaqEO para
obtenggo da linhagem e de multiplicaggo por "sib”, nao fo-
ram real izadas selegoes a favor do carater macho—estéril, e
a linhagem, por ser portadora de citoplasma normal, manifes
tava apenas a macho-fertilidade, independentemente do gené—
tipo relacionado com os genes para a restauracao da fertili
dade .

MIRANDA (44) propas que a | inhagem 2064ME-C era homo-
zigatica recessiva para todos os genes envolvidos na restau
racao da fertilidade, o que nao foi confirmado neste traba-
lho. 0 novo genatipo proposto para a referida |linhagem ma-

F6Rf6.

cho—estéril'com citoplasma C é rF4rf rf_rf

Vol

0 Quadro 10 apresenta a segregaggo da geragao Fo v

en=-

resultante da autofecundagao de h?bridos PFI, PF2 e PF3

tre as linhagens 264ME-C e 870MF. Para as familias PF,, &

justaram-se as diferentes razoes de segregagao 20(MF + PF):



QUADRO 10 - Segregagao da Geragao F2, Resultante da Autofecundagao de Hibridos PF , PFa e PF,, en
tre as Linhagens 264ME-C e 870MF, ¢ Valores dos Qui-Quadrados e das Probabilidades de
Erro ao Rejeitar a Razao de Segregagao, U.F.V.- 1986

Hibrido Nfoze Plantas Razao de N de Plantas )
oF servado) Segregagao (Esperade) X P (%)
(MF + PF) ME (MF+PF):ME  (MF + PF) ME
ey &6 143 20:44 65,31 143, 69 0, 000 99
PF) 88 127 27:37 90, 70 124, 30 0,093 70-80
PF) 31 55 27:37 36,28 49,72 1,090 20-30
i 66 it J2:52 68, 50 68, 50 0,117 70-80
PF| 6l 69 32:32 65,00 65,00 0,377 50-70
PF, 149 145 32:32 147,00 147,00 0,031 80-90
PF, 59 128 20:44 58,44 128, 56 0, 000 99
PF, 18 80 38:26 117,56 80, 44 0,000 99
PF4 136 87 39:25 135,90 87,10 0,003 95-99
PF 5 59 33 41:23 58,94 33,06 0,009 90-95

8¢
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44ME, 27(MF + PF):37ME e 32(MF + PF):32ME e, para as duas
familias de hibridos PF,, as razoes de 20(MF + PF):44ME e
32(MF + PF):32ME. Observa-se que tanto para o hibrido PFI
quanto para o PF2 ocorreram as razoes de 20(MF + PF):44ME e
32(MF + PF):32ME, mostrando, conseqlientemente, um comporta-
mento semelhante na segregagao de hibridos PF, e PF,. 0 hi-
brido PF3
PFZ,.apresentando as razoes de segregacao de 38(MF + PF):26
ME, 39(MF + PF):25ME e 41(MF + PF):23ME, predominando a fre

giencia de plantas (MF + PF) na geragao F2’ porem isso nao

comportou-se diferentemente dos hibridos PFI e

ocorreu com as familias de geragao F2' OPiginéria de hibri-
dos PF, e PF,. O fato de os hibridos PF|, PF, e PF, terem
produzido, por autofecundagao, razao de segregagao de tres
genes, mais uma vez sugere que eles diferem apenas com rela
ggo ao conjunto de genes modificadores que atuam sobre os
genes principais, Rf4, RFS e RF6- Desse modo, para a res-
pauracao completa da fertilidade seria necessario, além dos
genes restauradores (RF4 e RFS ou Rfﬁ), um conjunto comple-
to de genes modificadores para cada um desses restaurado-

res. A falta de alguns modificadores pode permitir que o ge

not i po Rf4rF4RF5rF5RF6rF6 seja apenas PF(PFI, PF2 pu PF3)'
dependendo dos modificadores presentes.

A segregagao da geragao F2, resultante da autofecun-
dagao de hibridos PF, e PF2 entre as |inhagens 264ME-C e 7MF,
encontra-se no Quadro Il. As trgs Fam?lias PFI e uma das
quatro Familias PF2 segregaram, produzindo as cinco classes
Fenotipicas. A classe mais freqllente foi a ME, variando de
55,36 a 63,74% e de 53,62 a 57,25%, para os hibridos PF| e
PF2, respectivamente. Observa-se serem esses intervalos mui

to proximos. Entre as classes PF a mais freqgliente foi a PFI,



QUADRO Il - Nimero e Porcentagem de Plantas na SegregagSO da GeragEo F

dagao dos Hibridos PF, e PF, entre as Linhagens 264ME-C

e2 IMF, U.F.V.- 1986

Resultante da Autofecun-

Classes Fenotipicas Total
Hibrido PF Plantas
MF PF| PF, PF ME PF
PF (ND) 25 14 6 5 62 25
(%) 29,32 12,50 5,36 4, 46 55,36 22.32
PF, (N7) 43 19 7 3 105 29
(%) 24, 29 10,74 3,96 1,69 59,32 16,39
PF (N) 8 22 2 [ 58 25
(%) 8,79 24,17 2,20 1,10 63,74 27,47
PF, (NS) 27 30 7 0 74 37
(%) 19, 57 21,74 5,07 0, 00 53,62 26, 81
PF, (NO) 33 18 8 0 79 26
(%) 23,91 13,04 5,80 0,00 57,25 18, 84
PF, (N) 15 17 3 0 43 20
(%) 19,23 21,79 3,85 0,00 55,13 25, 64
PF, (N) 6 20 6 3 45 29
(%) 7,50 25,00 7,50 3,75 56,25 36, 25

o
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seguida pela PF2, e a menos freqliente foi a PF3, principal-
mente na segregaggo dos h?brkbs PF2, em que apenas uma en-
tre quatro Fam?lias produziu a classe PF3- As classes PFI’
PF2 3 PF3, ao serem agrupadas numa unica classe PF, apresen
taram variacao de 16,39 a 27,47% e de 18,84 a 36,25%, para
os hibridos PF, e PF

o respectivamente. Essa unica classe
PF apresentou, na maioria das familias segregantes, maior
Freqﬂéncia, quando comparada 5 da classe MF. A média(ﬁaclag
se PFI entre as Familias segregantes, oriundas da autofecun-
dagso dos hibridos PFI,Foi de 15,8%,e a média da classe PF2
entre as familias segregantes, oriundas da autofecundaggo
dos h;bridos PFZ’ foi de 5,56%. Do mesmo modo, como ocorreu
com os dados da geragao F, de hibridos MF (Quadro 3), os da
dos da geragao FZ’ oriunda da autofecundacao dehibridosFWl
e PF2, também nao se ajustaram a nenhuma relacao fenotipica
conhecida, nem mesmo quando as tres classes PF foram agrupa
das numa ﬁnica classe; portanto, foram consideradas duas
cl asses Fenot?picas: (MF + PF) e ME, quando se testaram es
tatisticamente as razoes de segregagao (Quadro 12).

