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1 - INTRODUGZO

O aproveitamento do vigor de hIbrido no milho obtido do erum
zamento entre linhagens endogimicas foi primeiramente relatado nos traba
lhos de Bast (1908) e Shull (1909). Entretanto a utilizagao da pritica
do milho hfbrido nao pode ser feita de imediato devido & baixa produgao
de semeénte das linhagens parentais utilizadas. Levando em conta esta bai_
xa produtividade, anes (1918) sugeriu o emprégo do cruzamento entre hi-
bridos simples, o que resulta na formagao do hibrido duplo. Isto veio a
ser de grande utilidade, pois tornou possIvel a utilizagao do milho hibri
do em escala comercial (SPRAGUE, 1955).

Para a produggo do milho hiIbrido pléntam—se, em campos de
despendoamento, os hibridos simpies parentais, geralmente em uma propor-
¢ao de seis fileiras femininas para duas masculinas. Na &poca da flora-
¢ao as fileiras do hfbrido que funciona como fémea, devem ser despendoa~
das, sendo 0 suprimento do pélen feito pelas plantas do outrohfbrido sim
ples. Apesar de simples, esta pastragﬁo acarreta um custo mais elevado
da semente devido & necessidade de mio de obra abundante em uma época dg
terminada, bem como os possiveis danos as plantas podem prejudicar a pro
dugdo de sementes. (JUGENHEIMER, 1959). ]

Com o descobrimento da esterilidade maséulina em milho
(EHOADES, 1931—1933), hou¥e a possibilidade de usar—%e plantas castradas
em forma natural. Esta esterilidade & condicionada pelo citoplasma e por
tanto transmitida pelo lado materno. Nao obstante, éxistem genes queres
tauram a fertil@dade nas plantas que possuem citoplasma macho estéril.
Os genes restauradores da fertilidade apresentam—se com diferentes fre -
quéncias nas distintas ragas e variedades do milho. (EDWARDSON, 1955) e
(BROOKS, 1961).

No caso do citoplasma macho estéril tipo T (Texas), com o

qual foi desenvolvido nosso trabalho, os genes restauradores sao os ge—



nes complementares dominantes Rfl e Rf2. Tem sido amplamente verificadc
que o gene Rf2 ocorre com uma alta frequdncia em todos os milhos estuda-
dos, enquanto que o gene Rfl se encontra em frequéncia varidvel nas dife
rentes ragas e variedades. ‘

® portanto de ipterésse determinar ou testar se aspossiveis
linhagens que entram na formaggo do hibrido possuem os genes para a res—
tauragao da fertilidade e assim produzir hibridos que nos permitam apro-
veitar o uso da esterilidade masculina citoplasmidtica.

Existe também a possibilidade de se utilizar genes restaura
dores da fertilidade na obtengao de hibridos varietais. Assim podemoses
colher uma variedade A, com o genétipo Rfl Rfl. Pode~se assim fazer a
transferéncia do citoplasma T para a outra variedade progenitora B.

Como determinou BLICKENSTAFF et al. (1968) o gene Rfl, ne-
cessirio para a restauragao da fertilidade no citoplasma T, esti locali-
zado no cromossomo 3 a 20,8 unidades de permuta genética do locus 1g2. E
xiste entao a possibilidade de selecionar o genbtipo Rf1l Rfl através da
ligagao com 1g2; 8&ste procedimento nos daria o seguinte genétipo Rfl
Rf1l 1g2 1g2, que além de ter o gene restaurador da fertilidade daria plan
tas que apresentariam fdolhas eretas. Informagaeé recentes indicam que
tais plantas permitem maior densidade de plantio, uma realizagao mais e-
Tetiva da fotossIntese, e por conseguinte um incremeﬁto né prodngao.
(PENDLETON et al. 1968).

Podem—~se estabelecer certas relagoes quando se comparam o0s
diferentes tipos de germoplasmas e ragas empregadas,‘com relagao ao gene
restaurador da fertilidade (Rfl), o que dard um conhecimento maior dasgqi
riedades testadas. Também pode-se ter uma informagao da infludnecia dos
genes modificadores e a interagao genétipo x ambiente, sdbre a agao dos
genes restauradores da fertilidade Rf1 e Rf2.

A finalidade do presente trabalho & obter informagoes sdbre

as frequéncias de plantas macho férteis e macho estéreis em cruzamentos



envolvendo algumas ragas e variedades de milho, cruzadas com plantas ma-
cho estéreis devido ao citoplasma T. Procura-se ainda, obter indicagoes
sdbre frequéncias de genes restauradores nos diferentes: germoplasmas e ve
rificar se h& algum relacionamento entre os diferentes tipos raciais e as
frequéncias cobtidas. Originalmente pensou—-se também na possibilidade de
se utilizar algumas das variedades em programas de cruzamentos intervari
etais com o concurso da esterilidade masculina. Bste objetivo ficou en-

tretanto prejudicado pelo aparecimento do patégeno Helminthosporium may—

dis raga T, altamente virulento para as plantas com citoplasma T.



2 — REVISXO DA LITERATURA

2.1 - Fontes d= Esterilidade Masculina

O primeiro a descrever um tipo de esterilidade masculina foi
RHOADES (1931-1933) quando relatou a descoberta de um tipo de esterilida
de masculina citoplédsmitica. O material foi coletado em Arequipa (Peru),
denominando-se com o nome de Peruana. Concluiﬁ que a transmissao déste
tipo de esterilidade masculina é pelo lado materno e que os genesnao tém
influéncia do cariter em questao.

Mais tarde na Argentina GINI (1939) descreveu que em uma va
riedade conhecida como "Amargo Blanco", se apresentou um caso de esteri-
lidade masculina na qual uma interagao gendtipo x citoplasma especifico
era necessérié para o aparecimento da esterilidade. Encontrou que depen

“dendo do parente masculino, algumas progénies segregavam para plantas mg
cho férteis e plantas macho estéreis, enquanto que outras sé apresenta -
vam plantas macho estéreis.

Posteriormente, trabalhando na procura da esterilidade citg
plasmitica JOSEPHSON e JENKINS (1948), relataram que éom a linhagem Ind
36-16 nos hibridos, apresentavam-se casos de esterilidade quando a linha
gem em particular era usada como fémea do cruzamento simples. A manifqg
tagao do cariter macho esterilidade, além disso, nao dependia s6 da agao
do citoplasma, pelo contrdrio parecia existir uma interaggo do citoplas—
ma X gendtipo na éxpressgo do cariter. A expressao da esterilidade era
grandemente influenciada pelo ambiente. Encontraram linhagens, que res-
bauravam a fertilidade e que um nimero minimo de 2 genes estavam envolvi
dos neste processo.

