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1. Infrodugao

Na histdria da indugcao de mutacao, destacam-se dois aconte

cimentos importantes que marcaram época. Um foi a descoberta de MULLER
em 1927, mostrando que raios-X provocavam mutagoes em Drosophila, e o
outro de AUERBACH e ROBSON em 1942, mostrando que o gas mostarda tam—

‘bém induzia mutagoes em Drosophila.

Depois gue a energia nuclear passou a ser usada na pesqui-

sa, particularmente apds a segunda guerra mundial, tém sido feitos va-

rios trabalhos com a finalidade de induzir mutagges nos organismos por
meio de radiagao.

No campo de melhoramento de plantas, tém sido empregadas as
radiagoes ionizantes em diversos pafses a fim de obter mutagoes deseji
veis em varias plantas cultivadas, e ja foram obtidas até hoje dezenas
de linhagens ou variedades melhoradas.

Por outro lado, com 0 avango recente da pesquisa sGbre o e
feito 'bioldgico das radiagoes, esta se tornando cada vez mais importan
te a pesquisa sbébre a recuperacao dos organismos irradiados, afetados

pelos danos causados por radiacoes. Varias substancias quimicas ja fo

ram descobertas com fungoes protetoras que recuperam ou diminuem os da

nos fisioldgicos nos organismos irradiados. Dentre elas destacam-se
os compostos sulfidrilicos.

E bem conhecido gque a fregtléncia de mutaggo aumenta linear
mente com o aumento da dosagem de radiagao. Porém, com o aumento da do
sagem de radiaggo, também aumenta o efeito fisioldgico, causando a mor
te dos organismos irradiados quando a dosagem for suficientemente al-
ta. Consegllentemente, o nimero das mutagoes observadas é bastante re-
duzido, e a fregiléncia de mutagao deixa de aumentar linearmente. Au-
mentar a freqlliéncia de mutagzo nas sementes irradiadas é muito interes
sante nao sé para os geneticistas como também para os melhoristas, e
varias tentativas tém sido feitas neste sentido.

De acdrdo com ZIMMER, EHRENBERG e EHRENBERG (1957) e CONGER
e RANDOLPH (1959), as radiagSes ionizantes provocam aparecimento de ra
dicais livres nas sementes; e eles permanecem no embrizo relativamente
por longo periodo de tempo. Bsses radicais podem causar, posteriormen
te, danos fisioldgicos devido & formagao de perdxidos, com o oxigénio
existente no material. Portanto, se eliminarmos &sses radicais do em—

briao irradiado, poderemos esperar maior sobrevivéncia e conseqllente-
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mente maior nimero de mutagoes observadas nas dosagens altas de radia-

¢ao. Pesquisas recentes tém esclarecido que os compostos sulfidrili-

cos podem agir principalmente como removedores ("scavengers'") dos radi
cais livres formados nos embrices das sementes irradiadas.

Paralelamente ao avango da pesquisa em relaggo ao efeito
mutagénico da radiaggo nos organismos, as pesquisas sdbre mutagénicos
quimicos tém sido desenvolvidas, também apds a segunda guerra mundial,
principalmente por um grupo de pesquisadores suecos.

0 emprégo de mutagénicos quimicos na indugao demutagao tem
sido bastante freqllente e apresenta mesmo algumas vantagens sdbreas ra
diacoes. Por exemplos

(1) O ntimero e tipos de mutagénicos quimicos sao praticamente ili
mitados, ao contrario das radiacoes. Na induggo de mutaggo por radig
ggo, sao usados, principalmente, raios-X, raios-gama e néutrons, devi-

s

do & baixa penetrabilidade das outras radiacoes. Por outro lado, exis
te a possibilidade de serem descobertos novos mutagénicosquimicos mais
eficientes dos ja existentes, e também de serem escolhidos os mais ade
guados conforme o objetivo do experimento.

(2) 0 uso de mutagénicos guimicos nao reguer instalagSes conple-
Xas e nem condigSes especiais. O contrdle do ambiente durante o trata
mento com mutagénicos quimicos é relativamente facil, o que nao acontg
ce com as radiagaeé gue exigem aparelhos e construgﬁes especials  para
se evitar contaminacao.

(3) Alguns mutagénicos quimicos tém efeito bioldgico bem maior do
qﬁe qualquer dos tipos de radiaggoo Por exemplo, a fregqléncia maxima
de mutaggo de clorofila em cevada é trés a quatro vézes maior quando se
trata 6sse material com metanosulfonato de etila (EMS), do que quando
o mesmo material é irradiado (BHRENBERG, GUSTAFSSON e LUNDQVIST, 1961).

(4) Alpgumas substancias mutageénicas afetam especificamente certos
- locos nos cromossomos e induzem, conseqlentemente, mutagges especifi-
cas. Por exemplo, N-nitroso-N-metiluretano (NMU) induz sdOmente muta-
goes de clorofila do tipo viridis (verde claro) em cevada (TANO e
YAMAGUCHT , 1969). Ao contrario, as radiagSes induzem mutagaes a0 aca=-
S0, nao possuindo portanto fungSes matacionais especificas. A especi-
ficidade dos mutageénicos quimicos tem grande importancia nas pesquisas

futuras da indugao de mutagao.

No presente trabalho, foram combinados em  fatorial os
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tratamentos com raios-gama, cisteina e substancias alquilantes, a fim
de observar os efeitos bioldgicos da combinagao dos tratamentos. O pog
-t ratamento com cisteina foi feito com a idéia de verificar se esta re
duz os danos fisioldgicos nas sementes irradiadas e causa conseqlente
aumento do numerc de mutagSes observadas. A combinaggo de radiagao e
substancias alquilantes foi feita com a finalidade de observar o efei-
to simultdneo dos dois mutagénicos combinados. Radiacao, cisteina e
substancias alquilantes foram combinados a fim de observar se o ‘trata
mento com mutagé nicoquimico, apds a possivel reducao dos danos fisio-
1dgicos nas sementes irradiadas por meio de pos~tratamento com cistei-
na, aumenta ainda o nimero das mutagoes observadas, e, ao mesmo tempo,
a fim de verificar se existe alguma interagao entre tratamentos com ¢is
teina e substanciasalquilantes, nos caracteres em Rl (primeira gera-—

¢ao tratada) e em R, (geragao seguinte de Rl).



2. Revisao da literatura

A revisao da literatura sera apresentada em quatro partes.

Na primeira, sera feita a revisao dos trabalhos sébre radiagaocomo mu=-
tagénico fisico e protetores quimicos, principalmente cisteina, que é
um dos compostos sulfidrilicos. Na segunda e na terceira parte serao
revistos os trabalhos referentes aos mutagénicos quimicos, principal-
mente os compostos alquilantes, e a combinagao dos tratamentos com ra-
diaggo e mutagénicos quimicos, respectivamente. Finalmente, na quarta
parte, sera feita a revisao dos trabalhos sdbre ontogenig das sementes

irradiadas.

2.1. Radiacao e protetores quimicos

Desde a descoberta de que os raios-X provocam mutagoes em
Drosophila (MULLER, 1927), em cevada (STADLER, 1928a) e em milho
(STADLER, 1928b), tém sido desenvolvidos numerosos trabalhos sébreain
ducao de mutagao em varios organismos.

A palavra mutaggo.compreende a mutaggo génica ou do ponto
e também a aberracao cromossdmica. Porem, nesta revisgo, mutaggo coTr-—
respondera sempre a mutacao génica.

OLIVER (1930) e DEMEREC (1933), analisando a relagao entre
a freqlléncia de mutagao letal em Drosophila e a dosagem de ralos-ZX usa
da, concluiram que a fregtiéncia de mutaggo aumeritou proporcionalmente
ao aumento da dosagem. Os mesmos resultados foramobtidos por TIMOFEEFF
~RESSOVSKY, ZIMMER e DELBRUCK (1935), em trabalhos mais detalhados, re
sumidos por LEA (1946)9 da seguinte maneiras

(1) A freqiéncia de mutaggo indugida por radiaggo auments
proporcionalmente & dosagem.

(2) 0 efeito de determinada dosagem de radiagao na indu-
ggo de mutaggo nao depende da intensidade da dosagemns

(3) Considerando uma determinada dosagem, a irradiagao in
termitente e a irradiagao ininterrupta nao afetam a freqﬂénciatotal de
mutagao.

Entretanto, RUSSEL, RUSSEL e KBLLY (1958), irradiando es-
permatogénios e ovogdnios de camundongo, mostraram que, nas células me
tabdlicamente ativas, nao foi observado o mencionado acima em (2) e
(3), indicando gue a freqliéncia de mutagao pode ser alterada por fatd—

res ambientais antes ou apds a irradiacao. Bssa indicagao foi extrapo




lada tambem para as plantas, por varios pesquisadores.

Por outro lado, quando as sementes sao irradiadas com dosa
gens baixas, a freqiéncia de mutagao de clorofila, calculada a base do
numero das inflorescéncias Rl provenientes dessas sementes irradia-
das, aumenta proporcionalmente a dosagem. Porém, quando as dosagens
sao altas, a freqlléncia diminui devido & morte ou eliminagao das célu
las iniciais mutadas (GAUL, 1960), ou devido ao aumento da esterilida-
de causada pela aberracao cromossémica (MATSUO, YAMAGUCHT e ANDO, 1958).
YAMAGUCHI (1961) calculou, em arroz irradiado, a fregiiéncia de mutagao
de clorofila baseada nas paniculas Rl com maior fertilidade, excluindo
do calculo as paniculas com maior esterilidade, e observou que a fre-
qiéncia de mutagao de clorofila aumentou também nas dosagens altas. A
fim de aumentar a freqiéncia de mutacao, calculada na base das panicu-
las Rl,

minuir, ao maximo, a esterilidade causada pela aberragao cromossdmica.

é necessario, portanto, aumentar o numero de sobreviventes e di

A possibilidade de reduzir os danos causados por radiaggo
foi sugerida por BARRON, DICKMAN, MUNTZ e SINGER (1949). Bles mostra-
ram que os énzimos que necessitam da base sulfidrilica -SH para as suas
fungoes enzimaticas, podem ser inativados por baixza dosagaﬁdereios—X,
e indicaram, a0 mesmo tempo, que o0s eénzimos inativados por radiaggo Do,
dem ser recuperados por glutationa, sugerindo que os compostos sulfi-
drilicos tém efeito protetor nos organismos prejudicadospela,radiaggo.

Por outro lado, PATT, TYREE, STRAUBE e SMITH (1949) demons
traram que o pré-tratamento com cisteina recuperou sensivelmente ratos
irradiados com doses letais de raios-X, indicando que o pds-tratamento
com a mesma nao mostrou efeito protetor. Bste fato foi confirmédo pos
teriormente por virios pesquisadores em camundongo (PATT, MAYER, STRAUBE
e JACKSON, 1953), e em varios tecidos animais (DAVIS, CRANMORE e ALPEN,
1958), em Escherichia coli (KOHN e GUNTER, 19593 BRIDGES,1963; STERN 4
VAN DILLEWIJN e JOH BLOK, 1968), em énzimo (HAMDY, NOAMAN e CASTER,

1969). Toi observado também que a cistefna diminuiu sensivelmente as

aberragoes cromossdmicas causadas por radiagoes ionizantes nas rafges
de Tradescantia paludosa (MIKAELSEN, 1954 e 1955) e de Allium cepa
(RILEY, 1957; DALEN e OFTEBRO, 1963).

A cisteina é o unico aminoacido ja conhecido que manifesta

aggo protetora (BACQ, 1965), Porém, outros compostos sulfidrilicos
tais como glutationa, cisteamina (beta-mercaptoetilamina ou MBEA), cis-

tamina, também mostraram efeito protetor em camundongo (SMITH, PATT,
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TYREE e STRAUBE, 1950; BACQ e HERVE, 19513 STRAUBE e PATT, 19533
DAVIK e LOTHE, 1955), em células cultivadas de mamiferos (TROSKO e
BREWEN, 1967), em raizes de Allium cepa (DALEN e OFTEBRO, 1963) e de
Tradescantia paludosa (MIKAELSEN, 19525 MIKAELSEN e PEDERSEN, 1967),
e em Neurospora crassa (KYLMARK, 1965).

Além dos compostos sulfidrilicos, varios protetores quimi-

cos tais como cianida, tiouréia, dihidrobrometo 2-aminoetilisotiouréia
(AET), foram descobertos por varios pesquisadores. Um fato comum aos
efeitos désses protetores quimicos é que somente o pré-tratamento, e
nao o pés—tratamento, recupera os organismos dos danos causados pelas
radiagaes.

Segundo ELDJARN e PIHL (1960), os possiveis mecanismos de
proteggo dos compostos sulfidrilicos sao os seguintes:

(l) Sendo redutores, os coﬁpostos sulfidrilicos reduzem o

conteddo de oxigénio nos organismos e diminuem o efeito de oxigénio,

causando o consegllente efeito protetor.

(2) Os compostos sulfidrilicos formam dissulfétos mistos
com os grupos -SH e -S-S- de proteina. A ligagao -S-S— de proteina é
sensivel a radiagao, porém torna-se resistente quando se combina com a
base sulfidrilica dos compostos sulfidrilicos.

(3) Os compostos sulfidrilicos eliminam os radicais li-
vres formados nos organismos pela radiaczo. Hsses radicais sao0 ativos
e reagem, finalmente, com o DNA, causando danos. A "remogao" dos radi
cais livres pela base sulfidrilica causa a reducao dos danos, mostran
do o efeito protetor.

Todavia, os resultados obtidos por VAN BEKKUM e DE GROOT
(1956)e HOLLAENDER e STAPLETON (1956) mostraram que a cisteamina recu-

pera levedura e bactéria irradiadas, independentemente da existéncia do
oxigénio. YAMAGUCHI (1962b) e SCHWARTZ e RICHARDSON (1967) também de-
monstraram que; em anéxia (ausénecia do oxigénio), a cistefna e cistea-
mina protegem sementes de arroz e células de bactéria irradiadas, res
pectivamente. GINSBERG e WESTER (1969) indicaram que, o DNA, apesar de
nao ter a base -SH nem a ligaggo ~S5-S5-; pode ser bem protegido por cig
teamina. BRsses resultados nos levam a crer gque o princiﬁal mecanismo
protetor desenvolvido pelos compostos sulfidrilicos é a eliminaggo dos
radicais livres. |

Quanto & formagao dos radicais livres nas sementes sécas ir

radiadas, tem sido esclarecido o seguinte:
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(1) A maior parte dos radicais livres formados por radia-
¢80 sao encontrados no embrizo (RANDOLPH e HABER, 1961;  BHRENBERG,
EHRENBERG e STROM, 1969).

(2) Os radicais induzidos permanecem nas sementes sécas
por periodo relativamente longo, possivelmente por varios dias (ZIMMER
et al., 19573 CONGER e RANDOLPH, 19593 RANDOLPH e HABER, 1961).