0 Quadro 12 apresenta o resultado da segregacao da
geragao F,, resultante da autofecundagao de hibridos PF, e
PF2 entre as |linhagens 264ME-C e 7MF. Tanto para as quatro
Familias segregantes da geraggo F2 de hibridos PFI quanto pa
ra as quatro familias de hibridos PFz;os resultados ajusta-
ram-se 5 PelagEO de 27(MF + PF):37ME, reforcando, mais uma
vez, o comportamento semelhante entre os hibridos PFI e PFZ’
quando autofecundados, conforme observado anteriormente para
o cruzamento entre as | inhagens 264ME-C e 870MF (Quadro 10).
Foi observada na segregaggo da geracao F2 a predominancia da
freqliencia da classe de plantas ME. A re!agao de segregaqgo

de tres genes obtida indica que, na progénie de geragao For

oriunda do cruzamento entre as |inhagens 2064ME-C e 7MF, s0



QUADRO 12 - Segregagao da Geracao Fg, Resultante da Autofecundagao dos Hibridos PF| e PF_ entre
as Linhagens 264ME-C e 7MF, e Valores dos Qui-Quadrados e das

ro ao Rejeitar a Razao de Segregagao, U.F.V.- 1986

Probabil idades“de Er-

NS de Plantas

N? de Plantas

Hibride PF (Observado) (Esperado) ¥ 2 P (%)
(MF + PF) ME 27 (MF + PF) 37ME

PF, 50 62 47,25 64,75 0,185 50~70

PF| 72 105 74,67 102,33 0,109 70-80

PF,| 33 58 38,39 52,61 1,078 20-30

PFI 37 70 45, 14 61,86 2,237 10-20

PF, 64 74 58,22 79,78 0,829 30-50

PF, 59 79 58,22 79,78 0,002 95-99

PF, 35 43 32,61 45,09 0,133 70-80

PF, 35 45 33,75 46, 25 0,029 80-90

Desvio 385 536 388, 55 532,45 0,041 80-90

Heterogeneidade 4,562 70-80

(47
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ocorre a restauracao da fertilidade total ou parcial, na pre-

senca simultaneano genotipo de alelos dominantes nos tres lo
cos(RF4—RF5—Rf6—).Os genotipos RF4—RF5—PF6PF6, RF4—PFSPF5

Rf6-, rF4rF4RF5—RF6—, Rf4-rF5rF5rF6PF6, rF4rf4RF5—PF6rF6,

rf4rf4rF5rF5Rf6—e:rF4rF4rf5rf5rF6rF6 produzem a macho-esteri
| idade. I sso significa que os genotipos RF4—Rf5—rf6rf6 e Rf,-
r'FSPFSRfﬁ—, embora apresentem os genes complementares para a
restauracao da fertilidade Rf4 e Rfs ou Rf6, produzem plantas
ME. lsso indica a falta do conjunto de genes modificadores
necessérios para que os genes dupl icados Rfs e Rf6 possam
complementar-se, separadamente, com o Rf4, produzindo a res
tauragao da fertilidade. 0 genétipo RF4—RF5—RF6— causaria
a restauragao da fertilidade, mesmo os genes RFS e RF6' se-
paradamente, nao tendo o complexo genico de modificadores
necessérios para que eles levem a restauracao da fertilida-
de. Todavia, como RFS e RF6 sao genes duplicados, os genes
modif icadores presentes de RFS e RF6 somariam seus efeitos,
resultando em presenca de RF4 plantas com pendao que apre-
sentam restauragao total ou parcial da fertilidade. 0 fato
de ter sido a segregagao da geragao Fy de 27(MF + PF):37ME
indica que tanto os hibridos PFI quanto o PFZ' que deram o-
rigem % geragao F2, eram heterozigéticos para os tres genes
(RF4rF4RFSPFSRF6FF6) e que, provavelmente, a auséncia de al
guns modificadores dos dominantes nao permitiu que os hibri
dos fossem completamente Férteis, mas parcialmente Férteis
(PFI e PFZ)- Desse modo e comparando com os resultados dos
cruzamentos entre as |inhagens 204ME-C e 964MF (Quadros 4
e 7), pode-se concluir que os genétipos Fl heterozigoticos
para tres ou dois genes (RF4Pf4Rf5rf5Rf6rF6 e Rf4rf4rf5rf5
RférFG) podem ser MFs ou PFs (PFI' PF, ou PF3), dependendo

- - ” -
da presenga dos genes modificadores necessarios para que

esses genes principais produzam efeitos sobre a restauracao
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da fertilidade, que pode ser total (MF) ou parcial (PF).

Q0 conjunto de resultados permitiu propor os seguin-

-’ o =
tes genotipos para as |inhagens correspondentes:

264ME-C = rf ,rf rf_rf_Rf RF6

4 45 56
870MF = RF4RF4RF5RFSPF6PF6
964MF = RF4Rf4RF5RF5rF6rF6, RF4RF4rF5rf5rf6PF6 e

RF4RF4RF5rF5rF6rF6

7MF = a ausencia de geragSO F2, resultante da autofecun
dagao de hibridos MF, nao permitiu definir o geno

tipo dessa |inhagem.

Com relagao ao nﬂmero de genes envolvidos na restau-
racao da fertilidade no citoplasma C, MIRANDA (44) tambem
detectou a existencia de tres genes, porém com interagao di
ferente da encontrada neste estudo. A autora considerou que
o alelo dominante RF4 é necessério para a restauragao da
fertilidade e que o gene dominante Rf6 tem efeito epistéti—
co sobre os outros dois genes, inibindo a restauragao da
fertilidade, mas nao atuando na presenca simultanea dos ale
los dominantes nos outros dois locos. Assim, Rf4-RF5-RF6-,
Rf ,-Rf -rfﬁrfé e Rf4—rf5rF5rF6rF6 sao férteis e parcialmen-

4 5

erte -rf - —Rf -
te ferteis e RF4 r SPFSRF6 , rf4rF4Rf5 Rf6 , Pf4rf4rf5rf5

RF6-, PF4rF4RF5-PF6rF6 e PF4PF4PFSPF5PF6PF6 sao estereis. 0
envolvimento de tres genes tambem foi encontrado por JOSEPH
SON et alii (27), porem os resultados foram insuficientes
para determinar o modo de aggo desses genes.

KHEYR-POUR e GRACEN (32) verificaram, na maioria das

|l inhagens por eles estudadas, o envolvimento de um gene
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restaurador. Segundo eles, poucas |inhagens produziram pro-
genie parcialmente fertil, em virtude da ausencia de um se-
gundo gene restaurador complementar.

KHEYR-POUR et alii (34) novamente citaram que o sis-
tema CME-C representa outro exemplo claro da interaggo do

citoplasma e um unico gene nuclear.