Outro tipo de citoplasma estéril & relatado por GABELMAN
(1949) e JONES (1950—1951), quando descrevem uma série de cruzamentos
que envolveram o tipo de milho iojap, que induz um tipo de esterilidade

masculina citoplasmitica. A esterilidade apresenta-~se pela falta de um
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desenvolvimento normal do pblen. JONES (1950) afirma que trabalhou com
o mesmo tipo de esterilidade descrito por RHOADES (1931).

Tamb&m RHOADES (1943-1950) apresentou evidéncias s8bre 8ste
tipo de esterilidade; relatou que em uma série de cruzamentos envolven-
do o gene ioJap, havia uma elevada frequédncia de plantas que mostravam ci
toplasma macho estéril. Os trabalhos revelaram que &ste gene afeta os
plastidios, que produzem mitagao de um fator secunddrio do citoplasma o
qual estd relacionado com o desenvolvimento do pélen.

Com wmwa base genética aparentemente diferente & descrito um
tipo de esterilidade por SCHWARTZ (1951). Neste caso a esterilidade de-
pende de um citoplasma especifico [:rk um gene ls para esterilidade e um
gene dominante supressor S Ga s associado a um efeito gametofitico. En-
t20 o macho apresentaria o seguinte genStipo [:]+ Ms ms 5% 2,

Un citoplasma macho estéril de uma origem diferente & rela-
tado por ROGER e EDWARDSON (1952). Véarios tipos estéreis foram encontra
dos na variedade lMexican June e subsequentemente na variedade Golden Ju-
nes; encontraram uma linhagem macho estéril T x 203, que ao ser cruzada
com as outras transmitia a esterilidade. A sesguir cruzando esta nova fon
te com v4rias linhagens e examinando tddas as progénies, algumas das Fl
eram completamente estéreis, outras o foram parcialmente. Esta nova fon
te & conhecida como Texas ou simplesmente T.

No Brasil DRUMMOND (1966) relata a descoberta de material ma
cho estéril em v&rios milhos locais. Encontrou macho-esterilidade cito-
plasmética numa variedade de milho branco dentado do Parand, na varieda-
de Armour e no milho Cunha de Goids. A esterilidade destas fontes apre-~
senta os mesmos requerimentos genéticos que o citoplasma T, para a res-—
tauragao da fertilidade. Encontrou também esterilidade masculina na va-

riedade Charrua, onde os requerimentos genéticos para a restauragao sa0

+ [ Citoplasma estéril especifico.



diferentes.

JONES (1957) descreveu um caso diferente de esterilidademasg
culina citoplasmitica, em um material cedido por Jenkins, e que apresen—
tave variagoes no grau de fertilidade nos cruzamentos, desde completa es
terilidade a uma total fertilidade. A fonte descoberta por Jenkins € co
nhecida com USDA ou sdmente S.

‘ Com relagao aos diferentes tipos de esterilidade em milho,
DOVICK (1959) relatou que mais de uma centena de fontes de esterilidade
masculina tém sido descobertas, mas gue as provas genéticas indicam que
. todo o' material se resume a dois tipos T ou S. Désses, o citoplasma T &
extensamente empregado na produggo do milho hibrido. '

A Pambém DUVICK (1965) em uma extensa revisio bibliogréficaco
mo conclusao indica duas fontes de esterilidade: Texas (T) e USDA (S).
Bstas duas fontes podem diferenciar—se por: a) necessitar de diferentes
genes restauradores da fertilidade; b) grau de fertilidade das plantas
heterozigotas restauradas; c¢) aparéncia fenotipica das anteras, pois en
quanto que'nas plantas totalmente estéreis com citoplasma T as anterasnao
estdo expostas, e nas plantas com citoplasma S apresertam anteras visi-
veis na flecha. .

2.2 - Restaurscao da Fertilidade

A diferenga entre estéril e fértil segundo JONES (1950) de-
pende de uma agao conjunta do citoplasma e do micleo. Os fatdres que pro
vocam a esterilidade situados no citoplasma foram denominados de plasma-
genes e os que se encontram no micleo foram chamados de cromogenes, os
quais atuavam de uma forma ‘oposta aos plasmagenes e determinam o apareci,
mento do pélen. 4

Mais tarde, trabalhando sSbre o tema da restauragao da fer-
tilidade, SPRAGUE (1955) descreve que em vArios ensaios nao publicados,

a restaurégao de fertilidade no citoplasma T & devida a um simples gene



dominante. A uma conclusio parecida chega EDWARDSON (1955), indicando
que um simples par de genes, Ms ms ou Ms Ms & responsivel pela restaura-
. g2o da fertilidade neste tipo de citoplasma. Uma conclusio semelhante
foi obtida por THOEAS e JOHNSON (1956). '

Procurando determinar o nﬁmeio de genes envolvidos na res -~
tauragao da fertilidadey, DUVICK (1956), realizando uma série de testes
de alelismo, indica que no citoplasma tipo T, um mimero de 2 genes com—
plementares dominantes e modificadores t8m influéncia na restauragao da
fertilidade. ‘Mais tarde em outro trabalho DUVICK (1959) determina que
éstes dois genes complementares dominantes eraﬁ Rf1l e Rf2, mais os genes
modificadores. Descreve que a forma recessiva de Rf2 & muito rara, e por
isso na pr4tica considera-se sdmente o gene Rfl, para os trabalhos deres
tauragao da fertilidade.

Br um trabalho desenvolvido com variedades de milho em Okla
homa, BROOKS (1961) concluiu que a produgao de pélen nas plantas macho es
téreis, era devido & presenca de um alelo Rf. Entretanto isto pode ser
alterado pelas condigSes ambientais, sendo que a percentagem de plantas
férteis indica diferengas na penetréncia do alelo Rf ou efeito de genes
modificadores.