(3) Molhando as sementes irradiadas e secando-as em segui
da, podem ser eliminados quase 90% dos radicais livres induzidosxmx'rg
diacao (HABER e RANDOLPH, 1966).

Baseando-se nessas observagoes, YAMAGUCHI (1962a, 1962b)
irradiou sementes sécas de arroz com raios-gama, tratando com cisteina
logo em seguida, e observou o efeito protetor de cisteina em alguns ca
racteres Rl’ e ainda observou a alteragao do espectro de mutag&adeclg

rofila nas plantulas Rz.

2.2. Mutagénicos guimicos

Apds o sucesso de Muller e Stadler na indugao de mutacao ar
tificigl nos orgarismos superiores por meio de raios-X, surgiu a idéié
de induzir mutagao artificial por meio de substanciss quimicas  (LAW,
19385 GERSHENSON, 1939). |

No entahto, AUBRBACH e ROBSON (l942a, 1942b) foram os pri
meiros gue conseguiram provocar mutagges em Drosophila com um mutagéni
co quimico. Bles trataram machos de Drosophila com o gas mostarda, e
observaram que éste géslinduziu mutagoes letais idénticas as induzidas
por raios-X. O gds mostarda induziu, também, mutagoes vidveis, parale
lamente as letais (AUERBACH e ROBSON, 1947). Posteriormente, HOROWITZ,
HOULAHAN, HUNGATE e WRIGHT (1946), TATUM (1946), DEMEREC
(1947), HOCKENHULL (1948), GUSTAPSSON e MACKEY (1948) e outros pesqui-
sadores confirmaram o efeito mutagénico do gas mostarda em varios or-
ganismos, tanto em animais como em plantas.

Em conseqlléncia da descoberta de Auerbach e Robson, as pes
quisas sObre mutagénicos quimicos foram iniciadas em virios paises, e
aceleradas, principalmente na Suécia, onde foram descobertos outros mgl
tagénicos quimicos ou, em outras valavras, substancias radiomiméticas.
Dentre éles destacam-se as substancias alquilantes, que sao muito efi-
cientes na indugao de mutagao. Alquilagao é o fendmeno pelo qualo gru
po ativo do gas mostarda, por exemplo, reage com um receptor, tal como
o grupo &acido da protefina ou o grupo fosfato do DNA (ALEXANDER, 1960).
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Os epdxidos (por exemplo, Sxido de etileno ou EO) e as epiminas (por e
xemplo, etilenoimina ou EI), derivados de etileno, sao substincias al-
quilantes muito poderosas. O efeito mutagénico dessas substancias foi
verificado em Drosophila (RAPOPORTO, 19483 CARDINALI, 1954), em Neu-
rospora (WESTERGAARD, 1957), em cevada (EFRENBERG e GUSTAFSSON, 19573
EHRENBERG, LUNDQVIST e STRUM, 1958; EHRENBERG, GUSTAFSSON e LUNDQVIST,
1959), em Pisum (BLIXT, EHRENBERG e GELIN, 1960), em arroz (KAWAT e
SATO, 19655 YAMAGATA, SYAKUDO e FURUKAWA, 19653 ANDO, 1968), em tri-
go (KHVOSTOVA, MOZHAEVA, AIGAES e VALEVA, 19653 SCARASCTA e - MONTI,
1966), e em outros organismos superiores. '
EHRENBERG e GUSTAFSSON (1957) trataram sementes de cevada
com EO e DB (dlepox1butanog duas moléculas de EO), e relataram gque EO
foi mais eficiente na induggo de mutagao de clorofila do que DB. De um
modo geral, substancias alquilantes monofuncionais sao mais eficientes
do gue as polifuncionais na inducao de mutagao (EMRENBERG, 1960b).
Segundo EHRENBERG et al. (1959) gque compararam os efeitos

mutagénicos de radiagao e derivados de etileno, observaram gue:

(1) a freqléncia maxima de mutagao de clorofila induzida por EO &
mais ou menos igual aquela induzida por raios-X ou néutrons, enguanto
que a induzida por EI é de trés a quatro vézes maior do que aquela in-
duzida por raios=X ou neutronss

(2) EO e EI induzem maior variabilidade de mutagoes viaveis do que
raios<X;

(3) EO e EI alteram o espectro de mutagao de clorofila e produzem

mais mutagao do tipo viridis do que raios-X.

OSONE (1966), tratando sementes de arroz com EI e raios-X,
obteve resultados mais ou menos semelhantes aos acima mencionados, e 0b
servou: ainda que, com base nas dosagens que dao a mesma sobrevivéncia,
EI da maior fertilidade do que os raios=X nas plantas Rl. Porém,,SATO
(1966) nao observou diferenga significativa entre os espectros de muta
¢ao de clorofila por EO e por raios-X.

Comparando a eficiéncia de EO, EI e raios-X na indugao de
mutagao de clorofila em arroz, KAWAI e SATO (1965) relataram que, ba-
seando-se nas dosagens que deram o mesmo grau de letalidade; aordem da
eficiéncia é a seguinte: EI> raios-X> BO. Bles nao observaram, conty
do, diferenca significativa entre os espectros de mutaggodeclorofila°

Bsteres de alcanosulfonato também sao substéncias alquilan
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tes muito eficientes. HESLOT e FERRARY (1958), EHRENBERG (1960a,
1960b), RIEGER e MICHAELIS (1960), FAVRET (1960), e outros pesquisado-
res verificaram que metanosulfonato de etila (EMS), um dos ésteres de
alcanosulfonato, induz menos aberracoes cromossémicas e alta freqilén-
cia de mutaggo, guando comparado com raios-X. A freqiléncia de muta-
ggo de clorofila em cevada por BMS, baseada nas espigas Rl’ foil calcu-
lada de 50 a 60% (GUSTAFSSON, 19603 EHRENBERG, 1960a, 1960bs EHRENBERG,
et al., 19615 SWAMINATHAN, CHOPRA e BHASKARAN, 1962), de 30 a 40%
(KONZAK, NILAN, HARLE e HEINER, 19613  ARNASON, MOHAMMED, KOEHLER e
RENNEBERG, 1962), e 30% (GAUL, 1962).

EHLING, CUMMING e MALLING (1967) compararam mutagoes le-
tais dominantes induzidas nos machos de camundongo por EMS e IS (metg
nosulfonato de metila) e concluiram que MUS é mais eficiente do que
EMS. LOPPES (1969) tratou Chlamydomonas com ENMS, MMS e MES (etanosul-

fonato de metila), e chegou a conclusao de que MMS e NES sa0 mais efi-
cientes do gue EMS na indugao de mutagao reversa.

EHRENBERG, LUNDQVIST, OSTERVMAN e SPARRMAN (1966) relataram
que EMS provoca, em cevada, espectro de mutaggo de clorofila diferente
de raios=X.

GAUL, BENDER, ULONSKA e SATO (1966) compararam os efeitos
genéticos de raios-X e EMS em cevada, medindo varios caracteres quanti

tativos em R, e R e concluiram que EMS causa maior variabilidade ge

3 4°
nética do que os raios-X.

0 sulfato de dietila (DS) também é uma das substancias al
quilantes e tem se destacado pela sua alta capacidade mutagénica.
HEINER, KONZAK, NILAN e LEGAULT (1960) trataram sementes de cevada com
DS e obtiveram alta freqlléncia de mutagao de clorofila, indicando que
o tipo viridis é mais freqllente do que albina. FAVRET (1963) observou
que DS induz mutacao de clorofila em cevada com o espectro diferente de
raios-X. MONTI (1968) revelou que, em Pisum tratado com DS, a freqllen
cla total de mutaggo de todos os tipos é'trés a quatro vézes maior do
que a freqléncia total obtida com raios-X.

A respeito da relagao entre a concentragao e o efeito bio-
1égico de mutagénicos quimicos, GIBSON, BRINK e STAHMANN (1950), tra-
tando pdlen de milho com diversas concentragoes do gas mostarda, indi-
caram que existe uma relagao linear entfe a concentraggo do gas ea es-
terilidade causada nas plantas Rl pelas aberragSes cromossomicas.

EHRENBERG e GUSTAFSSON (1957), tratando sementes de cevada com varias
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concentracoes de B0 e DB, observaram uma relagao linear entre a concen-
tragao dos mutagénicos quimicos e a freqtléncia de mutagao de clorofila
baseada nas espigas Rl.
Comparando os efeitos de raios-X, EO,; EI, EMS e DS, basea~
dos nas dosagens da mesma letalidade, SATO (1966) observou as seguin-
tes ordens da eficiéncia dos mutagénicos:
EO>» DS >EI> raios-X >EMS  em fertilidade

EI~EMS > DS > raios-X >E0  em freqiléncia de mutacao de clorofila

2.3. Combinagao de tratamentos de radiagao e mutagénicos quimicos

Varios pesquisadores relataram o efeito bioldgico da combi
naczo de tratamentos de radiacoes ionizantes com substancias quimicas
nas plantass

MATSUO e ONOZAWA (1961), usando sementes de arroz, combi-
naram tratamentos de raios-X (30KR) ou néutrons térmicos (4,0 x 1O13
Nth/cmg) com pés-tratamentos de diepoxibutano (0,1% por 60 min.) ou de
beta-propiolactona (0,5% por 60 min.). Bles verificaram que, nos tra-
tamentos combinados de raios-X com mutagénicos quimicos a esterilida
de em Rl foi menor e a freqilénecia de mutagao de clorofila baseada nas
paniculas Rl fol maior do que a soma dos efeitos obtidos em cada trata
mento isoladamente. No entanto, a freqtléncia de mutacao de clorofila
do tratamento combinado de néutrons com mutagénicos quimicos foi menor
do que a soma das duas fregiléncias correspondentes. Porém, essa dife-
renga nao foi significativa. Quanto ao espectro de muta@go de clorofi
la, éles nzo observaram alteragao significativa entre os tratamentosin
dividuais e combinados. «

: FAVRET (1963) mostrou que, na combinagao de tratamento de
raios-X (1OKR e 20KR) e pds-tratamento com EMS (0,05% e 0,1%), a fre-
gtléencia de mutaggo de clorofila em cevada aumentou aditivamente, isto
é, a freqlléncia observada foi igual a soma das freqﬂéncias‘obéervadas
em cada tratamento. No entanto, na combinagao de pré-tratamgnto com
NS o tratamento com raios-X, nao foi observadoo efeito aditivo na fre

giténcia de mutagao de clorofila, e a fregliéncia foi menor do que a es-
‘perada. /
Resultados interessantes foram obtidos emaveia por WALLACE
(1965) que combinou pré-tratamento de BI (0,04% e 0,07%, por 2 hrs) ou
de DS (0,50% e 0,75%, por 2 hrs) com virias dosagens de raios-gama. A
COmbinaggo dos dois mutageénicos resultou na induggo de mutagao com fre
gléncia muito mais alta do que a esperada, no loco Vb que con-
trola a susceptibilidade para o fungo Helminthosporium victoriae. A




wlle

mesma, interaggo positiva foi observada na indugao de mutagao de cloro-
fila em cevada por AASTVEIT (1968), quando foram combinados raios-gama
e ENS.

SIDDIQ e SWAMINATHAN (1968), irradiaram, por outro lado, se
mentes de arroz com raios-gama (20KRad e 30KRad) e trataram-nas em se-
guida com EMS (0,33% por 8hrs a 25°¢), Os resultados mostraram que a
combinagao dos dois tratamentos sempre resultou em menor freqgfiéncia
de mutagao de clorofila do que a soma das fregfléncias obtidas com os
dois tratamentos individualmente.

DOLL e SANDFAER (1969) combinaram, em cevada, varias dosa-
gens de raios-gama e diversaé concentracoes de DS ou EMS, e chegaram &
conclusao de que os dois mutagénicos combinados agem aditivamentena es
terilidade em Rl e na freglléncia de mutacao de clorofila em Rz. Segun
do éles, entretanto, a interacao foi negativa sdbre a sobrevivéncia,
quando altas dosagens de raios-gama foram combinadas com os mutagéni-
~cos quimicos.

: TANO e YAMAGUCHI (1970) também mostraram o efeito aditivo
na indugao de mutagao de clorofila, quando sementes de cevada foram tra

tadas com raios-X (20KR) e logo em seguida com NMU (O,2mM por3 hrs ).

2.4+ Ontogenia das sementes dormentes

O embriao de uma semente dormente consta; geralmente, de

varias células iniciais, portanto plantas R, provenientes de sementes

1
tratadas com mutagénicos sao muitas vézes verdadeiras quimeras. Uma pa
nicula ou uma espiga, originando-se de varias células iniciais, pode
ser uma guimera com um setor mutado € outro nao se ocorrer uma mutaggo
em uma das ¢élulas iniciais.

Em 1930, STADLER concluiu que, no embriazo de sementesde ce
vada, as células iniciais ja estao diferenciadas, e que, portanto, a
ocorréncia de uma mutagao afetars sé uma espiga. Posteriormen te,
CALDECOTT e SMITH (1952) indicaram gue uma espiga de cevada desenvolve
—se de uma unica célula inicial, com base na observagao de que as célu
las maes do grao de pélen de uma espiga mostravam o mesmo tipo de aber-
racao cromossémica. GAUL (1959), por sua vez, observou espigas de ce-
vada com espigﬁetas normais e estéreis simultaneamente, sendo que as es
téreis eram devidas a uma translocagao reciproca. BEle concluiuque uma

. > . s 3 heed . 3 - s
espiga de cevada se origina, no minimo, de duas celulas iniciais.
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NISHIMURA e KURAGAMT (1952) demonstraram em arroz ques De-

lo menos, as cinco paniculas primérias, nas sementes irradiadas com

raios-X, desenvolvem-se independentemente da panfcula principal. MATSUO
et al. (1958) mostraram que a panicula secundiria recebe a mesma alte-
ragao genética da panicula primdria da qual se originou, e que, portan
to, elas se originaram da mesma célula inicial. YAMAGUCHI (1962¢) ir-
radiou sementes de arroz com raios—-gama € néutrons, e observouque a ta
xa de segregagao das panficulas mutadas aumentou com o aumento da dosa
gem, porém, foi sempre menor do que 0,25, que é o valor esperado sob a
hipotese de que o primdérdio consta de uma tnica célula inicial, guando
o material foi irradiado. Ble concluiu que esta diferengg era devida
a formagao da quimera nas paniculas Rl’ e calculou o nﬁmero das célu-
las iniciais no primordio, encontrando no maximo trés no tratamento com
10.000R de raios-gama, e duas nos tratamentos com 20.000R e 30.000R.
OSONE (1963), analisando a taxa de segregacazo de varias paniculas de
uma planta proveniente da semente irradiada de arroz, concluiu que, no
méximo, 6 células iniciais contribuiram para formagao da panicula prin
cipal.