4.2. Efeito de Dois Anos sobre a Restauracao da Fertilidade
em Plantas com Citoplasma C

0 Quadro |3 apresenta o resultado da segregagéo da
geragao F2, resultante da autofecundagao de hibridos MF en-
tre as |inhagens 204ME-C e 966MF, avaliada em dois anos. Ob

~ < . ~ .
serva-se nas tres familias que a freqliencia das plantas MF

foi maior no segundo do que no primeiro ano, tendo sido es-
se aumento acompanhado pela reduggo na porcentagem de plan-
tas PF e ME no segundo ano. O decrescimo na porcentagem de
plantas PF foi maior do que na de plantas ME, que, para a
familia trés, mostrou decrescimo desprezivel de apenas 0,56%.

Tais resultados foram reforgados pelos dados da gera
gao Fo oriunda da autofecundacao de hibridos MF entre as
| inhagens 264ME-C e 352MF (Quadro 14). Na segregagao das oi
to familias F2 anal isadas, a porcentagem de plantas MF foi
maior no ano 2 do que no ano |, o acrescimo no ano 2 varian
do de 13,01 a 35,46%. 0 aumento na freqliencia de plantas MF
no ano 2 deveu-se, principalmente, a reduggo entre 6,01 e
27,92% de plantas PF do que de plantas ME, cuja reducao va-
riou de 3,6l a 15,57%.

A analise de variancia para o efeito de ano foi sig-
nificativa, pelo teste F, para as classes MF e PF, sendo de
|% para a geragao FZ’ resultante da autofecundagao de hfbri

dos MF entre as |inhagens 2064ME-C e 966MF, e de 5% para a



QUADRO 13 - Numero e Porcentagem de Plantas na Segregaqgo da GeraggO F,, Resultante da Autofecun
dagao de Hibridos MF entre as Linhagens 264ME-C e 966MF, “em Dois Anos, U.F.V. -

1983 e 1984
£y Ano | Ano 2 Variagao entre os Anos
Familia
MF PF ME MF PF ME MF PF ME

1 (ND) 117 39 61 81 16 26

(%) 53,92 17,97 28,11 65, 86 13,00 21,14 +11,94 ~4,97 -6,97
2 (N) 124 41 74 59 I 27

(%) 51,88 17,16 30,96 60,82 11,34 27,84 +8,94  -5,82  -3,12
3 (N) 106 27 63 45 7 24

(%) 54,08 13,78 32,14 59,21 9,2l 31,58 +5,13  -4,57 -0, 56

Ano |: 24/01/1983 a 21/02/1983 (Periodo de Florescimento mascul ino).
Ano 2: 28/12/1983 a 30/01/1984 (Periodo de florescimento mascul ino).

of



QUADRO 14 - Numero e Porcentagem de Plantas na Segregagao da Geragao F,, Resultante da Autofecun

dagag dos Hibridos MF entre as Linhagens 264ME-C e 352MF, &m Dois Anos, U.F.V.- 1983
e 19384

‘. Ano | Ano 2 Variagao entre os Anos
Familia

MF PF ME MF PF ME MF PF ME

1 (ND) 119 14 110 63 8 36

(%) 44,10 15,20 40,70 58,90 7,50 33,60 +14, 80 -7,70 -7, 10
2 (N9) 92 82 75 65 13 23

(%) 36,95 32,93 30,12 64, 36 12,87 22,77 +27,41 -20,006 “7¢35
3 (N9) 131 43 65 77 4 25

(%) 54, 80 18, 00 27,20 72,64 377 23,59 +17,84  -14,23 -3,61
4 (N?) 73 74 52 70 9 18

(%) 36,70 37,20 26,10 72,16 9,28 18, 56 +35,46  -27,92 -7,54
5 (N7) 98 32 73 73 6 37

(%) 48,28 15,76 35,96 62,93 5,17 31,90 +14,65 -10,59 -4, 06
6 (N2) 109 42 96 52 10 29

(%) 44,13 17,00 38,87 57,14 10,99 31,87 +13,01 -6,01 =7,00
7 (N9) 85 35 99 56 5 42

(%) 38, 81 15,98 45,21 54,37 4,85 40,78 +15,56  =11,13 -4,43
8 (N9) 53 58 102 56 N 32

(%) 24,88 27,23 47,89 56, 57 1,0 32,32 +31,69 -16,12 -15,57

Ly
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geragao F2' resultante da autofecundagao de hfbridos MF en-
tre as |inhagens 264ME-C e 352MF. Isso indica que ocorreu
menor estabil idade as condicoes ambientes da geragao F, ori
ginaria da linhagem 352MF do gue da 966MF. Para a classe ME
o efeito de ano nao foi significativo, evidenciando maior
estabil idade dessa classe quando em diferentes condigoes am
bientes.

Quando a anélise de variancia foi efetuada, agrupan-
do-se em uma ﬁnica classe os tipos de pendoes MF e PF, os
dados da geracao F2‘ originéria da autofecundagao tanto
dos hibridos MF(264ME-C x 966MF) quanto dos hibridos MF(264
ME-C x 352MF), nao foram significativos, indicando que a
significancia das classes MF e PF, quando anal isadas separa
damente, foi devida, principalmente, 5 conversao de plantas
PF em MF no segundo ano. Isto e, alteragoes nas condigoes
ambientes fizeram com que, no segundo ano, algumas plantas
que se deveriam manifestar com pendoes PF convertessem-se em
MF .

Os dados cl imaticos temperatura, umidade relativa do
ar, insofagao e precipitagao foram considerados durante o
periodo de florescimento mascul ino neste estudo (Quadro 2).
Comparando os periodos | e 2, observa-se que a umidade rela
tiva do ar foi de 83,4 e 76,7%, respectivamente, nao poden-
do ser responsavel pela variaggo na porcentagem de plantas
MF e PF nos dois anos, assim como a temperatura media que
nos dois anos foi de 22°C. A precipitagao media de 3,2 mm
dia-l, no periodo 2, foi inferior a do periodo l(iSlmndh;IL
o que nao caracteriza déficit hidrico. Atraves dessas compa
ragoes, destaca-se a in50|3950 como fator diferencial, sen-
do suas medias de 5,4 e 8,1 horas dia | para os periodos |
e 2, respectivamente. E provével que a maior insolaggo veri

ficada no periodo 2 tenha sido responsavel pela manifesta

cao de plantas que seriam PF no ano | em MF no ano 2.
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A restauragao parcial é variével na expressao, poden
do manifestar-se desde a esterilidade a fertilidade pratica
mente normal e comporta-se como independente de fatores condi—_
cionantes da restauragao total. Interagoes da restauracgao par
cial e o ambiente sao geralmente pronunciadas (); condigoes de
calor e seca na epocado florescimento fazem com que restaura-
dores parciais expressem-se menos FértehsecondigSes de frio
e umidade nesta epoca favorecem os restauradores parciais a a-
presentaremuma alta porcentagemde polen fertil (2, 12, 27).