Tratando de determinar a posigio do gene Rf (possivelmente
o gene Rf1) BLICKENSTAFF (1958) relata que em um estudo de 22 linhagens
americanas, das quais 18 eram restauradoras completas, 3 o eram parcial-
mente e uma nao o era. Concluiram que o gene era o mesmo em tddas as 1i
nhagens e por meio de testes de ligagao chegaram a determinar que o gene
Rf, apresentava relagoes de ligagao com o gene 1g2 (liguleless-2)e o ge-
ne Al (anthocyanin—l), que o gene Rf estava localizado no cromossomo 3,

podendo estabelecer o seguinte mapa genético:

Al 36,2 lg, 20,8 Rf
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Mais tarde DUVICK, SNYDER e ANDERSON (1961), desenvolveran
un trabalho empregando translocagses enfre os cromossomas 3 e 9, e exXami
nando as progénies, determinaram que o valor de recombinagao entre o ge-
ne Rfl (Restorer-1) e o ts 4 (tasselseed-4) era de 10,5 unidades. Enguan
to que 8&sse valor era ﬁara Rfl - 1g2 (liguless-2) de 34,5 unidades e pa-
ra Rfl - d 1 (dwarf—l) o valor de recombinagao foi de 26,5 unidades.

Recentemente, desenvolvendo uma pesquisa relacionada com a
situa§50 do gene Rf2, que apresenta uma glta Frequéncia nas variedadesde
milho, SNYDER e DUVICK (1969) descrevem que o gene Rf2, que tem influén-
cia na restauragao da fertilidade no citoplasma T, 1ocaiiza—se no cromos
soma 9, a 5 unidades do gene ceroso (wx) e perto do centrdmero.

EDWARDSON (1955) conclui de suas investigagGes que 59, 6% das
variedades latino americanas, testadas eram portadoras do gene para res—
tauragao da fertilidade, enquanto que as variedades norte-americanas a-
presentavam uma porcentagem de 10,5%. No caso das variedades da América
Latina 13,7% eram homozigbticas enquanto que da América do Norte sdmen-
te 7,71% O eram. ‘
‘ Sbre o mesmo tema DRUMHMOND (1966), em trabalhos realizados,
verificou que as linhagens cateto t&m alta frequéncia de genes restaura-
dores. Na variedade cateto Sao Sim3o de 25 plantas tomadas ao acaso 10
eram homozigéticas para o gene restaurador, 14 eram heterozigotas e 1nao
era portadora do gene dominante para restauraggo.

Além de citoplasma T, utilizado no nosso trabalho, relata-
mos algo sobre o citoplasma S, por ser também commente utilizado. As-
sim BUCHERT (1961) mostrou que a restauragao da fertilidade no citoplas_
ma S, & condicionada por um Unico gene dominante RfC (Rf3, segundo a no-
tagao de DUVICK 1965). Em estado heterozigoto 50% das plantas terao jole}
len vigvel. Pode-se apresentar diversos graus entre a fertilidade com-
pleta e esterilidade total, pela presenga de modificadores ou a existén-—

cia de mais de 2 alelos no locus RfZ2.



3 - MATERT AL

0 material utilizado no presente trabalho & proveniente de
vérias populag3es existentes no Banco de Germoplasma do Departamento de
Genética, da E.S.Ac "Luiz de Queiroz", bem como outras populagses, nas
quais estao incluidos germoplasmas de distintas zonas geogrificas.

A tabela 1 apresenta uma relagao do material utilizado jun-
tamente com algumas caracteristicas de cada uma, como: tipo de grao,car
predominante do gr503 origem geogrdfica e ragas &s quais pertencem.

Informagoes mais detalhadas s3bre o material poderao ser ob-
tidos em HATHEWAY (1957), PATERNIANI (1968) e QUEIROZ (1969).
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4 - METODO

4.1 - Conducao do ZExperimento

Em 1969-1970 as variedades e ragas a serem testadas foram
plantadas em fileiras em pares, com o hibrido simples macho estéril
(M.E.C.) Asroceres. Os cruzamentos foram feitos planta a planta, utili-

—-gonde—-se-uma -sé-vez-o-pélen -de-cada planta--g-ser testada-.

Na etapa seguinte (1970—1971) com o material coletado dos
cruzamentos, foram plantados lotes de observaggo na forma de espiga por
fileira. O plantio foi feito nc dia 14 de outubro de 1970 na fazenda A-.
reiao, que fica nas proximidades de Piracicaba, perto da estrada que vai
até Limeira. Plantou-se um total de 850 familias, em fileiras de aproxi
madamente 12 metros de comprimento, com uma disféncia entre fileira de 1
metro. TForam semeadas 2 sementes por cova e uma separagao entre cova de
30 cm. Tinha-se no momento da contagem um mimero aproximado de 60 plan—
tas por famflia.

Desta forma na época da tomada de dados contou-se emcada fi
leira o nimero total de plantas, e as plantas férteis, com €stes dados
tratou-se de determinar a frequéncia de genes restauradores da fertilida
de, em cada variedade.

Na tabela 3 mostra—-se o mimero de familias em cada varieda-
de, sendo éste mimero diferente em cada uma delas. Isto foi devido &s

diferengas quanto a adaptagao apresentadas pelas variedades.

4.2 - Obtencao de dados

A floragao iniciou-se em meados do més de dezembro indo até
quase o final do més de janeiro, quando foram marcadas as dltimas plan-
tas, comegando-se de imediato a contagem. A distingao visual entre as
plantas férteis e estéreis féz-se na &poca da floragao, marcando-se com

um "spray" de tinta wvermelha, as espigas das plantas que apresentavam,
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na flecha abertura das anteras. Estas plantas foram consideradas macho
férteise.
Foi contado em cada fileira o mimero total de plantas, o mi

mero de plantas férteis e de plantas estéreis.

4.3 - Andlise Estatistica

A restauragao da fertilidade no citoplasma macho estéril ti
po T, "6 devida a a@go“aé”ﬁdis'génes complementares dominantes, Rfl e
Rf2, e genes modificadores. A forma rf2 recessiva & tao rara,que para fi
nalidades préaticas, pode—se considerar a restauraggo da fertilidade nes—
te tipo de citoplasma oomo dependente ‘do efeito do gene dominante Rfl.
(DUVICK, 1959). Considerando-se apenas os dois genes restauradores, sem
efeitos de modificadores e do ambiente, podem—-se apresentar os seguintes
casos, expostos na tabela 2, dos cruzamentos com o macho estéril, cujo ge
nétipo &€ rfl rfl Rf2 Rf2.