MACKEY (1954) descreveu o numero das mutacoes somaticas que
ocorreram em espiga Rl de trigo, concluindo que esta espiga originou-
-se de mais de uma célula inicial. Mais tarde, SWAMINATHAN (1961) ob-
servou que, no embriao de trigo, ja estao diferenciados 3 ou 4 primér-
dios, e que cada espiga se origina de uma unica célula inicial.

ANDERSON, LONGLEY, LI e RETHERFORD (1949) relataram que um
pendao de milho origina-se de 7 a 8 células ji presentes no apiceda se
mente dormente, e SMITM, CURTIS, WOODLEY e STEIN (1962) indicaram que
o meristema do milho tinha pelo menos 14 células‘na hora da irradiagao
com deuterons.

KAUKIS e REITZ (1955) concluiram, pela observagao da dis—
tribuiggo dos mutantes‘em panicula Rl do sorgo, que ja existe mais de
uma célula inicial no embriao da semente.

BLIXT, EHRENBERG e GELIN (1958) observaram, em Pisum, gque
ocorreu sempre s6 uma mutaggo em- umg ramificagao, e concluiram que uma
ramificacao desenvolve-se de uma unica célula inicial. '

MOH (1961) indicou, pela observagao da distribuigao dos mu
tantes morfoldgicos num individuo e pela alta freqéncia dos mutantes
nao quiméricos, que o cafeeiro se desenvolve de uma Unica célula ini-

Cial o
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3., Material

3.1l. Sementes

Foram usadas sementes dormentes de arroz da variedade bra-
sileira "Dourado Precoce. 0 material foi fornecido, inicialmente; pe
lo Instituto Agrondémico de Campinas, e posteriormente foi cultivado e
propagado no Instituto de Genética da ESALQ. Nos experimentos realiza
dos em 1965 e 1966, foi usado o material procedente do IAC, e nos expe
rimentos realizados em 1967 e 1968, foram usadas sementes colhidas em

Piracicaba.

3.2. Protetor guimico

Foi usado como protetor quimico o cloridrato de L-cisteina,
(BDH ... British Drug Houses), que é um dos compostos sulfidrilicos. 4

baixo é dada a fdérmula dessa droga:

CHZ(SH)CH(COOH)NHQHCZL PM = 157,63

3.3. Substancias alquilantes

Foram usados guatro compostos alquilantes: Jxido de etile
no (BDH); etilenoimina (KochaLight); metanosulfonato de etila
(Eastman Kodak)s sulfato de dietila (Carlo Erba). Bssas drogas serao
denominadas neste trabalho, de acdrdo com a abreviagao obmumente adota
da por varios pesquisadores, como EO, EI, EMS e DS, respectivament e.

Abaixo sao mostradas as formulas désses compostos alguilantes:

dxido de etileno (EO) etilenoimina (EBI)
CH,—— CH CH,—CH
2 2 2 2
\O/ \'\ NH/
PM = 44,05 PM = 43,07
metanosulfonato de etila (EMS) sulfato de dietila (DS)
CH3SO302H5 (0‘2}150)2:302

PM=124,16 PM = 154,18
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4., Métodos

-

4.1. Uniformizagao do conteudo de agua nas sementes

Inicialmente, as sementes foram mantidas durante mais de um
mes em dessecador com o desidratante CaClg, a fim de uniformigar a umi
~ dade do material, e, conseqlientemente, tornar a radiosentividade uni-
‘forme em todos os experimentos.

O conteudo de agua nas sementes foi estimado pela secagem
do material na estufa durante 72 horas a temperatura de 90 a IOOOC. A
diferenga entre o péso inicial e o peso final, apds a secagem do mate-
rial, foi considerada como agua livre nas sementes. A média das qua-

tro amostras dos quatro experimentos foi de 8,1%.

4.2. Determinagao do '"consumo' de cisteina e do tempo de tratamen-—

10

A fim de determinar a relagao entre o tempo e o "consumo"
de cistefina, e de escolher o tempo adequado para o tratamento com cis-
teina, foi feito um experimento coloriméirico preliminar sdébre a solu-
¢ao de cistefna, de acdrdo com o método desenvolvido por LIDDELL e
SAVILLE (1959).

Foram preparados 18 frascos de Erlenmeyer de 250 ml, sendo
metade com 400 sementes selecionadas e com 100 ml da solugao de cistel
- na 13:10”3M, e os restantes com apenas 100 ml da mesma solugao sem se-
mentes. Todos os frascos foram bem fechados e mantidos a 25 Z 100°
Apds varios tempos, dois frascos de cada vez, um com sementes e outro

Sém sementes, foram levados para a determinagao colorimétrica a fim de
determinar o "consumo" ou a "perda" de cistefna na solugao. 4 diferen
¢a entre as duas medidas foil considerada como o '"consumo" ou a '"perda"
de cisteina durante éste tempo, devido a existéncia das sementes na so
;lugao,

‘ Paralelamente, foi feito um experimento sébrea absorgao de
dgua pelas sementes sécas de arroz a 25 % 1°6. 0 material foi coloca-
do simplesmente dentro de agua destilada e foram feitas varias pesa-
gens apoOs diversas horas. A absorcao de 4gua pelas sementes foi deter
minada pela difereﬁéa entre o péso inicial e o péso apds o periodo de

imersao. (Ver Figura 1).
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4.3. Tratamentos

No presente trabalho, foram desenvolvidos quatro experimen
tos diferentes. Durante todo o trawalho, éstes experimentoshsergo de~
nominados como Exp.l, Bxp.2, Exp.3 e Exp.4, respectivamente. Em cada
um déles foram combinados em fatorial os tratamentos com raios-gama,
cistefna e mutagénicos quimicos. Bsses tratamentos serao  abreviados
neste trabalho como R, C e MQ, respectivamente. Os quatro experimen-

tos foram realizados em anos diferentes,; com as seguintes combinagoess

Exp.1 R, C e EO, em 1965

Bxp.2 Ry, C e EI, em 1966

Exp.3 R, C e EMS, em 1967

Exp.4 R, C e DS, em 1968
Bm todos os experimentos foram escolhidas quatro dosagens de raios-ga-—
ma, isto &, OKR (0), 1O0KR (1), 20KR (2) e 30KR (3), e uma tinica concen
traggo de cistefna. Quanto aos mutagénicos quimicos, foi usada uma -
nica concentragao nos Exps.l e 2, e guatro concentragoes nos Expé. 3 e
4. Os tratamentos com mutagénicos quimicos com essas concentragSes se
rao denominados neste trabalho como EMSl, EMSz, EMS3 e EMS4 no Exp.3,
e DS DS DS. e DS, no HExp.4.

2’ 3 4
0 esquema geral da combinagao fatorial dos tratamentos foi

19

o.seguinte:

0 (contrdle) 0+C 0+MQ 0+C+MQ

1 1+C 1+MQ 1+C+NQ
2 2+C 2+MQ, 2+C+MQ
3 3+C 3+MQ 3+C4+MQ

Neste esquema, a combinagao dos. tratamentos = 2+C+M@, por exemplo, sig—
nifica que as sementes foram irradiadas primeiro com 20KR de raios-ga-—
ma, em seguida tratadas com cisteina, e finalmente tratadas com mutagé
“nico quimico. Em outro exemplo, o tratamento O+C signifioa que o mg
terial foi tratado diretamente com cisteina, sem irradiagao.

4.3.1. Irradiacao

Foram usados como fonte: de irradiaggo de raios—-gama, 0 rea=
tor do Instituto de Energia Atdmica (IEA), da Cidade Universitaria, S.
Paulo, nos Exps. 1 e 2, e a fonte de 0060 do Centro de Energia Nuclear
na Agricultura (CENA), da Escola Superior de Agricultura "Luiz de Quei

roz",nos Exps. 3 e 4.
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As sementes, 500 no Exp.l, 450 no Exp.2 e 400 nos Exps. 3
e 4, foram colocadas em saquinhos de plastico e dispostas no orificio
do reator ou em térno da fonte de 0060 de modo que tdédas as sementes
recebessem a irradiacao uniformemente. A intensidade da dosagem  va-
riou de um experimento para outro, porém a minima foi de aproximadamen

te 35OR/min e a maxima de aproximadamente l.OOOR/min°

4.3.2. Tratamentos quimicos

Todos os tratamentos quimicos foram feitos em placas ' de
Petri com 9 cm de diametro e 2 cm de altura, mantidas fechadas durante
o tratamento..  Os tratamentos nos Exps. 1 e 2 foram feitos rno laboraté
rio & temperatura de 27 & 2009 e nos Bxps. 3 e 4 foram realizados em
uma, camara de crescimento (Growth Lab., PGW-132, Percival, USA) a tem-
peratura de 25 2 1OC.

Nos Exps. 1 e 2, os tratamentos quimicos foraminiciados no
laboratdrio do IEA. A fim de facilitar o transporte para Piracicaba,
o material foi colocado dentro de saguinhos plasticos, contendo a solu
gao,'e posteriormente selados. Os saguinhos foram transportados para
Piracicaba em uma caixa de isopor. Apds a chegada, todo o conteudo dos
saquinhos foi transferido para as placas de Petri e af mantido até com
pletar o tempo de tratamento.

Em todos os tratamentos quimicos, a soluggo foi preparada
com Zgua destilada e o volume da solugao com substancia quimica foi cal
culado na base de 0,125 ml por semente, nzo sendo utilizadasoluggo tam

pao L

4.3.2.1. Tratamento com cisteina

3

Uma Unica concentragao de 1x 10 °M foi preparada logo an-
tes do infcio dos tratamentos. O tempo de tratamento foi de 45 horas

no Exp.l, 30 horas no ‘Exp.2, e 24 horas nos Exps. 3 e 4.

4.3.2.2. Tratamentos com substancias alquilantes

Abaixo sao mostradas as concentragoes e tempo de tratamen-

tos com substencias alquilantes, ou sejam, mutagénicos quimicos:
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Mutagenico Concentragao Tempo de

quimico (%) tr?ﬁizinto
Exp.l EO 0,15 10
Exp.2 BI 0,05 10
Exp.3 BS, 0,50 16
! EM82 1,00 10
" EMS3 1,50 10
" EMS , 2,00 0
Exp.4 DS, 0,30 4
" s, 0,46 (0,03M) 3
v DSB 0,50 A
" Ds4 0,70 4

As solucoes de EO e BI foram preparadas e congeladas apro-
ximadamente 12 horas antes do inficio dos tratamentos quimicos, e leva-~
dass numa caixa de isopor, para o IEA onde as gementes foram irradiadas.
As solugoes foram descongeladas logo antes do inicio dos tratamentos
com mutagénicos quimicos. As solugoes de EMS e DS foram preparadas lo
go antes do infcio dos tratamentos. Somente a solugao de DS foi troca

da de hora em hora, devido a curta meia-vida dessa substéncia.

4e3e3e Combinacao fatorial dos tratamentos

Quando as sementes foram tratadas somente com raios-gama,
sem tratamento quimico algum, o material irradiado foi colocado em a-
gua imediatamente apds a irradiagao.

Quando foram combinados raios-gama e cistefna, o material
irradiado foi posto na solugao de cisteina logo apds a irradiagao e dg
pois do término do tratamento, foi lavado em agua corrente durante uma
noite, e imerso em Agua numa placa de Petri até a semeadura.

Quando foram combinados raios-gama, cisteina e mutagénico
quimico, o material irradiado foi colocado na solugao de cisteina du-
rante um tempo determinado, apds o qual foi lavado em agua corrente du
rante 30 minutos, e em seguida colocado sObre um papel de filtro duran
te 15 minutos a fim de remover a agua excessiva e superficial das se-
mentes. Apds esta operagao o material foi tratado com a solugao de mu
tagénico quimico. Apds o término do tratamento, o material foi lavado
em agua corrente durante uma noite. Abaixo é mostrado o esquema segui

do nos varios tratamentos:
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Término da

, S
Tratamentos Lrradiscae emeadura
H.O
R 2
. H.0
R4C C ! corrgnte HZO
i umsa  noite
uQ ! H.O HZO
R+MQ corrente ;
} uma.  noite
H.O | geca~ H.O H.O
R+C+MQ ¢ _co%r.! gem e lco%r.! 2
‘095 h‘15 mini i uma i
noite

Todos os tratamentos quimicos, tanto das sementes irradiadas como das
nao irradiadas, foram iniciados ao mesmo tempo.

Os BExps. 3 e 4 foram feitos nas duas etapas seguintes, de-
vido ao nimero elevado das combinagoes fatoriais:

(1) Exp.3 - Primeiramente, foram feitas tédas as combina-

¢coes fatoriais de raios-gama, cisteina e EMS Um més apds, foram fel

ln
tos os seguintes tratamentos com EMSz, EMS3 e EMS4:

O+EM82’ 3, 4 O+C+EM529 3, 4 0 (contrdle)
1+BEMS C+EMS

' 29 35 4 1404 B 2, 35 4

2+C+E

2+mm27394 ++B$2,3’4

EMS C+EMS
S, 3, 4 HOES, 5y

(2) EBxp.4 - Primeiramente, foram feitas as seguintes com-

binagoes dos tratamentos:

0+C 0+DS,, 0+C+DS,, 0 (contrdle)
1+C 1+D82 l+C+DS2
2+C 2+DS2 2+C+DS2
3+C 3+D82 3+C+DS2

Um més depois, foram feitos os seguintes tratamentos:

0 (contrdle) o+Dsl’ 3, 4 0+C+3519 3, 4
1 1+DSl’ 3, 4 1+C+DSl, 3, 4
2 2+DS19 3, 4 2+C+D81, 3, 4
3 3+D81’ 3, 4 3+C+DS19 3, 4
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4.4. BSemeadura e observagoes na casg de vidro

Apds o término dos tratamentos, o material foi semeado em

caixas de madeira de 35 x 50 cm com profundidade de 10 cmy as quais fo
ram colocadas em Ccasa de vidro. :

A germinaggo foi observada uma semana apds a semeadura, e
a altura das plantulas foi medida duas semanas apos a semeadura, toman
do-se 100 plantulas no Bxp. 1, 64 no BExp.2; e 50 nos Exps. 3 e 4. T~
das as plantulas medidas foram escolhidas ao acaso, e guando © numero

era pequeno, tddas foram medidas.

4.5, Transplante e observacoes no campo

Mais ou menos um més apds a semeadura, as mudas foram trang
plantadas para o campo com espaganmento de 10 cm entrebcovas e 40 cm egl
tre linhass uma muda em cada cova. As mudas dos tratamentosmaisdrég
ticos foram plantadas em vasos e mantidas na casa de vidro a fim de ga
rantir maior mimero de sobreviventes e descendentes para serem analisag
dos.

As paniculas de cada sobrevivente foram marcadas pela or-
dem de florescimento, sendo colhidas as cinco primeiras no Exp.l, € as
trés primeiras nos demais experimentos.