JOSEPHSON et alii (27) analisaram a geragao F e RCI
de hibridos entre |linhagens restauradoras e macho—estéreis
que continham fontes de citoplasma C, RB e EL, pertencentes
ao grupo C, plantados em diferentes locais e em duas épocas
de plantio. Na segregagao dessas geragoes, foram considera-
das as classes MF e ME, sendo a PF agrupada 5 MF. A porcen-
tagem de plantas MF e ME foi variével entre locais e datas
de plantio. A porcentagem de plantas MF variou com o cito-
plasma e com a |linhagem restauradora. Diferencas na segrega
qao devidas ao local sugerem que o comprimento do dia possa
ser um fator controlador (4). DUVICK (12) mencionou que,
sem um conhecimento das condigoes ambientes em que determi-
nado genétipo no citoplasma macho-estéril T tenha sido tes-
tado, nao se pode afirmar que ele deveria ser classiFicédo
como um restaurador, nao-restaurador (estéril) ou restaura-
dor parcial. Essa afirmagao tambem e vélida para genétipos
no citoplasma C, uma vez que os trabalhos mostram a influ-

encia do ambiente na restauragao da fertil idade-.

4.3. Quebra Tardia da Esterilidade Mascul ina

A analise diaria dos tipos de pendoes de hibridos da

geraqao FI, oriunda do cruzamento entre |inhagens ME e MF,
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mostrou a existéncia de algumas plantas que foram, inicial-
mente, classificadas como ME, por nao |iberarem pélen e a-
presentar pendoes tipicamente estéreis, mas que, no entanto,
mostraram uma quebra tardia da esterilidade mascul ina em
comparagao com a das outras plantas dos mesmos cruzamentos.
Desse modo, observou-se, na geragao FI do cruzamento entre
as linhagens 264ME-C e 923MF, uma planta que era aparente-
mente ME, mas, por ter I|iberado, posteriormente, certa quan
tidade de pélen, passou a ser classificada como PF2- Essa
planta PF, iniciou a |liberacao de pélen aos 78 dias, enquan
to outra planta tambem PF, e do mesmo cruzamento iniciou aos
73 dias a liberagao de polen. A semelhanga do que ocorreu
para o cruzamento entre as |inhagens 264ME-C e 923MF, verifi
cou-se tambem na geragao F| do cruzamento entre as | inha-
gens 2064ME-C x 7MF uma planta PF2 que apresentava a quebra
tardia da esterilidade aos 80 dias e que jé havia sido clas
sificada como ME, pelas caracterfsticas do pendao. Outra
planta PF2 do mesmo cruzamento tinha iniciado a | iberagao
de polen aos 74 dias.

Pela anal ise do Quadro |5, observa-se que o hibrido PFZ’
oriundo dohcr'uzamcnto entre as | inhagens 264ME-C e 923MF, que
inicioua l iber'aggo de polen aos 73 dias, quando éutofecundado,
produziu geragao F2, cujas plantas iniciarama |l iberagao de pé!
len no periodo de 70 a 78 dias, exatamente o mesmo periodo gg!
ra a geragEOFz, oriunda de hibrido de quebra tardia da este-
rilidade (78 dias) . Comportamento semelhante ocorreu paraohi
brido PF,, oriundo do cruzamento entre as | inhagens 264ME-C

e 7MF, que iniciou a Iiberagao de polen aos 74 dias e, ao

ser autofecundado, produziu geraggo FZ' que apresentou inf-
cio de liberacao de palen variando de 70 a 79 dias, enquan-
to a planta PF2, que apresentou quebra tardia da esterilida

de mascul ina aos 80 dias, produziu, ao ser autofecundada,



QUADRO 15 - Segregagao da Geragao F,, Oriunda da Autofecundagao de Hibridos PF
beragao de Polen Cedo “e com Quebra Tardia da Esterilidade

Mascul ina,

L 4 & ¥
com Inicio de Li-

U.F.v.- 1984

Inicio da Libera-

cao de Polen do Hi Garagan Fo Total de
"2 bgéﬂggapomr,da N de Plantas MFpara PF nos Respectivos Dias apés Plantio e
(Dias Apos Plantio) 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79  MF:PF ME
(264ME-C x 923MF)& 73 4:1 5:2 2:5 3:6 2:4 1:3 0:2 0:2 0:2 - 17:27 38
|
(264ME-C x 923MF) ' ® 78 8:3 3:1 3:1 2:1 3:3 2:3 0:3 0:1 0:3 -~ 21:19 39
(264ME-C x 7MF)& 74 f:0 3:0 #:2 404 5:3 28 123 0:F 0:2 01 Wpdy 45
(264ME-C x 7MF)'® 80 2:0 5:1 4:1 5:3 5:3 2:6 0:3 0:2 0:3 - 23:22 36
(1) Quebra tardia da esterilidade masculina.

1S
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geragao F que iniciou a liberaqso de palen entre 70 e 78

'
dias. Desze modo, tanto os hibridos F1 que iniciaram produ-
950 de pé]en mais cedo guanto os de quebra tardia da esteri
| idade mostraram o mesmo comportamento na descendencia da
geragao F2' nao havendo tendencia de os hibridOs de quebra
tardia da geracao FI transmitirem essa caracter?stica, pro-
duzindo geraggo F2, que | iberasse pélen por um perfodo mai-
or do que o da geraggo F2, oriunda de hibridos FI' que apre
sentaram |iberacao de polen cedo.

Uma ané!ise mais detalhada dos dados do Quadro 15 mos
tra que, aos 70 dias, para todos os cruzamentos, a maior
freqﬁéncia_Foi sempre de plantas MF com poucas ou nenhuma
planta PF tendo iniciado a liberagao de polen. Ate aos 7|
dias, a freqliencia de MF foi sempre bem maior que a de PF,
mas, a partir de 72 dias, comecou a se inverter a tendencia,
tendo o cruzamento 264ME-C x 923MF apresentado 2 plantas MF
e 5 PF no F2. A partir dos 75 dias, a fregffencia de plantas
PF foi sempre maior do que a de plantas MF, tanto para os
cruzamentos de quebra tardia quanto para os de inicio de li
beragao de pélen cedo; aos 77 dias, soO ocorria o tipo PF;
aos 79 dias, apenas uma planta havia liberado pélen e era
do tipo PF. As plantas PF que |iberaram pélen aos 77, 78 e
79 dias eram tipicamente de quebra tardia da esteri | idade,
com pendoes classificados, inicialmente,como ME, para as plan
tas resultantes de hibridos FI de quebra tardia ou nao. Des
se modo, hibridos da geraggo FI que apresentaram quebra tar
dia da esterilidade ou |iberaram polen cedo nao mostraram
comportamento diferente com relaggo a segregaggo da geraggo

F No entanto, os dois tipos de hibridos FI produziram na

2-
geragao F2 plantas PF de quebra tardia da esterilidade mas-

culina. A causa dessa quebra tardia da esterilidade é ainda
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desconhecida, sendo necessario o aprofundamento de mais es-

tudos para analisar se condigoes de ambiente tem algum efei
to sobre essa caracteristica. Pode ser que a condigao fisio
logica de determinadas plantas PF requeira um minimo de in-
solaggo, fotoperiodismo ou umidade necessarios para que a
planta inicie a |liberagao de polen.