0 método de andlise estatistica consistiu em determinar pri
meiramente proporgses mendelianas esperadas (3:1 e 1:1), calculando-se
em seguida os valbres do teste X2.

Segundo o método indicado por SNEDECOR e COCHRAN (1956) em-

pregamos a seguinte férmulas

X% = (01 - E1)° / m +.(02 — B2)°% / B2

Representou-se com 01 o mimero de plantas férteis, e 02 o
mimero de plantas estéreis, sendo F1 e F2 frequéncias esperadas de plan—
tas férteis e estéreis, respectivamente.

Cada um dos valdres individuais de X2 possui um grau de li-
berdade, o que corresponde ao limite de significlncia de 3,84, a 5% de
probabilidade.

A significlncia ou nao significfncia dos valdres fornecidos

pelo teste de X2 dependem da grandeza dos desvios e do nimero total de ob
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servagoes. Se o nimero total de observagoes em cada famflia fdsse igual
em tddas, entao os valdres de X2 aumentariam ou diminuiriam em proporgao
a grandeza dos desvios. ‘

Segundo BRIEGER (1947), € possivel determinar o mimero mini
mo de indivIduos necessdrios para distinguir éstatisticamente virias al-
ternativas quando se emprega o teste X?. No presente caso, &sse mimero
minimo de individuos foi de 45 plantas por familia.

o ﬁg foi calculado ﬁara as proporgges

1:1, Fértil: Estéril
3:1, Fértil: BEstéril

Para determinar as famflias totalmente férteis, ou seja, as
que se enquadram na proporgao 1:0, calculou-se a percentagem de plantas
férteis em cada uma delas. Tomando—se como completamente Lérteis aque —
las famflias cujas percentagens de plantas férteis estivesse entre 90 e
100%. Considerando 10% de esterilidade devido & contaminagao com pdlen
que nao carregava os genes restauradores da fertilidade, efeito de genes
modificadores, bem como a possivel interagao com o meio ambiente. Para
as famflias totalmente estéreis foram tomadas como tais aquelas cuja pex
centagem de plantas férteis estivesse entre 10 e O%, esta percentagem in
clui a contaminagao com pdélen fértil mais os efeitos de genes modificadg
res e o ambiente.

A proporgao 3:1, mesmo ngo estando explicada na tabela 2,
foi calculada. Porque segundo EDWARDSON (1955), mais de 2 genes podem
fazer aparecer esta proporgéo além de outras. Neste tipo de trabalho a
proporgao 3:1, apresenta—se com certa frequéncia.

Na tabela 4 sao apresentados os resultados do teste de hete
rogeneidade, para os diferentes valdres de Xz, correspondente as famflias
nas variedades. O c4dlculo foi feito segundo o método de SNEDECOR e
COCHRAN (1957). ~
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Tabela 2 ~ Descendéncia esperada das plantas testadas, das

variedades cruzadas com o tipo macho estéril (rfl rfl Rf2 Rf2).

SCRNDE
Pgﬁﬁgﬁ?ggsngA PORCEgﬁigEgDSgcééANTAS
FERTELS
RFIRF1 RE2RE2 o 1004 fértil
Rf1rfl RE2Rf2 50% fértil
504 estéril
rflrfl RE2Rf2 1007 estéril
Rf1Rf1 Rf2rf2 _ - 100% fértil
Rf1Rf1 rf2rf2 ' . 100% fértil
Rf1rfl Rf2rf2 ' 50% f£értil
' _ ‘ 50% estéril
RE1rfl rf2rf2 . 50% fértil
. ' 504 estéril
rflrfl RE2r€2 | 1007 estéril

rflrfl rf2rf2 ’ ' | 1004 estéril
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5 - RESULTADOS

A anflise estatistica dos resultados nas famflias dos mate-
riais testados, referentes as frequédncias das famflias com esterilidade l
masculina, e apresentada na tabela 3, na qual especifica-se para cada u-=
ma das variedades o mfmero (W) de famflias e sua percentagem (%) do to-
tal correspondente a cada uma das proporgses estudadas, que sao: a) 0:1
(completamente estérii), B) 1:1 (metade f4rtil e a outra metade esté -
ril), e) 1:0 (totalmente fértil), a) 3:1 (representando 3 férteis P2
ra 1 estéril).

Na tabela 2, estao representados os resultados do teste de
heterogeneidade calculado. A tabela estéd composta por colunas que indi-
cam o mimero de graus de liberdade (GL) a diferenga (D) entre a somatd-
ria dos valdres de X2, em cada variedade e o valor de X2, calculado com
um grau de liberdade,(S) significéncia. TFoi feito para a proporgao 1:1,

como também para a proporgao 3:1, em cada variedade.

5.1 — Frequdncia do sens Rfl nas variedades

Pela andlise dos dados pode-se perceber a presenga do gene
para restauragao da fertilidade, possivelmente Rfl, em t3das as varieda-
des testadas. Isto significa que 100% das variedades s3o portadoras do
gene para restauragao da fertilidade, embora com frequéncias diferentes,
nas diversas variedades. Isto concorda com os dados da liferatura, que
indicam a presenga déste gens em proporggo elevada, nas variedades da A-

mérica Latina.

5.1.1 = Frequéncias de Famflias Seszregando 1l:1

. Esta proporgao indica a presenga do gene Rfl em estado hetg
rozigbético, ou seja, Rfl rfl, o que significa que a metade das plantas
nas famflias sao férteis e que a outra metade sao estéreis. As varieda-

des que apresentam as percentagens mais eclevadas de plantas macho férteis
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foram: Guarani Pag ¥, Centralmex, Caingang Composto, Cristal.Composto e
Tuxpantigua com 43,73 42,55 40,03 38,0:e 34,0% respectivamente. Assim
como a percentagem mais elevada, na.proporggo 1:1,Aesté na variedade Gua
rani Pag V com 43,7% e .a menor corresponde ao Composto Canario de Ocho,

que apresenta 3,5f. Convém destacar o caso da variedade Lenha, que apre
sentou uma frequéncia de 50%, mas deve-se considerar que o nimero de fa-
milias era pequeno, apenas 4, o que limita considerdvelmente qualquer con

clusao devido a amostragem ser por demais reduzida.