Foi anotado o numero de sobreviventes na ocasiao da colhei
ta. A taxa de sobrevivencia, baseada no numero das sementes semeadas,
foi calculada sdmente nos Exps. 1 e 2. Nos demais experimentos, esta
taxa nao foi calculada devido a perda parcial da plantaggo causada pe=-

las fortes chuvas que cairam apds o transplante, em 1967 e 1968.

4.6. Determinacao da fertilidade

A fertilidade foi calculada tomando~se 100 paniculas em ca
da tratamento, escolhidas ao acaso. Quando o nimero era pequenc, td-
das foram contadas. & os graos completamente estéreis foram conside-
rados como tal.

Como: cada experimento foi:executado em anos diferentes, a
germinagao, altura das pléntulas, sobrevivéncia e fertilidade estao a-
presentadas nas tabelas e figuras por fndides, nos quais a medids do

contrdle foi sempre considerada como 100,0.
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doTe Deter@igacao da freqiénecia de mutacao de clorofila

Tédas as paniculas colhidas, exceto aquelas oompletamente
estéreis, foram semeadas separadamente, sem debulhar, nos canteiros de
areia da casa de vidro, sendo observadas as mutagoes de clorofila mais
ou menos 10 dias apds a semeadura.

Quando apareceu uma mutagao gualguer de clorofila numa pa-
nicula, foi considerado que ocorreu uma mutaggo de clorofila nesta pa=-
nicula. GQuando apareceram duas mutagges de clorofila diferentes 'numa
panicula, foi considerado que ocorreram duas mutagges de clorofila nes
sa panicula. Portanto, o que se considerou foi o nmimero de mutagoes
de clorofila e nao o numero de mutantes.

Se houvesse pelo menos uma plantula germinada numa panicu-
la semeada, independentemente de que fésse mutante ou normal, eésa Pa=
nicula era considerada como uma panicula germinada. Se nao houvesse
nenhuma plantula germinada, essa panicula era excluida do calculo da

fregéncia de mutagho de clorofila.

A fregléncia de mutacao de clorofila por 100 paniculas R

1
foi calculada pela seguinte férmulas

N® total de mutagoes de clorofila observadas
x 100

N° total de paniculas germinadas Rl

4.8. Andlise do espectro de mutacao de clorofila

Foi usada a classificagao de GUSTAFSSON (1940) e - HOLM
(1954), onde as: principais mutagges de clorofila sao as seguintes:

albina planta branca

i

viridis =~ planta verde claro

xantha =" planta amarela

striata planta listrada longitudinalmente. de

branco: e verde normal

maculata planta manchada com cdres branca e ver

de normal
Varias outras mutagoes de clorofila também foram observadas. Todavia,

no presente trabalho, tddas as mutagoes de clorofila foram classifica-

das em trés classes: albina, viridis e outras. A classe outras abran

ge xantha, striata, maculata e todos os outros tipos.

Em principio, a analise estatistica foi feita para as trés
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classes. Entretanto, quando a freqliéncia esperada de, pelo menos, uma
classe era pequena para ser analisada individualmente, esta classe foi
juntada com outra, e a analise foi feita, conseqlientemente, para ape-

nas as duas classes.

4.9. Cdleculo da taxa de segregacao

As paniculas Rl nas gquais apareceu pelo menos ummutante de
clorofila, foram consideradas como mutadas, e foram contadas as pléntg
las normais e mutadas. A taxa de segregagao de um tratamento foi cal-

culada da seguinte maneira:

N¢ total de mutantes das maniculas mutadas

N¢ total de plantulas das paniculas mutadas

A analise estatistica foi feita, em principio, para os tra

tamentos com, pelo menos, 10 paniculas segregadas.

4.10, Teste de sinal ('"sign test")

A fim de avaliar o efeito de pds-tratamento c¢om cisteina
sdbre varios caracteres em Rl’ foi aplicado o teste de sinal ("sign
test") (STEEL e TORRIE, 1960). Na comparagao dos dois tratamentos, num
carater em Rl’ com a mesma dosagem de raios-gama, isto é, um somente
com raios-gama e outro com cisteina apds a irradiagao, foi dado wum si
nal (+) quando o efeito da cisteina foi positivo, e um sinal (—) quan-
do o efeito foi negativo. Quando nao houve diferenca, o efeito foi eg
clufdo do cdleulo. B recomendado, entretanto, nao aplicar éste teste
quando o mimero de comparagoes é menor de 12. Portanto, nos testes do
Exp.l e Exp.2; foram incluidas as comparagges entre os tratamentos O e

0+C. A férmula déste teste é a seguinte:

(INl - sz - 1)2 N, ... n® de casos com sinal (+)

- 5 . .
Nl K N2 N2 ve. n? de casos com sinal (=)

4.11., Teste de homogeneidade

Durante os testes de homogeneidade para germinacao, sobre—
vivéncia, fertilidade e fregiléncia de mutagao de clorofila, as seguin-

tes recomendagges feitas por  PIMENTEL (1963)4foram consideradas:
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(1) A freqiéncia esperada minima nao deve ser inferioral.

(2) S6 em alguns casos a freqiéncia esperada pode ser me—
nor que 5,

Na analise da homogeneidade da freqiléncia de mutagaode slo
rofila, foi aplicado o teste exato de Fisher (PIMENTEL, 1963), quando
a fregqWéncia total foi pequena.

Na analise da altura das plantulas, o residuo da analise
da variancia foi decomposto para se verificar a sua homogeneidade. 6]
teste empregado foi o de Bartlett (STEEL e TORRIE, 1960). Quando nao
foi mostrada homogeneidade,; os graus de liberdade foram reduzidos, con

forme as recomendacoes de BOX (1954).

4.12. Teste nao paramétrico de Friedman

Durante a discussao da taxa de segregagao e da fregfiéncia
de mutagao de clorofila em relagao a ordem de florescimento das panfcu
las ng foi aplicado o teste nao paramétrico de Friedman ("ranking
test") (STEEL e TORRIE, 1960). A férmula déste teste & a seguintes

7
4

///: 5 12 5
%2 Zri - 3b (% + 1)

bt (¢t +1) 1

onde t é o mimero de florescimentos a comparar (3 no caso, isto &, 19,
22 g 32 florescimento)s b é, para o presente trabalho, o numero dos
tratamentos, z, é a soma das ordens de classificacao do florescimen-

to i (i =1, 2e 3), e 12 e 3 sao constantes.

4.13. Calculo de coeficiente de determinacgo (Rz)

A fim de discutir se a ag¢ao da radiagao e dos diversos mu-
tagénicos quimicos foi aditiva, calculou-se um coeficiente de determi-
‘nagao (RE) para cada combinaggo de tratamentos. Bste coeficiente foi
obtido baseando-se num modélo aditivo (STEEL e TORRIE, 1960), e pela
sua magnitude foi discutida a presenca ou nao de interagao entre a ra-

diagao e mutagénicos quimicos.

4,14, "8ib method" ‘de Fisher

Bste método de Fisher (MATHER, 1951) foi aplicado para os
casos em que as familias nao tinham tamanho suficiente que permitisse

um' teste de X2 para a segregagao monofatorial.
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5. Resultados obtidos

5.1. Determinacao da relacao entre o tempo de tratamento e "consu~

mo" de cisteina

Na Tabela 1 sao mostrados os resultados da analise colori-
métrica do "consumo'" de cisteina na soluggo'lscIO"BM a 25 %19. as di
ferengas entre o conteddo do frasco s6 com solugao de cisteina e do
frasco com a solugao de cisteina mais as sementes, sao apresentadas em
porcentagem relativa a quantidade inicial de cisteina no tempo zero, e
também em péso de cisteina emmg por 1 g de sementes. A Figura 1 mos-
tra a relaggo entre o tempo de tratamento e "consumo'" de cisteina emug
por 1 g de sementes. Nesta figura foi colocada também a curva de ab-
sorcao de 4gua pelas sementes sécas a 25 % 19%. 1B evidente que o 'con
sumo" de cistefna aumentou com o tempo e com a absorczo de agua Dpelas
sementes. Até mais ou menos 25 ‘horas, as duas curvas sa0 paralelas.
Isto indica que esta ocorrendo uma absorgao geletiva de cigﬁeina pelas
sementes, ou a‘decomposiggo quimica de eistefna por algumas substan-
cias secretadas pelas sementes ou ainda por outros fatdres desconheci
dos. Se ocorresse um "consumo" de cisteina proporcionalmente 5 absor-
¢ao de &gua, sem decomposig¢ao quimica, a concentragao de cisteinada so
1ug§o deveria ser constante, e portanto a curva nao deveria  aumentar
com o aumento do tempos

Da curva do "consumo'" de cisteina, foram escolhidos os sg
guintes tempos de tratamentos

24 horas guando o ritmo do '"consumo'" é ainda constantej

30 horas quarido o “consumo" come¢a. a Ser acelerados

45 horas quando o '"consumo'" comega a declinar.

5.2. Dados s8bre caracteres em R, e fregtléncia de mutagao de clo-

rofila em R.
yath

5.2.1. Experimento 1

Os resultados da combinagao fatorial dos tratamentos de
raios-gama, cisteina e EO sao mostrados na Tabela 2 e nas Piguras 2
3, 4, 5 e 6. No rodapé destas figuras sao mostrados também os resulta
dos das analises estatisticas feitas. '

&
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5.2.1.1. Germinagao

De um modo geral, a germinagao diminuiu como aumento da do
sagem de raios-gama em tédas as combinagges de tratamentos (Figura 2).

Quanto a combinaggo de tratamentos de raios-gama e EO, o ¢
feito letal sdbre a germinacao aumentou com o aumento da dosagem da ra
diagao, chegando a 100% no tratamento 3+E0, onde nenhuma germinacao foi
observada. O efeito da cisteina aplicada entre a radiagao e o mutagé-
nico quimico foi sensivelmente positivo nas dosagens de 20KR e 30KRj
com 20 KR, a germinagao aumentou de 26,6 para 45,0, e com 30KR, de 0,0
para 16,6. » ” e

5.2.1.2, Altura das plantulas

A altura das plantulas também diminuiu, de modo geral, com
o aumento da dosagem de raios-gama. Na Figura 3 sao mostrados Os Te-
sultados com relagao a altura das plantulas.

Comparando os tratamentos R e R+C, verificou-se que, com o
pés-tratamento das sementes irradiadas com cisteina, a altura das plan
tulas diminuiu significativamente de 92,4 para 84,1 com 10KR, de 69,2
para 52,6 com 20KR, e de 51,2 para 43,5 com 30KR. Com OKR, nao foi ob
servada diferenca significativa.

Analisando-se os tratamentos R+EO e R+C+EO, verificou-se
guey com a inclusao da cistefna, a altura das plantulas aumentou signi
ficativamente de 21,7 para 41,0 com 20KR e de 48,7 para 58,5 com OKR.
Como foi observado na germinagao, o tratamento 3+EO foi letal. No en-
tanto, cistefna recuperou a germinagao déste tratamento, possibilitan-
do assim g observaggo da alturakdas plantulas de 2339 no - tratamento

3+C+EQ.,

50201- 30 'SobreViVénOia.

Embora que tddas as plantulas dos tratamentos 2+EO0 e 3+C+EO
foram cultivadas na casa de vidro, a sobrevivéncia na época de colhei-
~ ta geralmente diminuiu com o aumento da dosagem de raios-—gama, como
mostrada na Figura 4.

Na comparagao dos tratamentos R e R+C, a cistefna interfe-
riu negativamente com OKR, 10KR e 20KR. Com 30 KR, o efeito de cistei
na foi positivo, porém nao foi significativo.

Comparando-se os tratamentos R+EQ e R+C+EO, verificou-se
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que a cisteina reduziu a sobrevivéncia de 65,2 para 49,7 com OKR, e de
69,0 para 46,1 com 10KR, Houve um aumento significativo de 31,3 para

4349 com 20KR. No tratamento 3+C+E0, foi observada a sobrevivéncia de

1947

5¢2s1%4s ~Pertilidade

A Tigura 5 mostra claramente que a fertilidade diminuiu qua
se linearmente com o aumento da dosagem de raios-gama. Nao foi obser-
‘vado, no entanto, o efeito protetor de cisteina quando se compararamos
tratamentos R e R+C. Pelo contrario, o pés-tratamento com cisteina du
rante 45 horas prejudicou a fertilidade das sementes irradiadas com té
das as dosagens, inclusive OKR,

Nos tratamentos R+EO e R+C+EO-foi demonstrado gue a inter-
calagao do tratamento com cisteina aumentou significativamente a fer
tilidade com 20KR e diminuiu com 10KR. No tratamento 3+C+EO foi obti-
da a. fertilidade de 34,9.

5.2.1.5. Fregtléncia de mutacao de clorofila

A Figura 6 mostra a fregiléncia de mutagao de clorofilas

A freqléncia de mutaggo de clorofila foi sempre mais alta
nos tratamentos R+C, em comparagao com a dos tratamentos R. O aumento
da freqgliéncia com OKR e 20KR foi significativo, porém nao significati-
vo com as outras dosagens.

0 uso da cisteina entre a radiagao e o mutagénico EO teve
efeifto significativamente negativo com OKR, e nao teve efeito significa
tivo com as dosagens de 10KR e 20KR. No tratamento 3+C+EO, onde a ger
minagao foi recuperada de 0,0 para 16,6, foram observadas 15,2 muta-=
goes de clorofila por 100 panfculas germinadas, sendo a maior freqiién-

cia observada em todos os tratamentos do Exp.l.

5¢242s - Bxperimento 2

Os resultados da combinagao dos tratamentos de railos-gama,
cisteina e BI sao mostrados na Tabela 3 e nas Figuras 758, 9, 10 e 11,
Os resultados das andlises estatisticas sao mostrados no rodapé nestas

figuras.,
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5.2.2.1. Germinagao

Geralmente, como mostrado na Figura 7, a germinagao dimi-
nuiu com o aumento da dosagem de raios-gama em tddas as combinagoes de

tratamentos.
Comparando os tratamentos R e R+C, verificou-se que nenhum

pds-tratamento com cisteina apresentou diferenga significativa.

O mesmo foi observado nos tratamentos R+EI e R+C+EI.  Nos
tratamentos O+C+EI, 2+C+BEI e 3+C+EI foi observado ligeiro, porém nao
significativo, aumento da germinaggo, em relagao aos tratamentos O+EIL,

2+ET e 3+EI, respectivamente.

5.2.2.2. Altura das plantulas

A altura das plantulas diminuiu quase linearmente como au-
mento da dosagem de raios-gama em todos os tratamentos combinados. Ig
to é mostrado na Figura 8. |

Nos casos do pos-tratamento com cisteina, observou-se um 1i
geiro aumento na altura das plantulas com tddas as dosagens de raios-
—-gama, comparando com os tratamentos sé com raios-gama. Porém, ésseau
mento foi significativo sé com 20KR.