Quebra tardia da esterilidade masculina foi verifica
da por KHEYR-POUR et alii (34) nos cruzamentos entre os ti-
pos N(rfrf) e C(rfrf), explicada, provavelmente, como o re-
sultado de fatores herdados quantitativamente, que agem na
ausencia do gene dominante Rf e expressam uma restauragao
di ferente da conferida por este gene.

KHEYR-POUR et alii (32) observaram que, nos cruzamen
tos entre genotipos C(Rfrf) e C(rfrf), a quebra tardia foi
exibida na pPOQEnie pela maioria das plantas PF. Selegaocmﬂ
tra essa caracteristica mostrou ser efetiva na l inhagem
A632-PR; porém, por ter sido real izada em apenas um local,
nao se tem conhecimento se a esterilidade obtida atraves
dessa selecao manter-se-é em outras condigoes ambientes. Es
sa quebra tardia em |inhagens como a A632 foi atribuida a
falta do gene restaurador Rf, que, possivelmente, estaria
sendo influenciado por varios genes modificadores, bem como
pelas condigoes ambientes.

Os poucos trabalhos existentes acerca de quebra tar-
dia da esterilidade masculina em plantas com citoplasma C
nao sao conclusivos. E possivel que esse fendomeno esteja as
sociado a um rearranjo do mt-DNA, em plantas macho-estéreis,
razao por que se faz necesséria a realizagcao de estudos
mais detalhados em niVel molecular, para comparagao do mt-
DNA de plantas macho~estéreis com o de plantas com quebra
tardia da macho-esterilidade, oriundas do cruzamento entre

os tipos C(rfrf) e seu respectivo mantenedor N(rfrf).
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4.4. Influencia de Diferentes Niveis de Adubagao Nitrogena-
da sobre a Restauracao da Fertilidade

Na tentativa de detectar o efeito de condigoes ambi-
entes sobre a restauragao da fertilidade, foi testada a in-
fluencia de diferentes niveis de adubacao nitrogenada sobre
a segregagao da geragao F2’ oriunda da autofecundaggo de hi
bridos MF, resultantes dos cruzamentos 264ME-C x 894MF e
264ME-C x 914MF. Os niveis de adubagao nitrogenada de i3,

27 e 40 kg de hitrogenio/ha, corresponderam aos tratamen-
tos: "ausencia de adubagao em cobertura” (so a adubagao do
plantio), "metade da adubagao em cobertura” (adubagao no
plantio foi normal) e “adubagao normal” (1/3 do adubo nitro

genado no plantio e 2/3 em cobertura), respectivamente.

Conforme se pode observar nos Quadros 16 e 17, para
cada Familia segregante da geraqso F2 houve constancia na
distribuigao da porcentagem de plantas MF, PF e ME submeti-
das aos tres niveis de adubaggo nitrogenada, nao se detec-
tando, portanto, efeito de n;veis de nitrogenio sobre a res
tauragso da fertil idade, o que foi confirmado por meic da a
nal ise de variancia, mostrando a ngo—significancia dos tra-
tamentos, pelo teste F, a 5% de probabilidade. Verifica-se,
dessa forma, que a adubaggo normal que vem sendo empregada
nos experimentos de estudo da restauracgao da fertilidade,
bem como um déficit de, aproximadamente, 27 kg de nitroge-
nio/ha na adubagcao, nao interfere na segregacao das diver-
sas familias.

DUVICK (12), baseado em nimero limitado de testes,

concluiu que excesso de adubagao nitrogenada tende a redu-

zir a fertilidade do péien de restauradores parciais.



QUADRO 16 - Nimero e Porcentagem de Plantas na Segregaggo da Geragao F3, Resultante da Autofecun-
dagao de Hibridos MF entre as Linhagens 264ME-C e 894MF, Considerando Diferentes Ni-
veis de Adubagao Nitrogenada, U.F.V. - 1985
Mibaass B | Metade da Adubagao de Ausencia de Adubagao
Familia HERRED Beas Cobertura de Cobertura
MF PF ME MF PF ME MF PF ME
I (N) 61 6 14 76 7 16 53 4 12
(%) 75,30 7,40 17,28 76,77 7,07 16,16 76,81 5,80 17,39
2 (N9) 131 14 32 161 20 37 P 9 28
(%) 74,00 7.90 18,10 73,86 9,17 16,97 75,17 6,04 18,79

¢



QUADRO |7 - Numero e Porcentagem de Plantas na Segregagso da Geraggo Fo, Resultante da Autofecun-

daggo de Hibridos MF entre as Linhagens 264ME-C e 914MF, Considerando Diferentes

veis de Adubagao Nitrogenada, U.F.V. - 1985

Ni-

Adubagao Normal

Metade da Adubagao

de Cobertura

Auséncia de Adubagao

de Cobertura

Familia
MF PF ME MF PF ME MF PF ME
I (N9) 56 6 14 35 5 10 61 3 16
(%) 73,70 7,90 18,40 70, 00 10, 00 20, 00 76, 25 3,75 20, 00
2 (N9) 66 5 12 28 I 4 49 3 9
(%) 79, 52 6, 02 14,46 84, 85 3,03 12 12 80,33 4,92 14,75
3 (N) 80 4 10 28 | 4 56 3 1l
(%) 85,10 4,26 10, 64 84, 85 3,03 12,12 80, 00 4,29 15,71
4 (N?) 72 6 16 129 9 37 118 12 27
(%) 76,60 6,38 17,02 73,70 515 21,15 75,16 7,64 17, 20
5 (ND) 79 7 16 Il 6 30 106 6 19
(%) 77,45 6, 86 15,69 75,51 4,08 20, 41 80,92 4,58 14, 50

o<
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4.5. Numero de Folhas Acima e Abaixo da Primeira Espiga da
Plantas MF e ME Oriundas de um mesmo RCI

No Quadro I8, encontram-se as medias do numero de fo
lhas acima e abaixo da primeira espiga de plantas MF e ME,
or iundas do RCI de hibPidOS 264ME-C x 964MF (Classes fenoti
picas MF, PFZ e PF3) com a |inhagem 264ME-C. Conforme se po
de observar, o RC| do h?brido MF produziu plantas ME que a-
presentaram a media do nﬂmero de folhas acima da primeira
espiga de 5,70, enquanto a média para as plantas MF foi de
4,90. Com relagao ao n@mero de folhas abaixo da primeira es
piga, a media foi de 8,20 para as plantas ME e de 7,95 para
as plantas MF. 0 RCl do hibrido PF2 produziu a mediade 5,60
folhas acima da primeira espiga para as plantas MEede 4,70
para as plantas MF. Ja para o numero de folhas abaixo da
primeira espiga, a média foi de 7,50 para as plantas ME e

7,80 para as plantas MF. O RC, de hibridos PF, produziu a

I 3

media de 5,50 folhas acima da primeira espiga para as plan-
tas ME e de 4,85 para as plantas MF. Para as folhas abaixo
da primeira espiga a media foi de 7,70 para as plantas ME e
de 8,05 para as plantas MF.