5¢1.2 = Prequéncias de Famflias Segregando 1:0

Abrange as familias que apresentam o gene restaurador da fexr
tilidade em estado homozigotico Rfl Rfl. Foram observados resultados s
mente em 8 variedades, o que repfesenta 26,4% do total das variedades.
Estas variedades sao: Pérola Piracicaba, Eto Blanco WP=7, Eto Amarillo
WP-35, Cuba 11 WP 5, Antigua GPO 2, Tuxpantigua, Cateto Colombia Composto
e Caingang PR TII. A mais alta frequéncia de plantas macho férteis apre
senta-se em Pérola Piracicaba com 20%, enquanto que as outras variedades
variam entre 11,5% para Eto Amarillo WP 35 até 2,7% em Cateto Colombia
Composto. ’

5¢1¢3 = Freguéncias de Famflias Segregando 3:1

Nesta proporgac incluimos as familias que apresentmm3;&én-
tas férteis e 1 estéril. As variedades com maiores frequéhcias de plan—-
tas macho férteis sao: Guarani Bol II, Pérola Piracicaba, Tuxpeno LaPos
ta, Tuxpantigua e Cristal Composto ¢om 38,03 37,5; 36,35 35,0 e
33,0% respectivamente. Em 25 das 30 variedades testadas, foi determina-
da esta proporgao.

5¢1.4 = Frequéncias de Familias Segregando 0O:1

Esta proporggo nos indica a presenga do gene Rfl em estado

homozigbtico recessivo, ou seja, rfl rfl. Apresentando as famflias suas
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plantas completamente estéreis. As maiores frequéncias de plantas macho
estéreis encontram—-se nas variedades seguintes: (Minas G II x Piramex
F2), Piramex, Guarani Bol II, (Minas G II x Piramex) x Piramex, Compos—
to Candrio de Ocho e Lenha com 40,9; 38,7; 38,0; 33,3; 32,0 e 30,06

respectivamentes

5.2 - Teste de heterogeneidade

‘Segundo SNEDECOR e COCHRAN (1957) foi calculado o teste de
heterogeneidade para os diferentes valdres de Xz, correspondentes &s fa-
milias das variedades. Foi feito para as proporgoes 1l:1 e 3:1. Pode-se
ver que os valbres testados sao significativos péra 5%, exceto para a va
riedade Guarani Pag V, na proporgao 3:ls. Isto nos indica que as diferen
tes familias em cada uma das variedades se_desviam da proporgao esperada
e que a Unica que estd dentro desta proporgao esperada & a variedade Gua
rani Pag V. Podem—se prever &stes resultados como esperados pois na li-
teratura estabelece-se a grande interagao gendtipo x ambiente, efeito de
genes modificadores na restauragao da fertilidade, que afastariam os re—
sultados das proporQGes esperadas. E preciso mencionar também, como e-
feitos que influenciam, a forma como foi feita a disﬁinggo entre as plan

tas férteis e as plantas estéreis, além do tamanho péqueno das amostras.
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Tabela 4 - Teste de heterogeneidade para os valores de X2 calculados nas
variedades.
VARIEDADE ?ROPORQKO 1:1 PROPORGXO 3:1
x : .
M.E.C : GL D S D -8
ENTRELAGADO 3 30,12 + 53,02 +
- LENHA 38 164,11 + 251,79 +
CAINGANG . :
COMPOSTO ’ 39 418,49 + 572,70 +
| CATNGANG | | - S :
PR III 33 325,85 S+ 440,18 +
CAINGANG | ‘ ,
~SP III R 46 243,65 + - 611,03 +
GUARANT ‘ ‘
COMPOSTO _ 20 - 243,65 + 324,12 +
GUARANI
BOL II 20 439,18 + 555, 60 +
CUARANT » .
PAG T 15 133,56 + 154,30 +
CRISTAL '
COMPOSTO 17 195,36 + 247,50 +
COLP CANWARTO ' A
DE OCHO .27 72,67 + 15,13 +
CATETO COMP '
ARG=URU 22 210,48 + - 277494 +
CATETO : .
COMPOSTO 41 467,76 + 622, 60 +

MINAS G II 43 802,28 ¥ 936,16 41




- PROPORGXO 1:1

VARIEDADE . - PROPORGAO 3:1
X .

M.E.C GL D D S
CATETO COMP o
COLOMBIA 35 521,17 159,47 .  +
PEROLA
PIRACICABA 39 889,79 1227,22 o+
PIRACAR I 18 349,96 330,70 o+
ETO BLANCO |
WP 7 26 480,95 476,02 +
ETO AMARTLLO " .
WP 35 25 762,62 886,16 +
CUBA 11 J : ~
w5 30 502,48 - 555,06 +
ANTIGUA GPO 2 41 - 864,96 1097,45 +.
sX0 PAULO II
CRAVO PAULISTA 38 561,17 749,58 +
TUXPENO LA '
POSTA WP 25 10 176,42 234,98 +
CENTRALMEX 46 633,22 512,96 +
AMERICA : »
CENTRAL 18 447,62 595,12 -+
PIRAMEX - 30 . 485,94 574,25 +
TUXPANTI GUA 19 301,50 286,09 +
MINAS G II :
x PIRAMEX F1 21 284,31

300,99 +

™
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VARTEDADE | PROPORGXO 1:1 B PROPORGXO 3:1
X : . i .

M.E.C _ GL D s - : D .8

MINAS G ITI x _

PIRAMEX) x . _ :

MINAS G IT 19 155,48 + 242,46 +

MINAS G IT x

PIRAMEX) x . o . , . |

PIRAMEX 20 59,45 + 19,52 ng

MINAS G II x o - .

PIRAMEX F2 . 21 131,69 + 175,24 +

- Sigﬁificativo ao 5%

ns NBo significativo ao 5%



5.3 = Interacdo

Na tabela 5 & apresentado o total das famflias, com asquais

se trabalhou, classificadas em cada uma das proporgoes.

Tabela 5 - Total das famflias nas diferentes proporgoes

Fer:Est FersEst ~ TFer:Est .  FersEst  Outros
0:1 ‘ 1:1 1:0 3:1
N 146 217 22 ' 128 337
4, 17,1 23,5 ; 2,5 15,0 . 39,6

Vé-se assim que o maior mimero de famflias foi classificado
na classe "outfos", com um total de 337 famflias, o que equivale a 39,6%.