Quando comparados os tratamentos R+EI e R+C+EI, verificou-
—-se que o efeito da cisteina foi significativo sé com 20KR de raios-ga

ma s

5.2.2.3. Sobrevivéncia

A maioria das plantas dos tratamentos 2+EL, 3+BEI e 3+C+EL
foram cultivadas na casa de vidro. No entanto, foi observado em tddas
as combinagSes que a sobrevivéncia diminuiu, de modo geral, com O au-
mento da dosagem de raios-—gama. Isto pode ser observado na Figura 9.

Na comparaggo dos tratamentos O e 0+C, e 3 e 3+C, foi ob~
servada uma diferenca positiva gsignificativa devida a presenca da cis-
teina.

Quanto aos tratamentos R+BI e R+C+EI, a unicadiferenga sig

nificativa foi observada entre os tratamentos 2+EIl e 2+C+EI.

! 5¢242+44¢  PFertilidade

Os resultados com relagao & fertilidade sao mostrados na Fi

gura 10. A fertilidade das paniculas Rl em todas as oombinagSes dimi=
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riuiu mais ou menos linearmente com o aumento da dosagemde ralos-gama.
A comparagao da fertilidade entre os tratamentos R e R+C
revelou que a cisteina aumentou significativamente a fertilidade com
10KR e 30KR, e diminuiu significativamente com 20KR, ‘
Entre os tratamentos R+EI e R+C+EI, foi observado aumento
significativo com OKR e 20KR. Com 10KR, a fertilidade diminuiu signi-
ficativamente devido ao tratamento intercalado com cistefna. Nao hou-

ve diferenca entre os tratamentos 3+EI e 3+C+EIL,

5.2.2.5. Fregliéncia de mutacao de clorofila

Na Figura 11 sao mostrados os resultados da fregiléncia de
mutagao de clorofila.

Comparando-se os tratamentos R e R+C, verificou-se gue hou
ve ligeiro decréscimo na fregiiéncia de mutaggo de clorofila com as do=-
sagens OKR, 10KR e 20KR; e ligeiro aumento com 30KR, devido ao pds-tra
tamento com cistefna. Entretanto, as diferengas nao foram significati
vas.

A comparagao entre os tratamentos R+BI e R+C+EI mostrou
que, com OKR, a freqiléncia de mutagao de clorofila diminuiu significa-
tivamente apds o tratamento com cisteina. Com 10KR e 20KR, a freqién-
cia foi reduzida, porém essa redugao nao foi significativa. Com 30KR,
a combinaggo de raios-gama, cisteina e EI apresentou 17,09 mutagSes de
clorofila m»or 100 paniculas germinadas, sendo a freqiéncia mais alta
de tddas as encontradas nos tratamentos do Exp.2. Todavia, devido ao
nimero baixo das panfculas germinadas (158 no total), o aumento nao foi

significativo quando comparado com o tratamento 3+EIL.

Be2e3.  Experimento 3

Os resultados obtidos na combinagao fatorial dos tratamen-
tos de raios-gama, cisteina e quatro concentragoes de EMS sao0 mostra-
dos na Tabela 4 e nas Figuras 12, 13, 14 e 15. No rodapé dessas figu-

ras sao apresentados os resultados das analises estatisticas.

5.2.3.1. Germinagao

A Pigura 12 mostra os resultados da germinagao. De um: mo=
do geral, ela diminuiu com o aumento da dosagem de raios-gama, € tam-
bém com o aumento da concentragao de EMS. Isto é observado mais clara

mente quando a concentragao de EMS foi alta.
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Comparando os tratamentos R e R+C, foi observada uma dife-
renca significativa entre os tratamentos O e 0+C,; e 3 e 3+C, Em ambos
0s casos, a germinagao diminuiu com o pés-tratamento com cisteina.

Na comparagao dos tratamentos R+EMS. e R+C+EMS., foi mos-

1 1’°
trado que a cisteina nao modificou a germinagao, exceto no tratamento

l+C+EMSl9 onde a germinagao diminuiu significativamente em relagao ao

tratamento l+EMSl.

Nos tratamentos R+EM82 e R+C+EM82, verificou-se que a cis-

teina recuperou a germinacao em todas as dosagens de raios-gama, redu-
zindo o efeito letal da combinagao dos dois mutagénicos.

Na comparagao dos tratamentos R+EMS. e R+C+EMS. num lado,

3 3

e R+EMS4 e R+C+EMS4 noutro lado, verificou-se que o tratamento com cig

tefna sempre aumentou a germinagao com qualquer dosagem de raios-gama.

5.2.3.2. Altura das plantulas

De um modo geral, em t3das as combinagOes, a altura das
plantulas diminuiu com o aumento da dosagem ou concentragao dos mutagé
nicos (Figura 13).

Quanto ao efeito do pés—tratamento com cistefna, foi nota-
do que a altura das plantulas nos tratamentos O+C e 3+C foi reduzida
significativamente, em comparaggo com os tratamentos O e 3, respectiva
mente.

Foi observado, no entanto, um aumento sensivel na  altura
das plantulas quando a cisteina foi aplicada entre os tratamentos com
raios-gama e alta concentracao de EMS. Quando a concentragao de EMS
foi de 1,5%, os tratamentos O+C+EMS3, l+C+EMS3 e 3+C+EMS3
mento significativo na altura das plantulas, em compara¢ao com oS tra-
tamentos O+EMS39 1+EMS3 e 3+EMSB,

950 de EMS foi de 2,0%, todos os tratamentos R+C+EMS, mostraram aumen- A

4

to significativo na altura das plantulas, comparando com os correspon-

mostraram au

respectivamente. Quando a concentrg

dentes tratamentos R+ENMS,.

4
5¢2¢3.3. Fertilidade

A fertilidade, no geral, diminuiu com o aumento da dosagem
ou concentragao dos mutagénicos. Na PFigura 14 sao mostrados os resul-
tados com relagao & fertilidade.

Verificou-se que, com o pds-tratamento de cisteina, a fer-
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tilidade aumentou nas dosagens de 10KR e 30KR de raios-gama e diminuiu
em 20KR, : '
Nos tratamentos R+C+EMSl,

tivamente em relagao aos tratamentos R+EMSI. Ao contrario; nas compa-

a Tertilidade aumentou significa

ragoes dos tratamentos R+C+EMS, com R+EMS , e R+C+EMS3 com R+fMS3, o
pds—tratamento com cisteina diminuiu a fertilidade, com excegao do tra
tamento 2+C+EM82 onde a fertilidade aumentou significativamente em re-
1ag§o ao tratamento 2+EM82. No tratamento 3+EMS3, nao foi observada
uma Unica semente fértil. Porém, no tratamento 3+C+EMS3, foi verifica
da a recuperacao da fertilidade até 4,8% do contrdle.

Nos tratamentos R+C+EMS4, foram obtidas sementes férteis a
penas nos tratamentos O+C+EMS4 e l+C+EMS4, sendo que no tratamento

1+EMS4 a letalidade foi completa.

5.2.3.4. PFregiléncia de mutagcao de clorofila

Na Figura 15 sao mostrados os resultados em relagao a fre-
qlléncia de mutagao de clorofila.

Nos tratamentos 2 e 2+C, e 3 e 3+C, o pds—tratamento com
cistefna aumentou a fregtléncia de mutagao de clorofila de 2,26 para
44,25, e de 5,14 para T,04, respectivamerte. 4

Com relagao aos tratamentos R+EMS. e R+C+EMS verificou~

1 1’
~S€e que a aplicacao de cistefna nao alterou a freqiléncia de mutaggo de
clorofilae

BEm relagao aos tratamentos R+EMS, e R+C+EMS a cisteina

2 27
contribuiu para o aumento da freqfiéncia de mutagao de 10,53 para 29,73.

Nesta analise, foram excluidos os tratamentos 3+EMS, e 3+C+EMS2 devido

a0 numero bastante reduzido das paniculas germinadag. No entanto, no
tratamento 3+C+EM82, foi observada uma fregtiéncia de mutaggo de cloro-~
fila de 75,00 por 100 paniculas germinadas, sendo observadas 6 muta-
gges de clorofila em apenas 8 panieulas germinadas. EBsta freqiéncia
foi a mais alta de todos o0s experimentos realizados no presente traba=
lhos

Nas demais combinagoes de tratamentos com alta  concentra
gao de EMS, a comparagao estatistica nao foi efetuada devido ao aumen—
to da toxicidade e a conseqliente redugao no mimero das paniculas obti-
das. No entanto, no tratamento 2+C+EMS3, foi obtida a alta fregfiéncia
de 66,67 (2 mutagoes em 3 paniculas germinadas), eno tratamentoO+EMS4,

71,43 (5 mutagoes em 7 paniculas germinadas).
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5.2.4. Bxperimonto 4

Os resultados obtidos na oombinaggo fatorial de ralos—ga~
ma, cistefna e quatro concentragoes de DS sao mostrados na Tabela 5 e
nas Figuras 16, 17, 18 e 19. Nessas figuras, os resultados das anél;

ses estatisticas sao mostrados conjuntamente.

50244l Germinaggq

A Figura 16 mostra os resultados da germinagao.

Na comparagao dos tratamentos R e R+C, nao foi observado 8
feito significativo do pds-—tratamento com cisteina, exceto no tratamen
to 0+C onde &g germinagao diminuiu significativamente de 100,0 para 96,9.

Quando foram comparados os tratamentos R+DS1 e R+C+DSl, e
R+DS2 e R+C+DS2, nao foi constatada diferenga significativa na germing
¢aos.

Na comparagao dos tratamentos R+DS, e R+C+D839 foi observg

%9
Quanto & commaracao entre os tratamentos R+DS4 e R+C+DS4,
foi observado também um decréscimo significativo devido ao tratamento

com cisteina entre O+DS4 e O+C+DS4, 1+DS4 e 1+C+DS4, e 2+DS4€32+C+DS4.

3
do um decréscimo significativo entre O+DS3 e O+C+DS3,<31+DS3eal+C+DS

devido ao tratamento com cisteina.

5.2.4.2. Altura das plantulas

A Figura 17 mostra os resultados da altura das plantulas.

De um modo geral, a altura das plantulas nos tratamentos
R+C foi maior do que nos tratamentos R. O aumento foi significativo
quando as dosagens de raios-gama foram de. 1OKR e 20KR.

Na comparaggo dos tratamentos R+DS.: e R+C+DSlg‘verificou—se

1
que o efeito da cisteina foi significativamente positivo nos tratamen-—

tos l+C+DS1 e 2+C+DSl, 1

3+C+Dsl, o efeito do tratamento intercalado com cisteina causou redu~

e negativo no tratamento O«+C+DS No tratamento

950 na altura das plantulas, porém nao significativamente.
No tratamento O+C+D82, a altura das plantulas diminuiu sig

nificativamente quando comparado com o tratamento O+DS Nos demais

2.

I . ) -
tratamentos envolvendo DS verificou-se que o tratamento com cistelina

2 9
aumentou a altura das plantulas, independentemente da dosagemde raios-
"‘gama.

Nos tratamentos R+C+DS., foi observado que a cisteina redu

3
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ziu a altura das plantulas com tddas as dosagens de raios-gama, inclu-
sive OKR, em comparaan com os tratamentos R+D83. Somente a diferen~
ga entre os tratamentos 2+DS, e 2+C+DS3 nao foi significativa.

e R+C+DS verificou-se

Em relagao aos tratamentos R+DS4 4

gue- a aplicagao de cisteina diminuiu a altura das plantulas com tédas

as dosagens: de ralos-gama.

5:2.443. Fertilidade

Os resultados com relagao & fertilidade sao mostrados na Fi
gura 18.

Em todas as combinagaes fatoriais de raios-gamay, cisteina
e quatro concentracoes de DS, verificou-se que a fertilidade diminuiu
significativamente com o aumento da dosagem de raios-gama.

Quando. foram comparados os tratamentos R-e R+C, verificou-
~se que o poés-tratamento com cisteina aumentou significativamentea fer
tilidade com tédas as dosagens de raios-gama, com excegao do tratamen-
to 0+C onde a fertilidade foi reduzida de 100,0 (contrdle) para 93,1.

Na comparagao dos tratamentos R+DS e R+C+DS, nao foi obser
vado um efeito determinado de cisteina sébre a fertilidade. Entretan-
t0, quando a concentragao de DS foi alta (0,7%), o tratamento com cis-

teina aumentou significativamente a fertilidade com 10KR, 20KR e 30KR.

5.2.4.4. Freglléncia de mutagcao de clorofila

A Figura 19 mostra a freqiéncia de mutagao de clorofila.

De modo geral, foram obtidos poucos sobreviventes neste ex
perimento com DS, e como conseqliéncia foi observado um nimero diminuto
das paniculas germinadas, o que trouxe certas dificuldades na analise
estatistica dos dados obtidos.

Na comparacao dos tratamentos R e R+C, nenbuma difersnca
significativa foi observada. Porém, a freqiléncia mais alta foide 14,04
no. ‘tratamento 3.

Comparando os tratamentos R+DSl e R+C+DSl, foiobserva&aum
efeito positivo e significativo sébre a fregiléncia de mutagao de cloro
filas unicamente no tratamento O+C+DSl. A freqliéncia mais alta foi de
13,33 no tratamento 3+C+DSl.

Quando a concentragao de DS foi de 0,46% (DSE)’ nenhuma di

ferenga significativa foi observada entreos tratamentos R+D82eiR+C+D82.
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A freqliiéneia de mutagao de clorofila mais alta foi de 11,33 por 100 pa
niculas germinadas no tratamento 24D,

Apesar de que entre os tratamentos H+DS3 e R+C+DS3 nao te-—
nha sido observada nenhuma diferenca significativa, foil observada : po-
rém uma tendéncia da freqiéncia de mutagao de clorofila diminuir devi-
do ao tratamento intercalado de cisteina. No entanto, no tratamento
3+DS3 ‘
tratamentos com DS..

3

Na comparagao dos tratameritos R+DS

foi observada a freqiiéncia de 15,15, a mais alta encontrada nos

e R+C+DS4, verificou -

4

—se que a freqgiléncia de mutaggo de clorofila aumentou de 5,65 (2+DS4)
para 15,84 (2+C+DS4). A fregliéncia mais alta foi de 17,50 no trata-
mento 1+DS; onde foram obtidas T mutagges entre 40 paniculas Rl germi-

4
nadas.

5+3. Médias ponderadas dos caracteres medidos em R. dos tratamen-
L

tos com. raios<gama

A Figura 20 e tabela anexa mostram as médias ponderadas da
germinagao, altura das plantulas, sobrevivéncia e fertilidade dos éxpg
rimentos com raios-gama durante quatro anos. Somente a sobrevivéncia
é representada pela média de dois experimentos (Exps. 1 e 2). Aparen-
tementey a germinaggo fol menos sensitiva e a fertilidade foi mais sen

sitiva para a irradiag¢ao com ralos-—gama.

5.4+ ~Bspectro de mutacao de clorofila

A tim de verificar se a dosagem ou concentragao dos mutagé
nicos, o ambiente e a combinagao dos tratamentos influem no espectro de
mutagao de clorofila, foram feitas andlises estatisticas das freqtlén—
cias dos varios tipos de mutaggo de clorofila observados.