As anal ises de variancia dos dados mostraram que o
maior numero de folhas acima da primeira espiga para as plan
tas ME foi significativo, pelo teste F, a 1% de probabilida
de, tanto para o RC, de hibridos MF quanto de PF, e PF3-
Por outro lado, para o numero de folhas abaixo da primeira
espiga nao houve diferenca significativa entre as plantas
MF e ME, oriundas do RCI de plantas MF, PF2 ou PF3.

A diferenga no numero de folhas acima da primeira es
piga entre as plantas MF e ME nao esté unicamente associada

ao citoplasma, visto que tanto as plantas MF quanto as ME

apresentavam o citoplasma C, uma vez que o RCI foi efetuado
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QUADRO I8 - Medias do Numero de Folhas Acima e Abaixo da Pri
meira Espigade Plantas MF e ME, Oriundas do RCI

de Hibridos 264ME-C x 964MF(MF, PF, e PF ) com
a Linhagem 264ME-C, U.F.V. - 1986
i s P NS de Fglhas Acima NS de Fglhas Abai xo
P da |. Espiga da |. Espiga
Hibrido F, MF ME MF ME
MF 4,90 5,70 2¢95 8, 20
PF, 4,70 5,60 7,80 7,50
PF3 4, 85 5,50 8,05 7.,70
usando a |inhagem 264ME-C como progenitor recorrente. E pos

sivel que isso esteja associado a diferenga entre as intera
coes Genotipo nao-restaurador (ME) x Citoplasma C e Genotipo
restaurador (MF) x Citoplasma C. Essa diferenga no numero
de folhas acima da primeira espiga entre plantas UYF e ME e
um efeito indireto da esterilidade mascul ina, uma vez que o
numero de folhas ja esta definido antes da meiose da celu-
la-mae do grao de polen.

Diferengcas dessa natureza foram tambem obtidas por
GROGAN e SARVELLA (23), ao comparar |inhagens com citoplas-
ma normal e suas versoes de genétipo restaurador e nao-res-
taurador com citoplasma T. Embora o efeito da restauracao
no citoplasma estéril sobre a morfologia das plantas tenha
produzido alguns resultados irregulares com consideraveis in
fluencias genotipicas e ambientes, foi verificado que, na
maioria dos casos, o complexo genotipo restaurador-citoplas
ma T foi efetivo em reduzir o numero de entrenos acima da
primeira espiga.

Hibridos simples com citoplasma T mostraram reducao

»
no numero de folhas acima da primeira espiga, quando
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comparados com a sua versao com citoplasma normal (12, 37).
DUVICK (12) mencionou que essa redugao no numero de folhas
varia de 1-2%, sendo devida ao citoplasma T e nao sendo afe
tada pelo genotipo do hibrido (verséo restaurada ou nao—reg

taurada) .



5. RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho, conduzido na Universidade Federal de
Vigosa, compreendeu o estudo de:

a) Mecanismo genetico controlador da restauraggo da
fertilidade em plantas com citoplasma macho-esteril tipo C,
em milho. Para isto, foram utilizados a geragao Fyeo RCI
de hibridos MF e PF, oriundos do cruzamento entre |inhagem
com citoplasma normal e |inhagem macho-estéril com citoplas
ma C. Por meio da segregacao da geragao FZ e do RCI foram a
nal isadas, pela formula do X? ajustado, as pPOporgaes de
plantas (MF + PF):ME que permitiram determinar quantos ge-
nes estao envolvidos na restauragao da fertilidade de plan-
tas com citoplasma macho-esteril do tipo C.

b) Efeito de dois anos sobre a segregagao dos tipos
de pendoes da geragEO FZ' As espigas das familias de gera-

cao F,, oriundas de um mesmo cruzamento, foram divididas ao

meio e plantadas em epocas distintas.

60
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c) Efeito de trés niveis diferentes de adubacao ni-
trogenada (13, 27 e 40 kg de nitrogenio/ha) sobre a segrega
gao dos tipos de pendoes da geragao F2' As espigas das Fami
lias de geragao F, foram divididas em tres partes, tendo si
do cada uma submetida a um dos niveis de adubagao.

d) Inicio de liberagao de polen em plantas da gera-
ggo F2, oriunda da autoFecundagEo de hibridos PF2, que apre
sentaram inicio de Iiberagao de polen cedo ou quebra tardia
da esteril idade mascul ina. A avaliaggo do inicio de |ibera-
950 de pélen e tipo de pendao na progenie de geracao F2 des
ses hibridos PFZ’ com e sem quebra tardia da esteri |l idade
mascul ina, foi real izada, diariamente, por todo o periodo
de florescimento.

e) Efeito do citoplasma na morfologia da planta por
meio da determinagao do numero de folhas acima e abaixo da
primeira espiga em plantas MF e ME na progenie do RCI de hi

bridos MF, PF2 e PF,. A contagem do numero de folhas foi e-

fetuada ao final do3florescimento mascul ino.

Pela anal ise, interpretagcao e discussao dos resulta-
dos, concluiu-se que:

) A restauracao da fertilidade em plantas com cito-
plasma C resulta da interagao de tres genes independentes
(RF4/rF4, RFS/PFS e RFé/rfﬁ). A hipotese que melhor se ajus
tou @o conjunto dos dados obtidos indica que o mecanismo de
restauracao do citoplasma C é um caso de interagao genica

de genes complementares e duplicados, em que o gene dominan

te RF4

RF6- Na ausencia do dominante RF4(rF4rF4), mesmo em presen-—

complementa=se com os dominantes duplicados RFS e/ou

¢a dos duplicados dominantes RfS e Rfé, nao ha a restaura-
¢ao, uma vez que nao existe a complementagcao necessaria pa-

ra expressar a fertilidade. Assim, tem-se que os genotipos



62

RF -Rf .-RF¢-, RF -Rf —rforfo e RF -rf rf RF - sao ferteis
ou parcialmente Férteis e RF4-PFSP¥SPF6PF6, rf4PF4RF5-PF6
rF6, Pf4rf4rf5rF5Rf6—, PF4PF4RF5—RF6— e rF4PF4rf5PF5rF6PF6

sao estereis. Para a completa restauracao da fertilidade em
plantas com citoplasma C e necessaria, alem da complementa-
ridade entre os genes restauradores, a presenca de um com-
plexo genico de modificadores para cada um desses restaura-

dores.

Os resultados permitiram propor os provaveis genoti-

pos das seguintes | inhagens:

264ME-C: rf4rF4rf5Pf5Rf6RF6
870MF : RF4RF4RF5RF5PF6PF6
O6AMF:  Rf R RF RFrferfo, RFRE rforf rforfo e

RF4RF4RF5Pf5PF6PF6

2) 0 efeito de dois anos sobrc a segregagao dos ti-
pos de pendoes da geragao FE' resultante da autofecundacao
dos hibridos MF, entre as linhagens 264ME-C x 966MF e 264
ME-C x 352MF, mostrou que a expressao do grau de fertil ida-
de parcial e altamente influenciada pelo genotipo e condi-
coes ambientes.