Como a interagao genbtipo x ambiente e o efeito dos genes :
modificadores manifestam-se no genétipo parcialmente restaurador, deve-
—-se pensar que éste elevado mimero de famflias na classe “outros" é con—-
sequéneia do sistema de avaliagio, da interagio genétipo ¥ ambiente e e~
feito de genes modificadores. A interagao com o ambiente & alta pdsto
que o plantio foi feito em um sé ano e um sé local, os resultados obti -
dos s30 vdlidos sdmente nestas condigdes. Tendo também grande influén -

cia o sistema de avaliacao e o efeito dos genes modificadores.



6 — DISCUSSREO GERAL '

0 presente trabalho representa um estﬁdo preliminar na de -
terminagao da frequéncia do gene Rfl, restaurador da fertilidade no cito
plasma macho estéril tipo T em ragas e variedades cultivadas no Brasil.
.Poderd servir de base para estudos mais completos e detalhados, para as-
sim chegar &s metas expostas nas Justificativas apresentadas.

Deve-se salientar que o critério de avaliagao das plantas,
foi feito de forma visual, tomando como plantas macho férteis aquelasque
apresentavam na flecha, abertura das anteras, fol assim que se determina
ram os fenbétipos fértil e estéril, levando-se em conta s6 a presenga do
pblen ou n3o na flecha. Nos trabalhos consultados de ROGER e EDWARDSON
(1952), EDWARDSON (1955) e DUVICK (1965), os autores definem 3 tipos de
fenétipos, os quais s2o: . estéril, parcialmente estéril e fértil. Nopre
sente trabalho ndo foi possivel realizar esta divisdo, tomando-se uma a-
mostra da flecha de cada planta, preparando as laminas correspondentes e
examinando ao microscépio,‘pelo grande tamanho do experimento, o qual con
tava com 850 famflias cada uma com uma média de 60 plantas.

Também como a distingao foi feita desta maneira visual, po-
de-se apresentar o caso das plantas que s3o chamadas por EDWARDSON (1951)
de "trace", que apresentam umas poucas anteras, com algum pélen viivel,o
que pode levar a classificar plantas estéreis como férteis.

A cla331f1cagao do genétipo quanto a restauragao da fertili,
dade, de acdrdo com DUVICK (1965) &: a) genétipo nao restaurador, que
n3o produz pdélen vijvel em gualquer condiglo; b) genbtipo restaurador,
que produz pélen viivel em qualquer ambiente, em forma abundante; c) ge~
nétipo parcialmente restaurador, aquéle que sob algumas condigdes produz
um pouco menos de pblen que a contraparte normal. No presente caso, foi
feita a determinaggo do genétipo a partir dos dados fenotipicos, o "que

mnos leva a incluir parte déste genétipo parcialmente restaurador, no gg
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nétipo restaurador da fertilidade, e outra parte no genétipo nao restau=
rador da fertilidade. .

Existe interagao genétipo x ambiente e efeito de geﬁes adi-
tivos na restauraggo da fertilidade, no genétipo parcialmente restaura -
dor, como foi estudado por BLIEKENSTAFF et al. (1958) e DUVICK (1959) em
trabalhos realizados na Flérida e Jamaica. -

-Assim, a selegao do gen6tipo RFL Rfl deverd ser feita em am
bientes s€cos e quentes, condig3es as quais nao favorecem a formagao do
pblen. As plantas macho férteis nestas condigoes serao sempre férteisem
qualquer outra condigdo. _Para a selegao do citoplasma macho estéril, as
condigdes ideais s3o de alta umidade e ar fresco, que favorece o apaTreci
merito do pélen, mostrando-se nestas condigoes em forma clara a macho es—
terilidade. Desta forma um genétipo parcialmehte restaurador, com um ni
vel baixo de restauragao, pode ser completamente estéril em condigGes
frias e Umidas. Enquanto que um gendtipo ddste tipo com um maior niﬁei
de restauragao pode ser completamente fértil em condigoes s&cas e quen -
tes. DUVICK (1965).

Com refer&ncia aos genes modificadores, BLIEKENSTAFF et al.
(1958) chega a conclus2o que virios genes aparecem responsiveis, pela a—
gao do genétipo parcialmente restaurador. STEAD (1960) apresenta dados,
os quais interpreta como evidéncias de 2 genes complementares diferentes
de Rfl, responsiveis pela parcial restauraggo em linhagens ‘endogimicas.

No presente tfabalho, a determinagao da presenga do  gene
Rfl, em tddas as variedades;testadas, concorda com os trabalhos de EDVAR
DSON (1955) e DRUIZIOND (1966) os quais detectaram o gene Rfl, em um ele-
vado mimero de variedades da América Latina.

Nos resultados referentes a proporggo 1:1, & preciso desta-
car o caso correspondente ao cruzamento (llinas GII x Piramex) x Piramex,
que tem uma frequéncia do gene em estado heterozigoto deé 4,5%. Posto que

Minas GIT apresenta uma frequéncia de 29,9 e Piramex de 12,9%, poder—se—
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—ia pensar que & devido: a) que'a maior quantidade de germoplasma Piréé
mex provocou esta baixa na frequéncia do gene Rf1lj; b) que existiu umain
teragao de genétipo x ambiente e efeito de genes modificadores da fertili
dade; c) que nao era uma amostra representativa da populaggo.

Segundo EDWARDSON (1955), quando se estudam populagoes Fl
segregando, pode-se encontrar a proporgao 1 fértil para 1 estéril se o
cardter macho esterilidade fdsse controlado por 1 gene em interaggo com
o citoplasma. lMas 2 genes podem »rodugzir esta mesma proporgao de 1:1, em
populagao Fl segregando, além de outras proporgoes tais como: 1:35 3:1;
5:35 3:5 férteis e estéreis. Pelo que pode-se supor que o cardter ma-
"cho esterilidade & controlado por um ou mais pares de alelos. Além disso
a possivel contaminagao por pblen fértil ou pdlen sem genes restauradores

da fertilidade, também tem influéncia no aparecimento destas proporgges.



7 - CONCIUSOES,
o l - A:anotagao das plantas considerando-as como férteis, as
que apresentavam formagao de anteras férteis, fevelou a existéncia deuma
expressividade varidvel do cardter, como é indicado pelas altas frequén—
cias de segregagses 3:1 e da classe "outros". Influéncias de genes modi
ficadores e do ambiente devem ter contribuido para 8sses resultados.