Inicialmente, as mutagges de clorofila foram separadas ‘em

trés classess albina, viridis e outras. Porém, quando afreqiiéncia es

perada de, pelo menos, uma classe foi menor do que 5, as classes foram
reunidas ‘convenientemente.

A Tabela 6 mostra as fregiléencias observadas dos trés tipos
de mutagao de clorofila e, ao mesmo tempo, as taxas de albina dos va-

rios tratamentos.
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5.4.1. Dosagens ou concentragoes diferentes dos mutagénicos
e espectro de mutagao de clorofila
A Tabela 7 mostra os resultados das analises em relacao as

freqﬁéncias dos tipos de mutagao de clorofila nos diversos tratamentos.

Verificou-se que; de um modo geral, as dosagens ou concen-

tracoes diferentes tanto nos tratamentos simples como nos tratamentos

combinados, nao modificaram as freqiéncias dos tipos albina, viridis e

outras. Todavia, os tratamentos combinados 1+C+EO, 2+C+EO e 3+C+EO no
Exp.l, os tratamentos O+EMSl e Q+EM82 no Exp.3, e os pos-tratamentos
com cisteina 1+C, 2+C e 3+C no Exp.4, alteraram significativamente as

freqlléncias dos tipos de mutagao de clorofila. Observou-se que, no en

tanto, a taxa de albina no tratamento 3+C+EO foi menor (0,3158) do que
nos tratamentos 1+C+E0 (0,6000) e 2+C+E0 (0,6481). No Exp.4, notou-se

. que a froglléncia do tipo viridis no tratamento 1+C foi menor (0,1818)

do que nos outros pés-tratamentos com cisteina (0,2131 no tratamento
24C e 0,3783 no tratamento 3+C), e que a fregiéncia do tipo outras no

tratamento 3+C fol bem me nor(O, 0811) do que nos outros (093409 no trata-

mento 14C e 0,1639 no tratamento 2+C). 0 espectro de mutagao de cloro
fila foi, também, diferente entre os tratamentos O+EM'Sl e O+EM82. As
taxas de albina désses dois tratamentos foram de 0,5282 e 0,2174, res—

pectivamente.

5.4.2. Ambiente diferente e espsctro de mutacao de clorofi-
la

Os tratamentos com raios-gama foram repetidos durante gua=
tro anos seguidos. Os dados na Tabela 8 indicam gue considerando-se do
sagens determinadas, as freqiéncias dos tipos albina, viridis e outras
nao variaram em anos diferentes (X2 = 4,15ns com 1OKR, X2 = 2,20ns com
20KR, X 5,30"° com 30KR). Os dados do Exp.4 em 1968 foram exclui-

dos das anélises individuais devido as baixas freqlléncias observadas e

esperadas.

Reunindo-se os dados referentes a dosagens diferentes obti
dos em um mesmo ano, verificou-se que nao houve variaggo de ano para
ano (X2 = 10,41ns), o0 que indica que o espectro de mutagao nao variou

com o ambiente diferente caracteristico dos anos envolvidos.
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S5¢4.3. Mutagénicos guimicos diferentes e espectro de muta—

~

gao de clorofila

0 efeito dos tratamentos com mutagénicos quimicos diferen—
tes sébre o espectro de mutaggo de clorofila foi analisado, comparando
—-se com o0s efeitos dos tratamentos com raios—gama. Os resultados S80
mos trados ra Tabela 9, e indicam que, individualmente, nenhum mutagéni
co quimico usado modificou o espectro de mutagao de clorofila em rela-
cao aquele obtido nos tratamentos com raios—gama (X2 - 2,08"° com MO,
X2 o1 8 s BT, X0 500 BN X0 0.09° con 18).

Reunindo-se os dados obtidos pelo efeito da radiagao nos 4
experimentos e comparando com os dados obtidos do efeito dos mutagén;

cos quimicos, verificou-se que nao houve diferenga nos espectros de mu-—

tacao de clorofila (X2 - 7,89ns).

5.4.4. Pés-tratamentos com cisteina ¢ espectro demutagao de

clorofila

Le acérdo com os resultados apresentados na Tabela 10, os

pés—tratamentos com cisteina, durante 45 horas e 30 horas nao altera-
ram o espectro de mutacao de clorofila em rela¢ao aguele obtido nos tra

tamentos com raios-gama (X2 = O,lOns e X2 = O,45n89 respectivamente).

Entretanto, o pds-tratamento com cisteina durante 24 horas deu origem

a modifica@éo significativa no espectro de mutagao de clorofila. Nos

tratamentos com raios-gama dos Lxps. 3 e 4, as taxas de albina, viri-
dis e outras foram de 0,5608, 0,1216 e 0,3176, e, nos pds-tratamentos
com cisteina durante 24 horas, foram de 0,5789, 0,2074 e 0,2137, res—

pectivamente. Portanto, concluiu-se que a diferenga no espectro de mu

tacao de clorofila entre os tratamentos com raios—gama e com cisteina

durante 24 horas é devida a alteragao das taxas de viridis e outras.

Entre os pos-tratamentos com cisteina durante 45 horas, 30

horas e 24 horas, nao foi observada a diferenca significativa no espegc

tro de mutagso de clorofila (X2 = 2,59ns).

5.4.5. Tratamentos combinados com raios-gama e mutagénico

guimico e espectro de mutacao de clorofila

O espectro de mutagcao de clorofila dos tratamentos combina
dos de raios-gama e mitagénico quimico foi comparado com o dos trata-

mentos com raios-gama. Os resultados mostrados na Tabela 11 indicam
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que os tratamentos dombinados nao alteraram o espectro de mutaggo de
clorofila em relacao aqueles obtidos com raios-gama (X2 = 0,02 com
PAEO, %° = 2,52%° com B4EI, X° - 2,92%° com R4EMS, X% - 0,45 oom
R4DS).

Entre os tratamentos combinados, tambem nao foi observada
ns
diferenga significativa nos espectros de mutagao (X = T 08 ).

5.4.6, Tratamentos combinados com cisteina e mutagénico qui-

mico e espectro de mutagzo de clorofila

Quando a cistefna foi combinada com O, foi observada uma
modificagaoﬂsignificativa 1o espectro de mutaggo de clorofila, em com-
paracao com o tratamento com raios-gama (X2 = 4,83¥, Tabela 12). As ta
xas de albina, viridis e outras foram de 0,6061, 0,1591 e 0,2348 no tra

tamento com raios-gama, e de 0,3333, 0,1667 e 0,5000 no tratamento com

binado com cisteina e EO, respectivamente. As diferencas foram maio~

res nas taxas de albina e outras.

Nos demais tratamentos combinados com cisteina e mutagéni-

co quimico, nao foi observada diferenga significativa no espectro de mu

tacao de clorofila em comparagao com os tratamentos com ralos-gama

(X% = 1,19"° com C+ET, X° = 3,21%° ocom C+EMS, X° = 0,98"° com  04DS).
Isto ocorreu, também, na comparagao entre os tratamentoscomblnados com
cisteina e mutagénico quimico (X 4,12ns)

5.4.7. Tratamentos combinados de raios-gama, cisteina e mu—
tagénico guimico, e espectro de mutagao de clorofila

Quanto ao efeito da combinagao de tratamentos com raios-ga

ma, cisteina e mutagénico quimico sGbre o espectro de mutagao de cloro

fila, foi demonstrado que somente o tratamento combinado de raios-—ga-

ma, cistefna e EMS modificou o espectro em relagao aquele obtido  com
tratamentos com raios-gams (X2 = 11,3933) Isto é mostrado na Tabe-
la 13.

Na comparaggo dos tratamentos combinados de raios-gama, cig
teina e mutagénicos Qufmicos, verificou-se gue os espectros de mutaggo
de Clovorile Forem diferertes (X - 15,817%). 4 Tabela 14 indica 4ue
esta diferenca foi devida as freqtléncias diferentes dos tipés albing
(x° - 11,147 o v;rid;s,(xz = 17,32%%). No tratamenmto combinadc com
raios-gama, cisteina e EMS, foram observadas as taxas de albina 0,4439,

a mals baixa, e de viridis 0,2806, a mais alta désses tratamentos combina

dos.
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5:5. Taxa de segregaggo
A fim de obter mais informacoes e de discutir alguns pon-
tos sobre ontogenia das sementes dormentes de arroz, foi calculadaa ta
xa de segregaggo das paniculas mutadas de cada tratamento. Teéricameg
te, a taxa de segregagao de uma panicula varia de O (Nao ocorreu
nenhum mutante.) a 1 (T6das as plantulas foram mutantes.). Pordm,

& Fe o & i i t
a taxa,no caso, significa uma média de varias paniculas mutadas.

Esta taxa pode dar idéia s6bre o tamanho do setor mutado do primdrdio

no embriao das sementes tratadas. Os resultados gerais sao mostrados

na Tabela 15, onde também sao apresentados os dados odservados sobre

fertilidade em cada tratamento.

5.5.1. Dosagens ou concentragoes diferentes dos mutagénicos

e taxa de segrega@go

Como se vé na Tabela 15, foi observada uma tendencia geral
da taxa de segregaggo aumentar com o aumento da dosagem ou concentra-
cao dos mutagénicos em todos os tratamentos, contrariando a fertilida-
de que diminuiu a medida que aumentou a dosagem ou concentraggo dos mu

tagénicos.

5.5.0., Ambiente diferente e taxa de segregagao

Os tratamentos com raios~gama‘foram repetidos durante qua-
tro anos seguidos. Além disso, foram repetidos, em 1967 e 1968, o pos
~tratamento com cisteina durante 24 horas. Os resultados da compara-
an da taxa de segregaggo désses tratamentos sao mostrados na Tabela
16. 0Os dados do ano 1968 foram excluidos desta tabela devido ao bai-
xo numero das paniculas segregadas obtidas.

Aparentemente, o ambiente influiu na taxa de segregaggo ob
tida em cada dosagem de raios-gama durante trés anos, e também na me-
dia dos tratamentos num ano determinado. No entanto, a média do trata
mento 2 durante trés anos foi significativamente maior do que ado tra-
tamento 1, 6 a média do tratamento 3 durante trés anos nao foi difercn
te do que a do tratamento 2.

A comparaggo de dois pos-tratamentos com cisteina durante
24 horas, em anos diferentes revelou que o ambiente influiu, também, na

taxa de segregaggo, exceto o tratamento 3+C onde nao foi observada di-

ferenca significativa entre os dois anos. A taxa média de segregagao
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dos tratamentos aumentou com o aumento da dosagem de raios-gama.

)]

5.5.3. DPds—tratamento com cisteina e taxa de segregagao

Na Tabela 17 & mostrada a comparacao da taxa de segregacac
entre os trés pos-tratamentos com cisteina em diferentes tempos de tra
tamento, sem levar em conta a diferengca ambiental durante quatro .

De acdrdo com os resultados apresentados, o pds-tratamento

durante 45 horas mostrou, em média, a maior taxa de segregagao, indi-

_cando que cisteina aplicada durante 45 horas pode tornar-se mutagénica.

5.5.4. Tratamento intercalado com cisteina e taxa de segre-

gacao

Na Tabela 18, sao mostradas as taxas médias de segregaggo

dos tratamentos combinados com raios-gama, cisteina e mutagénico qufmi

60, comparadas com as dos tratamentos combinados com raios-gama e muta

génico quimico.

A taxa de segregacao diminuiu nos tratamentos  0+C+EO,

O+C+EMS. e 0+C+D8, porém aumentou nos tratamentos combinados O0+C+EI e
O+C+EM529 gquando comparada com a do respectivo tratamento no qual se
usou apenas mutageénico guimico.

Quando combinados raios—gama, cisteina e mutagénico quimi-
co, a aplicagao de cistefna entre a radiacao e mutagénico quimico sem-
pre resultou na redug;o da taxa média de segregaggo, independentemente

do tempo de tratamento com cisteina.
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6. Discussao

6.1, Efeito da dosagem ou concentracao dos mutagénicos sébre  os
caracteres em R3 e a fregiiéncia de mutagao de clorofila

Nos tratamentos com raios—gama foi observado que, de um mo

do geral, com o aumento da dosagem, todos os caracteres medidos em Rl
diminuiram e a freqiléncia de mutagao de clorofila aumentou. Isto pode
ser observado clarament e quando as médias ponderadas dos quétro expe~
rimentos com raios-gama foram calculadas sdbre varios caracteres em R,
(Figura 20 e tabela anexa). De acdérdo com as médias ponderadas, a ger

minacao apresentou-se, aparentemente, menos sensitiva a irradiaggo com
railos-gama, concordando com g observaggo feita por TAVCAR (l965)<ieque
0 teste de germinagao nao é apropriado para testar a radiosensitivida
de das sementes.‘}Por outro lado, a al tura das plantulas e a sobrevi-
véncia mostraram-se como caracteristicas mais sensitivas a irradiacao

do que a germinacao. Todavia, a caracteristica mais sensitiva foi a2

fertilidade que diminuiu linearmente com o aumento da dosagem de raios

—gama .
Os mutagénicos quimicos EO e EI foram aplicados com uma u-
nica concentracao, isto é, 0,15% para EO e 0,05% para BI. As freqilén-
cias de mutagao de clorofila observadas nos tratamentos O+EO e O+EI fo
ram de 4,16 e 6,71 por 109 paniculas Rl’ respectivamente. Conforme a
curva da fregfléncia média de mutagao de clorofila dos tratamentos com
raios-gama, mostrada na Figura 21, as freqlléencias de 4,16 e 6,71 cor-
respondem, respectivamente, as dosagens de 8-9KR e 20-21KR de raios-ga

ma. Pode-se concluir, portanto, que o efeito de EO (0,15% por 10 ho-

ras) e EI (0,05% por 10 horas) na indugao de mutagao de clorofila equi
vale as dosagens de 8-9KR e 20-21KR de raios-gama, respectivamente.
Nos tratamentos com varias concentracoes de EMS foi também
observado que a germinaggo e altura das plantulas diminuiram, de umvmg
do geral, com o aumento da conceatragao do mutagénico qu{mico. No en-
_ tanto, a ferfilidade nao mostrou esta tendéncia, e uma queda brusca foi
observada entre as concentragoes de 1,50% e 2,00%, isto é, a fertilida
de caiu de 48,7% para 2,3% do contrdle. Isto indica gue, para a ferti

lidade, deve existir entre as concentragoes de 1,50% e 2,004 um ponto

critico de tolerancia & toxicidade de EMS. Por outro lado, todos os

tratamentos com EMS mostraram altas freqlléncias de mutagao de clorofi-
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la, sendo a mais alta de 71,43 por 100 paniculas R, (5 mutagoes de clo

rofila entre 7 paniculas germinadas) € a mais baixa de 20,35 (25 muta—

¢oes entre 113 panfculas Rl)° Nao foi observado, entretanto, aumento
da freqléncia de mutacao de clorofila com o aumento da concentracao do
ENS. Isto contraria os resultados obtidos por varios outros pesquisa-

dores que indicaram que a freqilléencia de muiagao aumenta proporéional-

mente com o aumento da concentragao dos mutagenicos quimicos. Isto po

de ser, em parte, devido a erro da amostragem em conseqliiéncia da redu-

ggo do numero de plantas sobreviventes nos tratamentos com concentra-
goes altas (apenas 21 sobreviventes na concentragao 1,50%, e 3 na con
centragao 2,00% de EMS, por ocasiao da colheita). Todavia, o EMS apre
sentou-se como o mutagénico mais eficiente de todos os que foram usa-

dos neste trabalho.