3) Trés niveis diferentes de adubagao nitrogenada: a
dubagao normal, metade da adubagao em cobertura e ausencia
de adubaggo em cobertura, correspondendo, respectivamente ao
total de 13, 27 e 40 kg de nitrogéenio/ha, mostraram nao ter
nenhum efeito sobre a segregagao dos tipos de pendoes da ge

ragao For resultante da autofecundagao dos hibridos entre

as |linhagens 264ME-C x 894MF e 264ME-C x 9I14MF.
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4) Hibridos PFZ, oriundos dos mesmos cruzamentos 2604
ME-C x 923MF e 264ME-C x 7MF, com inicio de |liberagao de po

len cedo ou quebra tardia da esterilidade mascul ina, quando

autofecundados, produziram geragao F2 que nao diferiu com
relaggo a segregaggo, no que se refere ao numero de dias a-
pos plantio para inicio da liberagao de polen.

5) 0 numero de folhas acima e abaixo da primeira es-
piga foi determinado em plantas ME e MF, resultantes do RCI
de hibridos 264ME-C x 964MF(MF, P, o PFS) com a |inhagem
264ME-C. As plantas ME apresentaram maior nﬂmero de folhas
acima da primeira espiga, tendo sido essa diferengca signifi
cativa, pelo teste F, a 1% de probabilidade. Isto possivel-
mente seria explicado pela diferenga entre as interacoes ge
nétipo restaurador (MF) x Citoplasma C e genétipo nao-res-
taurador (ME) x Citoplasma C. Com relacao ao numero de fo-
lhas abaixo da primeira espiga, nao houve diferenca signifi

cativa entre as plantas ME e MF.
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QUADRO 1A - Temperatura (T), Umidade Relativa do Ar (UR),
Insolagao e Precipitagao (PPT) durante o Perio-

do | (24/01/83 a 21/02/83)

T UR Insolaggo PPT
Data o

(°C) (%) (Horas) (. mm)

24/1/83 21,3 87 3,9 6,8
25/1/83 20,5 80 0,9 0,2
26/1/83 21,4 84 3,6 0,0
27/1/83 22,0 82 6,5 0,0
28/1/83 22,1 80 11,5 0,0
29/1/83 22,3 77 10,9 0,0
30/1/83 21,8 79 L, 0 0,0
31/1/83 22.4 80 6,8 0,0
01/2/83 2%, 2 76 0,3 0,2
02/2/83 20,9 89 0,0 19,0
03/2/83 19,8 92 0,0 1id
04/2/83 22,5 85 5,6 0,0
05/2/83 22,8 86 6,3 5,6
06/2/83 22,6 84 4,3 0,0
07/2/83 22, 1 83 5,0 0,0
08/2/83 21,7 86 1,4 18,7
09/2/83 20, 6 88 0,2 7.4
10/2/83 21,2 95 0,0 50,0
11/2/83 22,8 85 4,4 0,3
12/2/83 23,8 83 i 39,0
13/2/83 22.6 86 2.7 0,7
14/2/83 24, | 77 8,0 0,0
15/2/83 22,0 82 8,3 0,0
16/2/83 21.8 80 11,6 0,0
17/2/83 23,2 79 11,5 0,2
18/2/83 23,0 84 6, 3 0, |
19/2/83 22,5 86 6,0 7,6
20/2/83 21,6 84 4,6 7,0
21/2/83 22,7 81 ; 4,8
Media 22,05 83,45 5,38 5, 83

Desvio-Padraoc  +0,95 +4,31 + 3,69 + 11, Fo
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QUADRO 2A - Temperatura (T), Umidade Relativa do Ar (UR),
Insolagao e Precipitacao (PPT) durante o Perio-

do 2 (28/12/83 a 30/01/84)

Data T UR Insolacgao PPT
c) (%) (Horas)  (mm)
28/12/83 21,3 81 3,7 10,4
29/12/83 21,5 82 5,2 0,0
30/12/83 22,2 75 9,8 0,0
31/12/83 21,8 74 9: 5 0,0
01/01/84 21,8 76 9,4 0,0
02/01/84 22,2 71 9,2 0,2
03/01/84 22,4 72 11,6 0,0
04/01/84 23,5 74 10, 8 0,0
05/01/84 23,7 73 6,6 51
06/01/84 22.6 87 6,8 3,2
07/01/84 23,3 81 10, 4 0,0
08/01/84 22,8 83 4,8 0,0
09/01/84 22,6 78 9,5 0,0
10/01/84 22,9 78 I,8 0,0
11/01/84 23,3 71 9,8 0,0
12/01/84 3 58 123 0,0
13/01/84 23,6 60 12,2 0,0
14/01/84 22,5 57 12,1 0,0
15/01/84 24,3 59 12,3 0,0
16/01/84 23,7 66 12,2 0,0
17/01/84 23,3 70 10,4 T4
18/01/84 23,3 77 10,2 4,0
19/01/84 23,7 76 I, 8 0,0
20/01/84 23,5 84 7,6 0,2
21/01/84 21,6 88 I,6 0,0
22/01/84 22,7 93 5,2 33,0
23/01/84 20,0 90 0,0 8, |
24/01/84 20,9 85 2,5 18,3
25/01/84 20,9 87 I,6 3, 2
26/01/84 21,3 88 2,5 5,8
27/01/84 21, 1 83 6,0 9,1
28/01/84 23,4 77 5:5 0,0
29/01/84 225 75 9,3 0,0
30/01/84 22,5 79 11,8 0,0
Media 22,53 76,71 8,12 3,18

Desvio-Padrao +1,00 + 9,607 +3,64 +6,62
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QUADRO 3A - Temperatura (T), Umidade Relativa do Ar (UR),
Insolagao e Precipitacao (PPT) durante o Perio-

do 3 (29/12/85 a 15/01/86)

— ¥ UR Insolagao PPT
{"C) (%) (Horas) (mm)

29/12/85 19,9 91 0,0 2,9
30/12/85 20, 8 90 2,3 0,4
31/12/85 22,1 85 3,3 184, 8
01/01/86 20,0 92 1,7 8,2
02/01/86 22,3 87 3,7 9,4
03/01/86 21,0 76 10,4 0,0
04/01/86 21,5 83 7.3 0,0
05/01/86 22,5 93 0,9 6,5
06/01/86 21, 1 86 0,2 0,0
07/01/86 20,7 85 1,2 18,5
08/01/86 21,0 94 0,0 30,0
09/01/86 21,7 90 2,2 4,4
10/01/86 22,7 89 2,0 0, !
11/01/86 22,3 86 4,7 1,2
12/01/86 22,9 82 4,9 16,0
13/01/86 22,6 &7 3,4 7,9
14/01/86 21,3 86 0,9 2,8
15/01/86 21,2 87 0,8 0,0
Media 21,60 85,76 4,23 5,16

Desvio-Padrao +0, 84 +5, 04 +3, 88 +7,68
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QUADRO 4A - Temperatura (T), Umidade Relativa do Ar (UR),
Insolacao e Precipitacao (PPT) durante o Perio-

do 4 (01/12/86 a 14/12/86)