2 - A forma de avaliagao dos fenétipos fértil e estéril pa—
. ra depois determinar os gen6tipos rfl rfl; Rfl rfl; Rfl Rfl, a amostra
gem relativamente pequena de plantas para cada populagao a par das influ
éncias mencionadas no Item anterior, nao permitiu determinar com precisao
as’frequéncias génicas dos genes restauradores. Eﬁtretanto, consideran—
do a amplitude dos germoplasmas utilizados algumas generalizagges e in-
' dicagoes podem ser feitas.

3 - Foi determinada a presenga do gene Rfl, em tddas as va—
riedades testadas. ) o _ '

4 - 26,45 das variedades apresentaram plantas com o gene Rfl
em estado homozigoto (Rf1Rfl). 100% das variedades apresentaram o refe-—
rido gene em estado heterozigoto (Rflrfl),.enquanto gque 75% das varieda-
des estavam incluidas na proporgao 3 férteis para 1 estéril.

' 5 - As variedades que apresentaram as m&iores frequéncias
no estado homozigoto dominante do gene Rfl foram: Pérola Piracicaba 20%,
Eto Amarillo WP 35 com 11,5% e Eto Blanco WP 7 com 1i,1%.

6 - As variedades que apresentaram as maiores frequdncias
no estado heterozigoto do gene Rfl foram: Guarani Pag V, Centralmex,
Caingan Composto, Cristal Composto e Tuxpantisgua com{43,7§ 42,5; 40,03
38,0 e 34,04 respectivamente.

T — As variedades que apresentaram as maiores frequéncias

na proporgao 3 férteis para 1 estéril foram: Guarani Bol II, Pérola Pi=-

racicaba, Tuxpeno Ld Posta, Tuxpantigua e Cristal Composto com 38,03



37,55 36,33 -35,0 e 33,06 respectivamente.

8 — As variedades que apresentaram as maiores frequéncias
do gene em estado homozigoto recessivo (rfl rfl) foram: (Minas G I x
Piramex F2), Piramex, Cuarani Bol II, (Mfinas G II e Piramex) x (Piramex),
Composto Candrio de Ocho e Lenha com 40,93 38,7T; 38,0; 33,35 32,0 e
30,7% respectivamente. '

9 - Os dados relativos &s populagoes Cateto, Minas GIT e Pi
ramex e seus cruzamentos, indicam um aumento na frequéncia de plantas sem
restauradores de Fl para F2. Os retrocruzamentos para Piramex e llinas G
II sumentam e diminuem respectivamente a frequéncia de plantas sem res =
tauradores, como seria de eéperar. (Tabela 9).

10 - Os tinicos milhos que apresentaram certa frequéncia de
plantas homozigdticas para genes restauradores, (dando progénies consti-
tufdas sé por plantas macho férteis) sao do‘grupo flint, origindrios de
Cuba e da Coldmbia. (Tabela 7).

11 - De maneira geral, os milhos com germoplasma Tuxpeno ten
dem a apresentar maior frequéncia de plantas sem genes restauradores da
fertilidade, (rfl rfl). (Tabela 8).

12 - Os milhos indigenas, especialmente Caingang e Entrelaga
do, apresentaram plantas sem genes restauradores, assim também como pou-—
cas plantas homozigotas. O mesmo ocorre com o milho Cristal Composto, de
maneira bastante acentuada. Parece assim haver uma frequéncia relativa-—
mente alta de heterozigotos. Isto pode ser devido a uma vantagem dos he
terozigotos e/ ou maior efeito do-ambiente e modificadores alterando a
expressao do cardter macho esterilidade. (Tabela 6).

13 - Os dados indicam de maneira geral que diferentes .grupos
raciais de milho apresentam também diferengas nas frequéncias de genes
restauradores. H4 indicagoes de que ragas semelhantes ou aparentadas ten

dem a mostrar semelhangas quanto &s frequéncias de genes restauradores.
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Tabela 6 - Frequéncia g%) de‘familias segregando plantas macho férteis

. nas proporgoes indicadas, em ragas indigenas.

Rf1 Rf1

: rfl rfl Rf1 rfl
MATERT AL | |
0:1 1:1 1:0 3:1  OUTROS W

ENTRELAGADO 0,0 50,0 0,0 0,0 50,0 4
LENHA 30,7 12,8 0,0 0,0 56,4 . 39
CATNGANG : | '
COMPOSTO 10,0 40,0 0,0 17,5 32,5 40
" GATNGANG ' |

PR III 0,0 32,3 2,9 29,4 35,2. 34
CATHGANG .
SP III 8,5 34,0 0,0 12,7 44,6 47
CATNGANG

TOTAL 6,6 35,5 0,8 19,0 38,0 121
GUARANT

GOMPOSTO 14,2 28,5 0,0 9,5 47,6 21
GU ARANT

BOL I 38,0 9,5 0,0 38,0 14,2 21
GUARANT. .
CPAG ¥ 0,0 43,7 0,0 12,5 43,7 16
GUARANT

TOTAL 18,9 25,8 0,0 20,6 34,4 58
CRTSTAL |
COMPOSTO 0,0 38,8 0,0 33,3 27,7 18
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Tabela 7 - Frequéncia ,(,%) de famIlias segregando plantas macho férteis-
nas proporgoes indicadas, em ragas flint. : '

rfl rf1  Rfl rf1  Rfl Rfl

MATERTAL
0:1 1:1 1:0 3:1 OUTROS N

COMP CANARTO
DE OCHO 32,0 3,5 0,0 0,0 64,2 28
CATETO CONP :
ARG-URU 8,6 21,7 . 0,0 8,6 60,8 23
CATETO E
COMPOSTO 14,2 26,1 0,0 9,6 50,0 42
MINAS G II 15,9 29,5 0,0 18,1 36,3 44
- CATETO COMP - L
COLOMBIA 27,1 30,5 2,17 555 33,3 36
PEROLA : :
PIRACICABA 12,5 10,0 20,0 37,5 20,0 40

: i
PIRACAR I 26,3 26,3 0,0 26,3 21,0 19
ETO BLANCO
WP 7 0,0 25,9 11,1 29,6 . 33,3 27
ETO AMARILLO : |
WP 35 15,3 15,3 11,5 29,4 38,4 26
CUBA 11 J : |
W 5 9,6 29,0 6,4 6,4 48,3 31