Nos tratamentos com DS, nao foi possivel observar uma rela
¢ao determinada entre concentragao e sensitividade das sementes em fun

¢ao dos caracteres em Rl e Rgc 4 freqlléncia de mutacao de clorofila

mais alta foi de 3,28 por 100 paniculas Rl no tratamento com 0,46% de

DS durante 3 horas, sendo equivalente a 6-7KR de raios—gama conforme a

Figura 21. ;
| 0 DS é um composto quimico pouco solivel, e, além disso, a
sua soluggo apresenta-se muito instavel (NILAN, KONZAK,HEINERfaFROESE*
~GERTZEN,1963). Tritardoass ae cementes sooas db arves (6% de contel-
do de &gua) com solugao saturada de DS a temperatura de 3000 durante 4
horas, SATO (1966) obteve cérea de T mutagoes de clorofila em 100 pani
culas Rl' Apesar do ponto de saturaggo de DS a temperatura de250()ser
desconhecido, a concentragao de 0,70% foi considerada por ndés quase sa

turada pela dificuldade de dissoluggo encontrada na ocasiao do preparo

desta solucao. Com esta soluggo, no entanto, foram obtidas 3 mutagges

de clorofila por 100 pan{culas Rl, A diferenca en'rebéstes dois dados
é, provavelmente, devida as temperaturas diferentes, e também aos con-
tetdos diferentes de agua nas sementes. BEm todos os tratamentos com
DS, foi observada alta fertilidade das paniculas R, (no méximo 100,0%
e no minimo 91,4% de contréle). De um modo geral, os mutagénicos qui-
micos 9ficient§s provocam alta esterilidade, e, ao mesmc tempb, élta
freqﬁéﬁcia de ﬁutagao (EHRENBERG et al., 1966). Portanto, com o aﬁﬁég
to da solubilidade do’DS, espéra—se poder aumentar a fregiéncia de mu~

tagao‘
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6.2. Efeito do pos-tratamento com cisteina

Tem sido demonstrado por varios pesquisadores em diversos
organismos irradiados, que os protetores quimicos possuem sua aggo pro
tetora somente em pré-tratamentos e nao em'pés—tratamento. ‘Por outro
lado, a radiosensitividade das sementes embebidas com agua é, de um mo
do geral, bem maior que a das sementes sécas (NYBOM, GUSTAFSSON e
EHRENBERG, 19523 EHRENBERG e NYBOM, 1954). A irradiagao das sementes
embebidas em agua resulta em danos fisioldgicos maiores do que a irra-
diacao das sementes sécas. Portanto, é aconselhavel usar as sementes
sécas para a indugao de mutagao, possibilitando assim a obtengao da
maior freqHéncia de mutacao (STADLER, 1930).

Baseando-se nos trabalhos de ZIMMER et al. (1957) e CONGER
e RANDOLPE (1959), YAMAGUCHI (1962a, 1962b) mostrou que o pés-tratamen
to com cisteina em sementes sécas de arroz causou a recuperagao na al-
tura das plantulas e na fertilidade. Segundo éste autor, os radicais
livres nos embrices irradiados (1) reagem com as moléculas de importég
cia bioldgica ("target molecular"), causando mutagoes ou danos fisiold
gicos nas sementes irradiadas, ou (2) reagem com as outras substancias

de menor importancia como H, 0, -SH, etc., tornando-se inativos, ou (3)

2
reagem com oxigenio, formando perdxidos prejudiciais.

No presente trabalho, foi feito o pés-tratamento com cis-
teina a fim de reduzir os danos fisioldgicos nas sementes irradiadas,
sendo o tempo de tratamento variavel: 45 horas no Exp.l, 30 horas no

BExp.2, e 24 horas nos Exps. 3 e 4. DIEntretanto, os resultados désses

pés—tratamentos (Ver as Tabelas 2, 4 e 5) apresentam certa dificul-

dade de interpretagao. Portanto, o efeito de pds—tratamento foi esti-
mado pelo teste de sinal ("sign test").

De acdrdo com os resultados mostrados na Tabela 19, foi ve
rificado gque o pés-—tratamento com cisteina durante 45 horas foi preju~
dicial para as sementes tanto irradiadas como nao irradiadas. No en-
tanto, o pés-tratamento durante 30 horas mostrou efeito protetor ou eg

timulante para as sementes tanto irradiadas ¢omo nao irradiadas. O p6§

~tratamento durante 24 horas nao mostrou efeito significativo.

A Mgura 21 e tabela anexa apresentam o efeito de pos—-tra-
tamento com cisteina sdbre a fregtléncia de mutagcao de clorofila. Osda
dos dos tratamentos R e R+C (C..24 hrs.) sa0 as médias dos Exps. 1, 2,

3 ed4, c dos Bxps. 3 e 4, respectivamente. Os resultados mostram que




_Al-

0 pos~tratamento com cisteina durante 45 horas aumentou significativa-
mente a freqiiéncia de mutagao de clorofila nos tratamentos 0+C, 140 e
2+C quando comparada com a dos tratamentos Oy 1 e 2, respectivamente.

Bm relagao aos dados apresentados na Figura 21, foi feita
uma analise da variancia com aplicaggo de regressao quadratica afimde
comparar as linhas de regressao de pés-tratamentos com cisteina (R+C)
com a linha de regressgo de tratamento com somente raios-gama (R). Os
resultados sao mostrados na Tabela 20.

Bsses resultados levam-nos a crer que a cisteina,xnesmo.ngo
tendo efeito mutagénico em si, pode tornar-se tdxica oumutagénicaquag
do o material for tratado por longo tempo 3 temperatura relativamente
alta. Bste efeito mutagénico pode ser devido a decomposicao gquimica
de cisteina, nao estando porém esclarecido o mecanismo desta decomposi
ggo. ® tratamento com cisteina durante 30 horas teve maior efeito pro
tetor na germinagao, na altura das pléntulas, na sobrevivéncia ena fer
tilidade, do gue os tratamentos durante 45 horas e 24 horas, e foi so-

mente no tratamento 2+C que observou-se um aumento significativo da fre

qliéncia de mutagao de clorofila. O tratamento durante 24~horasn501no§

trou efeito significativo s6bre os caracteres em Rl nem sobrea freqién

cia de mutaggo de clorofila.

6.3. Efeito da combinagao de tratamentos com raios-gama e mutageé-

nico guimico

Varios pesquisadores ja relataram que o efeito aditivo sb-

bre alguns caracteres em Rl e R2 fol observadc em alguns casos e em ou

tros ngo, gquando radiacoes ionizantes foram combinadas comeutagénicos
quimicos. Esta divergéncia sugere que o efeito da combinagao de trata
mentos com mutagénicos depende da condigao de tratamento.

No presente trabalho, foi observado o efeito da combinacao

de raios-gama com BO ou EI ou EMS ou DS sébre a germinacao, altura das

plantulas, sobrevivéncia, fertilidade e freqtléncia de mutaggo de cloro

fila. Porém, os resultados mostrados nas Tabelas 2, 3, 4 e 5 apresen-
tam certa dificuldade de interpretacao. Portanto, uma tentativa de a-
valiar éste efeito da combinacao de tratamentos foi feita, reorganizan
do as tabelas da seguinte maneira:

(1) Os indices da altura e da fertilidade dos tratamentos combina
dos foram comparados com o do contrdle (=100,0) de cada exﬁerimento.
Assim sendo, a diferenga observada foi calculada em cada tratamento com

binado.
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(2) A diferenca esperada foi calculada pelé soma dos efeitos dos

dois tratamentos componentes, assumindo o efeito aditivo. Por exemplo,

na Tabela 2, as redugges na al tura das plantulas nos tratamentos combi
nados 0+EO, 1+EQ e 2+EO foram de 51,3%, 50,3% e 18,3%, respectivamen-

te, em relacao ao contréle. Como as redugoes nos tratamentos 1, 2 e 3

foram de 7,6%, 30,8% e 48,8%, respectivamente, em relagao ao contrdle,
os efeitos esperados da combinagazo de tratamentos 1+EO0 e 2+EO foram de
_58,9% (= ~7,6%-51,3%) ¢ =82,1% (= -30,8%-51,3%), respectivamente, em
relagao ao contrdéle. No tratamento 3+EO, nao foi observada nenhuma

planta, porém foi calculado o fndice esperado -100,1% (=-48,8% -51,3%).

Foram exeluidas désses calculos a germinacao e sobrevivéncia uma vez

que'a primeira € menos snneitiva éirradiagao e a segunda nao foi obser
vada nos Exps. 3 e 4.

0 efeito da combinagao de raios-gama com mutagénico quimi-
co, com relacao & fregiléncia de mutacao de clorofila foi estimado pelo
mesmo principio ja mencionado acima. Por exemplo, as fregiléncias ob-
servadas de mutagao de clorofila dos tratamentos 1, 2, 0+E0, 1+E0 e
2+E0 foram de 4,97, 5,43, 4,16, 6,23 e 9,06 por 100 paniculas Ry, reg
pectivamente (Tabela 2). As fregléncias esperadas de mutaggo de cloro
fila dos tratamentos 1+EO e‘2+EO foram de 9,13 (= 4,97+4,16) e 9,59
(= 5,43+ 4,16) por 100 panicuias Rl, respectivamente, supondo o efei-
to aditivo. Apesar de nao ter sido observada nenhuma planta sobrevi-
vente no tratamento 3+EQ, a froqlléncia esporada foi de 12,66
(= 8,50+ 4,16).

Apds a reorganizacao das tabelas, foi feito o edlculo do
coeficiente de determinaggo baseado no modélo aditivo. ®s resultados

sa0 mostrados nas Tabelas 21 e 22. Na Tabela 22, foramconsiderados sé

os tratamentos com mais de 50 paniculas Rl germinadas.
De acdrdo com os resultados apresentados, na altura das

vpléntulas, os tratamentos combinados R+EI, R+EMSl,R+EM82,R+EMS3,R+EMS4

e R+DS2 mostraram boa concordancia com o modélo aditivo. Nota-seno en

tanto, que, nos tratamentos combinados R+EO e R+DS  onde foi observa-

da baixa adaptabilidade para o modélo, a tendéncia4gera1 é diminuir o
efeito da combinacao, isto é, o efeito da combinagao observada foi maior
do que o efeito esperado. Nos demais tratamerntos combinados R+DS1 e
R+DS. onde também foi observada baixa adaptabilidade para o modélo, foi

3

mostrada uma tendéncia geral para aumentar o efeito da combinagao, is-

to é, o efeito observado foi menor do que o efeito esperado. No entan
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to, as analises feitas conjuntamente nos tratamentos R+EMS e R+DS mos-—
traram adaptagao significati#a'para o modélo aditivo, com os coeficieg
tes de determinagao 0,928 e 0,787, respectivamente, indicando que os
tratamentos combinados R+EMS mostraram maior adaptabilidade para o mo-
délo do que os tratamentos combinados R+DS.

Na fertilidade, fol observado, de um modo geral, uma boa
concordancia com o modélo aditivo, indicando que o efeito da combina-
cao de raios-gama com mutagénico quimico é a soma dos efeitos de dois
tratamentos componentes. Somente no tratamento R+DSl, foi observada
baixa adaptabilidade para o modelo aditivo, sendo que os efeitos obser
vados tenderam & ser maiores gue 0s esperados,

Quanto a freaqliéncia de mutagao défclorofila, foi observada
adaptabilidade significativa nos tratamentos combinados R+EO e R+EI.
0 coeficiente de determinaggo do conjunto dos tratamentos combinados
R+BUS foi também significativo, apesar de ter sido mostrado que os e-
feitos observados foram sempre menores que os efeitos esperados. To-~
dos os tratamentos combinados de raios-gama com DS apresentaram baiza
adaptabilidade para o modélo aditivo. Isto foi, pOQSivelmente, causa-

do pela instabilidade do DS como mutagénico quimico.

6.4. BEfeito da combinagao de tratamentos com raios-gama, cisteina

e mutagénico guimico

A fim de esclarecer o efeito de cisteina quando esta foi a

plicada entre raios-gama e mutagénico quimico, foi feita a Tabela 23na
qual foram apresentadas as diferencas entre os efeitos observados dos
tratamentos combinados R+C£MQ e R+MQ. Por exemplog‘na altura das plég.
tulas da Tabela 2, os efeitos dos tratamentos combinados 2+C+BO e 2+FO
foram de ~-59,0% e ~78,3% em relagao ao contréle, respectivamente. 0
efeito da cistefna neste tratamento foi, portanto, de +19,3% (=-59,0% ~

- (=78,3%))s en relacao ao contréle. Bste fndice significa que o trata

mento intercalado com cisteina recuperou 19,3%, em relaggozuacontréle,
na altura das plantulas em comparacao com o tratamento combinado 2+EO,
causando o efeito positivo. A comparaggo da germinacao e sobrevivén-

cia nao foi realizada nesta tabela, porque a primeira foi menos scngi-

tivaaos mutagénicos e a segunda nao foi observada nos Exps. 3 e 4. Sé
mente os tratamentos com mais de 50 paniculas R1 germinadas foram con-

siderados na comparagao de freq¥éncia de mutacao de clorofila. A Tabe
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la 23 mostra os resultados nas comparagges entre os tratamentos R+C+MQ

e R+MQ sébre altura das plantulas, fertilidade e fregliéneia de mutagao

de clorofila.