Data T UR Insolagao PPT
(°c) (%) (Horas) (mm)
01/12/86 22,1 82 0,2 1.3
02/12/86 23,2 59 3,2 0,0
03/12/86 25,2 73 9,1 0,0
04/12/86 25,9 63 9,6 0,0
05/12/86 25,7 66 10,6 0,0
06/12/86 24,4 76 o I, 4
07/12/86 22,9 89 6, | 10,7
08/12/86 22,9 82 3:7 5,6
09/12/86 21,3 90 0,2 9,8
10/12/86 22,1 89 3,8 1,0
11/12/86 22,6 82 78 55,8
12/12/86 23, 1 79 55 0,0
13/12/86 23,2 79 8,2 15,8
14/12/86 21,9 94 V7 10,4
Media 23,32 78,79 5,46 7,99

Desvio-Padrao +1,39 +10, 15 +3, 29 +14,21
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QUADRO 5A - Numero de Folhas, Acima e Abaixo da Primeira Es

piga, de Plantas MF e ME, Oriundas do RCI de HE
bridos MF(264ME-C x 964MF) com a Linhagem 264
ME-C

NS de Folhas Acima N de Folhas Abaixo
da 19 Espiga da 19 Espiga
MF ME MF ME
4 5 9 9
5 6 7 7
5 5 9 10
4 6 10 7
5 5 9 10
5 6 9 9
5 6 8 10
5 6 8 8
4 6 8 8
5 6 9 Y
5 6 7 7
5 5 7 8
4 5 7 7
4 6 8 7
5 6 8 8
3 6 7 9
5 6 8 8
6 6 8 7
6 5 6 9
6 6 7 7

Media 4,90 5,70 7.95 8, 20
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QUADRO 6A - Nimero de Folhas, Acima e Abaixo da Primeira Es
piga, de Plantas MF e ME, Oriundas do RC, de HE
bridos PF2 (264ME-C x 964MF) com a Linhagem 264

ME-C
o ) o .
N. de Fglhas Acima N. de Folgas Abaixo
da |. Espiga da |. Espiga
MF ME MF ME
5 5 7 8
5 5 8 7
5 6 7 8
5 6 i 9
6 5 9 7
4 6 8 /i
4 5 8 7
3 6 9 7
5 6 8 8
5 6 7 7
Media 4,7 5,6 7,8 2,5
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QUADRO 7A - Numero de Folhas, Acima e Abaixo da Primeira Eﬁ
piga, de Plantas MF e ME, Oriundas do RC, de Hi
bridos PF, (264ME-C x 964MF) com a Linhagem 264

ME-C 3
NT de Fglhas Acima NS de Folhas Abaixo
da |. Espiga da |. Espiga
MF ME MF ME
6 5 10 6
4 5 7 6
4 6 9 7
3 5 8 10
5 6 9 9
5 5 8 10
4 7 8 9
5 5 7 6
5 5 12 7
6 6 7 8
5 5 8 7
6 6 7 7
5 6 9 9
4 6 8 8
5 5 7 8
5 5 6 8
5 6 9 6
5 5 8 9
5 5 7 7
5 6 7 7

Media 4,85 5,50 8,05 7,70
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QUADRO 8A - Analise de Varianciados Parametros NS de Folhas,
Acima e Abaixo da Primeira Espiga, de Plantas
MF e ME, Oriundas do RC do Hibrido MF(264ME-C
x 964MF) com a Linhagem 264ME-C

aM
FV Gils K: da Folhas NS de Folhas
Acima da |. Abaixo da |.
Espiga Espiga
Tratamentos (MF, ME) 1 6,40 ** 0, 63
Residuo 38 0,32 .

#% Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.

QUADRO 9A - Analise de Variancia dos Parametros N. de Fo-
lhas, Acima e Abaixo da Primeira Espiga, de

Plantas MF e ME, Oriundas do RC, do Hibrido PF

(264ME-C x 964MF) com a Linhagem 264ME-C s
QM
o o
FV G.L. N. de Folhgs N. de Folhas
Acima da |. Abaixo da 1%
Espiga Espiga
Tratamentos (MF, ME) I 10,55 ## 0,45
Residuo 18 0,47 0, 56

*% Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.
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QUADRO 10A - Analise de Varidncia dos Parametros N- de Fo-
lhas, Acima e Abaixo da Primeira Espiga, de
Plantas MF e ME, Oriundas do RC, do Hibrido
PF3(264ME—C x 964MF) com a Linhagem 264ME-C

QM
FvV -8 . -
N. de Folhas N. de Folhas
Acima da 1° Abaixo da 19
Espiga Espiga
Tratamentos (MF, ME) | 4,22 *x 1,22
Residuo 38 0,46 1,77

#*%* Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.

QUADRO I1A - Analise de Variancia dos Dados do Quadro 13,
para as Classes MF, PF e ME, em Dois Anos

QM
Ps¥s GeL.
MF PF ME
Anos [ 112,75 * 39,32 # 18,9
Residuo 4 6,77 4,27 16,13

* Significativo, pelo teste F, a 5% de probabilidade.
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QUADRO 12A - AnéIiSe de Variancia dos Dados do Quadro 14, pa
ra as Classes MF, PF e ME, em Dois Anos

QM
F.V. E.1.
MF PF ME
Anos I 1815, 19 #** 880, 84 200, 61
Residuo 14 64, 64 44,19 59,12

*¥¥% Significativo, pelo teste F, a 1% de probabil idade.

QUADRO I13A - Analise de Variancia dos Dados do Quadro 13, pa

ra o Agrupamento das Classes MF e PF, em Dois

Anos
QM
F.V. -
MF
Anos I 18,901/
Residuo 4 16,14

1/ Nao-significativo, pelo teste F, a 5% de probabil idade.
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QUADRO 14A - Analise de Variancia dos Dados do Quadro |4, pa
ra o Agrupamento das Classes MF e PF, em Dois

Anos
QM
F.V. G.L.
MF
Anos I 200,651/
Residuo 14 59,12

1/ Nao-significativo, pelo teste F, a 5% de probabilidade.

QUADRO I5A - Analise de Variancia dos Dados do Quadro 16, pa
ra as Classes MF, PF e ME dentro de Cada Fami-
|l ia Segregante, Considerando Tres Niveis Dife-
rentes de Adubagao Nitrogenada

QM
Fu¥a G.L.
MF PF ME
Blocos (Familias) |
Tratamentos 2 0,92l/ 4;491/ |,63L/
Residuo 2 1, 20 1,69 0,215

1/ Nao-significativo, pelo teste F, a 5% de probabilidade.

QUADRO 16A - Analise de Variancia dos Dados do Quadro 17, pa
ra as Classes MF, PF e ME dentro de Cada Fami-
| ia Segregante, Considerando Tres Niveis Dife-
rentes de Adubacao Nitrogenada

QM
F.V. G.L.
MF PF ME
Blocos (Familias) 4
Tratamentos 2 0,87l/ 2,561/ 4,681/
Residuo 8 8,78 3,53 5,03

1/ Nao-significativo, pelo teste F, a 5% de probabilidade.