ANTIGUA GPO 2 14,2 21,4 Ty1 21,4 35,7 42




Tabela 8 -~ Frequdncia g%) de familias segregando plantas macho férteis

nas proporgoes indicadas, em racgas dent.

rfl rfl Rf1l rfl Rf1 Rf1
MATERTAL
0:1 1:1 1:0 3:1 OUTROS XN

SX0 PAULO II :

CRAVO PAULISTA 12,8 30,7 0,0 17,9 38,4 39
TUXPENO LA | : _
POSTA WP 25 18,1 27,2 0,0 36,3 18,1 11
CENTRALMEX 23,4 42,5 0,0 2,1 31,9 47
AMERICA :

CENTRAL 26,3 31,5 0,0 10,5 31,5 19
PIRAMEX 38,7 12,9 0,0 3,2 45,1 31
. TUXPANTIGUA 0,0 35,0 5,0 35,0 © 25,0 © 20




Tabela 9 - Frequéneia Sjé) de famflias segregando plantas macho férteis
nas proporgoes indicadas, em cruzamentos.

rf1 rf1  Rfl rf1  Rfl Rfl
MATERI AL '
0:1 1:1 1:0 3:1  OUTROS N

MINAS G IT _ : ' -
x PIRAMEX ‘ 13,6 - 13,6 0,0 - 18,1 . 54,5 22

(MI¥aS G II x
PIRAMEX) x : S
MINAS G II 20,0 30,0 0,0 5,0 45,0 20

(MINAS G II x
PIRAMEX) x ' ‘
PIRAMEX : 33,3 4,7 0,0 0,0 . 61,9 21

MINAS G II x
PIRAMEX F2 40,9 18,1 0,0 0,0 40,9 22




8 - RESUMO

O presente trabalho estuda a determinaglo preliminar da fre
quéncia de plantas macho férteis, restauradoras do citoplasma macho esté
ril tipo T.

No ano agricola 1969-1970 plantas individuais de 30 varieda
des e ragas foram cruzadas com o macho estéril citoplasmdtico Agroceres,
usando-se o pblen de cada planta sdmente uma vez. Plantou—-se em um sis-
tema de fileiras pares. ﬁo seguinte ano agricola 1970-1971, foi planta-
do para observagao o material proveniente dos cruzamentos, no sistema de
espiga por fileira, com um total de 850 famflias.

Na época da floraggo marcaram—se as plantas que apresenta-
vam anteras e a formagao do pélen na flecha, o qual foi determinado de
forma visuwal. Estas plantas foram consideradas macho férteis. Depois
de feita tdda a marcagEo contou-se o mimero total de plantas, as plantas
férteis e as plantas estéreis por famflia.

Poram observadas as proporgoes O:l; 1l:l e 3:1, fértil e
estéril respectivamente. Calculando-se os valdres de X2 das proporgses
1:1 e 3:1 para as familias em cada variedade. Considerando-se as fami-
lias totalmente férteis aquelas nas quais 90% ou mais das plantas £dssem
férteis. Para as familias totalmente estéreis, considerou—se as famflias
que possuiam até 10% de plantas macho férteis. Bstes valdres de 109, fo
ram considerados como efeito de contaminagao, interaéao genétipo x ambi-
ente e o efeito dos genes modificadores. Fol calculado o teste de hete-
roéeneidade para as proporgges 1:1 e 3:1. ‘

Para os genes em estado homozigoto (Rflinl) as maiores fre
quénecias foram encontradas nos milhos: Pérola Piracicaba 20,0%, Eto A-
marillo WP 35 com 11,5% de plantas macho férteis. BEnquanto que as maio—
res frequéncias por gene em estado heterozigoto (Rfl rfl) foram obtidas

nos milhos: Guarani Pag V, Centralmex e Caingang Composto, onde os vald
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res foram respectivamente de 43,75 42,5 e 40,0%1 de plantas macho féxp
teise. _

Os dados indicam de maneira geral que diferentes grupos ra-
ciais de milho apresentam também diferengas nas frequéncias de genes reg
tauradores. Observou—se que os milhos flint de Cuba e Coldmbia apresen-
tam certa frequéncia de plantas para o gene Rfl. Verificou-se também que
as plantas de germoplasma Tuxpeno apresentam maior frequéncia de plantas
sem os genes restauradores da fertilidade. Por outro lado, as ragas in-
digenas apresentam plantas sem genes restauradores da fertilidade e pou-

cas plantas homozigotas.



9 - SUMMARY

The present wbﬁk, deals with the preliminary frequency de-~
termination of male~fertile plants, which restore the type .T of male-
sterile citoplasm.

During the agricultural year 1969-1970 individual plants of
30 varieties and races were crossed with the Agroceres citoplasmatic male~
sterile, pollen of each plant being used just once. These varieties were
planted in a paired-row system. The material resulting from these cross—
ings, was planted for observation the next agricultural year (1970—1971),
in an ear—to-row system, given a total of 850 families.

During the flowering season the plants presenting anthers
and pollen-formation in the arrow were marked.

These plants were considered as Being thé male-fertile
plants. The total number of plants by family was recorded.

Fertile to sterile ratios of 0:1, 1l:1 and 3:1 were observed.
The X2 values of the ratios 1l:1 and 3:1 for the families in each variety
was calculated. The families showing over 90% of male-fertile plants
were considered fertile families and those presenting under 10% of male-
fertile plants were considered sterile families. The 10% values were
considered as a result of contaminationy genotype—environment interation
and the action of modifier genes.

The heterogeneity test was carried out for the 1l:1 and 3:1
ratios.

The largestfrequencies of homozigous genes (Rfl Rfl} were
present in the Pérola Piracicaba with 20% and Eto Amarillo WP 35 with
11,5% of male-~fertile plants. The largest frequencies of heterozigous
genes (Rfl rfl) were present in the Guarani Pag V, Centralmex and Cain-
gang Composto corns, with 43.7, 42.5 and 42.0% of male~fertile plants

respectively.
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The data indicate, generally speaking, that different ra-
-cial groups of corn show also different frequency of restorer genes.
Cuban and Colombian flint coxrns have the gene Rfl in variable frequencies.n
It was also observed that Tuxpeho germoplasm plants present large frequen
cy of plants wmithout restorer genes for fertility. On the other hand

indigenous races present plants without fertility restores genes and few

homozigous plants.
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