6.4.1. Efeito de cisteina nos tratamentos R+C+EQ

O’pés—tratamento com cisteina durante 45 horas ja foi de-
monstrado ser prejudicial. Portanto, o tratamento combinado O+C+EQ cau
sou, como foi esperado, maior efeito prejudicial na germinagao e sobre
vivéncia do que o tratamento 0+EO (Tabela 2). O tratamento O+C+EQ re-

sultou, ao mesmo tempo, na reducao da freqiléncia de mutagao de clorofi

laquuando comparado com o tratamento O+EO. TIsto pode ser explicado pe
la reducao ao numero de sobreviventes, e, conseqlientemente, no tamanho
da progénie déste tratamento. Neste tratamento combinado O+C+E0, en-
tretanto, a cisteina causou uma interaggo positiva com HO na alturadas
plantulas, quando comparado com o tratamento O+EC. A causa dessa inte
ragao é desconhecida. Porédm, isto pode sugerir que o mecanismo da in-

teragcao de cisteina com EO na altura das pléntulas é diferente do que

ocorre com a germinacao e sobrevivéncia. O tratamento intercalado de
cisteina entre dosagens altas (20KR e 30KR) de raios-gama e EO causou
efeito positivo em todos os caracteres medidos em Rl’ guando comparado
com os correspondentes tratamentos sem cistefina. O pds-tratamento com
cisteina durante 45 horas nao apresentou efeito pro tetor, mas um efei-
to prejudicial nos caracteres em Rl (Tabela 19)0 A causa da interagao
positiva apresentada por cisteina em todos os caracteres medidos em Bl
nos tratamentos 2+C+EO0 e 3+C+E0, é desconhecidas a
Esperava-se maior fregtiencia de mutaggo de clorofila no trg
tamento combinado 3+EO. RBste tratamento, contudo, foi muito drastico,
causando a morte de tddas as sementes; e, conseqllentemente, tornou-se
impossivel observar mutagoes de clorofila em Rga Todavia, a aplicaggo
de cisteina entre 30KR de raios-gama e FEO, recuperou, sensivelmente, o
poder germinativo (16,6% em relacao ao contrdle), e a sobrevivéncia
(19,7% enm relagao 20 contrﬁle), causando o aparecimento de 15,20 muta—
coes de clorofila por 100 paniculas Ry, a mais alta de todos os trata-
mentos combinados de raios-gama, cisteina e EO. Isto foi observado com
interésse especial apesar de nao ter sido encontrada uma explicagao ra

zoavel.



—45-

6.4.2. Efeito de cisteina nos traﬁ%ﬁentos R+C+ET

Foi mostrado que o pés—tratamenibwgom cisteina durante 30
horas fqi mais protetor do que os pds~tratamentos durante 24 horas e 45
horas. Na comparaggo dos efeitos de trafamentos O+EI e O+C+EI, a inte
raggo de cisteina com EO causou aumgnto significativo na fertilidade e
também reduggo significativa na freqiiéncia de mutacao de clorofila. Eg
sa reduggo, entretanto, nao foi causada, aparentemente, pela redugao no
nimero de sobreviventes ou na fertilidades A interacao decisteinacom

BEO motivou, possivelmente, a recuperagao tanto da aberragao cromossdmi

ca que causou posterior esterilidade como de mutagao génica que ocasio
nou deficiencia de clorofila. Porém, o mecanismo dessa interagao com
cistefna nao é conhecido.

. No tratamento 3+C+EI, foram observadas 17,09 mutacoes de
clorofila por 100 paniculas Rl’ gsendo a mais alta de todos os fratameg
tos combinados de raios-gama, cisteina e EI. Uma parte déste aumento
é, possivelmente, devido ao aumento no numero dos sobreviventes neste
tratamento (55,4% em relacao ao contrdle), comparandc com o do trata-
mento 3+E1 (4897% em relaggo ao contrdle) onde esperava-se a maior fre
qHéncia de mutacio de clorofila. Entretanto, o mecanismo da interagao
de cisteina com os mutagénicos quando aplicada entre éles, é desconhe-

cida.

6.4.3. Efeito de cisteina nos tratamentos R+C+ENS

0 pdés—tratamento com cistefna durante 24 horas nao mostrou
efeito protetor nem prejudicial para as sementes irradiadas. No entan
to, quando esta foi combinada com a radiagao e EMS, observaram-se algu

mas interagoes interessantes. Com baixa concentracao de EMS (0,5%), a

interacao de cisteina foi positiva, na comparaggo dos efeitos dos tra-

tamentos R+C+EMS, e R+EMS., aumenta lo, de modo geral, a alturadas plan
tulas e fertilidade. A cisteina, possivelmente reduziu o efeito toxi-
co do EMS. Quando a concentracao de EMS foi alta (1,5% e 2,0%), o tra

tamento intercalado com cisteina interferiu favoravelmente na altura

das plantulas, por ém desfavoravelmente na fertilidade, nos tratamentos

envolvendo raios-gama e EMS. TIsto sugere que o mecanismo da interagao
de cistefna com BMS (1,5% e 2,0%) na altura das plantulas é diferente
do que o na fertilidade,

Quanto & freqlléneia de mutagao de clorofila, o efeito da
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cistefna na combinacao dos tratamentos com raios-gama, cisteina e EUS
foi observado sé quando a concentracao de EMS foi de 0,5%. Com esta
concentracao de EMS, a comparacao entre os tratamentos R+C+EMS1 e
R+EMS. nao mostrou diferenca significativa sbbre a fregliéncia de muta

1
¢ao de clorofila.

6.4.4. Bfeito de cisteina nos tratamentos R+C+DS

Quando a cistefna foi combinada com o DS, sem irradiagao,
o efeito foi sempre negativo na altura das plantulas e na fertilidade,
em relacao aos tratamentos somente com DS. Em outras palavras, a inte
raggo de cisteina com DS foi sempre negativa, independentemente da con
centraggo de DS, apesar de que o tratamento com cisteina durante 24 ho
ras nao mostrou efeito tdxico.

Quando a concentracao de DS foi alta (0,5% e 0,7%), a com-
binagao intercalada de cistefna com mutagénicos teve efeitonegativo sd
bre a altura das plantulas em todos os tratamentos combinados. Quanto
4 fertilidade, entretanto, o efeito do tratamento intercalado com cis-

teina foi no sentido de diminuir o efeito de dois mutagénicos combina

dos dos tratamentos R+DS3, e aumentar o efeito dos tratamentos R+DS4.

Quanto a freqWéncia de mutagao de clorofila, a combinagao

de cisteina com DS tendeu a aumenta-la em comparaggo com 0s  tratamen-
tos somente com DS. Quando a concentracao de DS foiexmaisalta(O,?%),
a interagao de cisteina com DS foi positiva.

Bstes fatos levam a crer que os mecanismos dainfluéncia de
cisteina, nos tratamentos R+C+DS, sébre a altura das plantulas, ferti-

lidade e fregiiencia de mutagao de clorofila sao diferentes.

6.5. Espectro de mutagao de clorofila

Ja em 1927, COLLINS relatou que algumas plantas albinas de
cevada mantiveram a cor branca abaixo de 8009 porém elas voltaram ao
verde normal acima de 18°C. O mesmo fendmeno, isto &, a mudanca da cér
das plantas pela temperatura do ambiente, foi relatado por varios pes-
quisadores em varios mutantes de clorofila de diversas espécies (SUNESON
e STEVENS, 19535 NYBOM, 19553 FUJII, 19553 HANSEL, 1960). Por ou-
tro lado, HOLM (1954) e VON WETTSTEIN (1960) indicaram que amdanca da
temperatufa e, também da luminosidade pode alterar a expressao fenoti-
pica das plantas deficientes em clorofila, resultando na alteragao do

espectro de mutagao de clorofila.
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No presente trabalho, entretanto, a analise estatistica,
mos trada na Tabela 8, indica que as diferéngas da temperatura e da luz
solar durante trés anos de expérimento nao afetou o espectro de muta=-
ng de clorofila dos tratamentos com raios-gama.

Segundo EHRENBERG et al. (1961), os mutagénicos quimicos
tais como EO, EI e EMS, aumentam, em geral, as freqléncias dos tipos
viridis e outras, e conseqgllentemente, baixam a taxa do tipo albina, em

comparagao com os resultados dos tratamentos com radiagao  ionizante.

Em nossos experimentos, como mostrado na Tabela 24, unicamente o trata

mento com EMS aumentou as freqiléncias dos tipos viridis e outras, emre

lacao ao tratamento com raios-gama. Nessa tabela, a maioria das muta-
goes de clorofila 1nduzldas por mutagenicos foram do tlpo albina, com
a unlca excegao do tratamento com D3, onde foram observadas 45, 2%<k>t1
po albina e 38,7% do tipo outras. Apesar de terem sido observadas al-
gumas alteragges nas freqlléncias de cada tipo de mutagao de clorofila,

a analise estatistica mostrou nao existir diferenca significativa en-

tre as freqliéncias observadas dos trés tipos de mut ag¢ao nos tratamentos

com cinco mutagénicos, inclusive raios-gama (Tabela 9). Os tratamen—

tos com EO e DS resultaram apenas em 32 ¢ 31 mutagaes de clorofila, res

pectivamentes mais dados S20 portanto necessarios para uma conclusao
mais segura.

A taxa de albina em cevada irradiada com raios-X foi de 40
a 50% (GUSTAFSSON, 1940) e de 36% (EHRENBERG et al., 1961). A mesma

nos tratamentos com raios-X foi de 43%, 28% e 75% em Triticum monococ—

cum, Avena strigosa e Avena brevis, respectivamente (FROIBR, 1946) .
Em arroz foram observadas as seguintes taxas de albina nos tratamentos
com raios-X ou raios-gamat 43% (MATSUO et al., 1958), 50,5% (SATO,
1966) e 28% (SIDDIQ e SWAMINATHAN, 1968). A taxa média de albina com
a irradiacao de raios-gama no presente trabalho foi de 55,6%,mais al-
ta do que as citadas acima. Bntretanto, como EHRENBERG, GUSTAFSSON e
VON WETTSTEIN (1956) observaram taxas diferentes de albina em varieda-

des diferentes de cevada, esta diferenca poders ser devida as varieda-
des diferentes de arroz, usadas nos experimentos mencionados.

0 caleculo da homogeneidade entre os tipos de mutagao de clo
rofila dos tratamentos combinados de R+C+EO, R+C+EI, R+C+EMS e R+C+DS

mostrou significdncia quanto as taxas de albina ¢ viridis. Na combina

ggo de tratamentos R+C+EMS esta taxa foi de 44,4%, a mais baixa de t6-

das, enquanto que a taxa de wviridis foi de 28,1%, a mais altade tddas.
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A alteragao do espectro de mutagao de clorofila é, portanto, principal
mente devida & mudanca- de taxas de albina e viridis do tratamento com-

binado R+C+EMS (Tabela 14).

6.6. - Alpguns aspectos da ontogenia da semente de arroz

No embriao das sementes, ja existem, de modo geral, varias
células iniciais que vao formar, posteriormente, a planta. Quando o=
correm mutacoes nessas células iniciais, elas podem sofrer, durante o
desenvolvimento das sement es, selegao intrasomitica (KAPLAN, 1951) ou
sele¢ao dipldntica (GAUL, 1957), e também a eliminagao gamética ou se-—.
leggo haplontica (GAUL, 1957) apds a meiose, como ja foi mostrado em mji.
lho (STADLER e ROMAN, 1956) e em cevada (MOH e NILAN, 1956). No en-
tanto, supondo que nao ocorram essas selegoes durante todo o ciclo da
planta, e supondo que uma inflorescéncia se desenvolve de uma uUnica cé
lula inicial, a taxa de segregacao em R2 desta inflorescéncia é, tedri
camente, 0,25, apds a ocorréncia de uma mutagao recessiva nesta célula.
Se ocorrer uma mutagao recessiva em duas células iniciais que formam
pos teriorment e uma paniculagla taxa de segregaggo sera de 1/8 = 0,125,
A Tabela 25 mostra a relacao entre o nimero das células iniciais e a
taxa de segregagao quando ocorre uma mutagao recessiva numa das célu-
las iniciais.

»

Se . ocorrem selegSes entre as células (dipldides e haploi
des) mutadas e nao mutadas, a taxa de segregagao diminui em conseqiién—
cla da eliminagao das células mutadas. Segundo GAUL (1959), entretan-
to, 0o embrizao da semente de cevada ja possui cinco aglomerados de célg
las iniciais que posteriormente vao formar as cinco espigas primarias
diferentes, e ésses cinco aglomerados das células iniciais ji estao bem
diferenciados. Portanto, as outras células normais adjacentes nao po—
dem substitui-las quando o tratamento com mutagénico prejudicou ou desg
truiu as células iniciais diferenciadas. Conseqgtlentemente, nao vai ha
ver selegoes entre as células afetadas e nao afetadas durante a forma-
ggo da espiga. Acredita~se que isto ocorre também nas sementes de ar-
roz,

Considerando sé os tratamentos com mais de 10 paniculas se
gregadas, tddas as taxas de segregagao désses tratamentos na Tabela 15
foram estatisticamente menores do que 0,25. Isto significa que as pa-
niculas segregadas foram verdadeiras quimeras, isto é, ja existiam va-

rias células iniciais no embriao quando as sementes foram tratadas.
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O numero suposto das células iniciais sobreviventes no em-

~ : ~
briao tratado foi estimado pela seguinte relacao:s

Taxa  de segregagao esperada

Taxa de segregagao observada

A Tabela 26 mostra os resultados obtidos. A medida que aumentam as dg
sagens ou concentragaes dos mutagénicos, aumenta também a probabilida-
de de ocorrerem danos letais (principalmente por aberragSes cromossémi
cas inviaveis) nas células mutadas que, no caso, nao podem ser substi-
tuidas. Em consegiliéncia disto, a taxa de segregaggo aumenta e, ao con
trario, o numero das células iniciais sobreviventes diminui.

0 nimero médio das células iniciais sobreviventesmo embriao
de sement es de arroz, tratadas com raios-gama, foi estimado a partir
dos trés experimentos mostrados na Tabela 16. Os resultados mos tram
uma certa coincidéncia com os resultados obtidos porYAMAGUCHI(19620),

como - sao mostrados abaixo:

10KR 20KR 30KR
YAMAGUCHI (1962) 2,3 1,8 1,7
Presente trabalho 2,4 1,6 1,7

Se o aglomerado de células que vai formar a primeira inflo
rescéncia fOr mais diferenciado que os outros, éste devera ter maior
numero de células iniciais. Consegllentemente, a taxa de segregagao da
primeira inflorescéncia devera ser menor que as outras. A fim de es-
clarecer éste ponto, foi feito o teste nao paramétriGO(ieFTiedman, com
base na hipdtese de que a ordem da formagéo das paniculas coincide com
a ordem do florescimento. A Tabela 27 apresenta os resultados obtidos.
Nesta tabela, as taxas de segregaggo das trés primeiras paniculas co-
lhidas pela ordem do florescimento foram classificadas de 1 (a maior)
a3 (a menor), conforme o tamanho do setor mutado. Os dados do Exp.l
foram excluidos, porque tddas as paniculas colhidas pela ordem do flo-
rescimento foram semeadas misturadas, sem serem classificadas. S os
tratamentos com mais de 10 paniculas segregadas foram considerados na
Tabela 27. O resultado do teste indica que a taxa de segregaggo das pa,
niculas que floresceram primeiramente foi significativamente menor das
outras duas, e isto sugere que a primeira panicula se origina do aglo-

merado com maior numero das células diferenciadass.
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Quanto maior o numero das células iniciais que, posterior-
mente, vao formar uma panicula, maior a freqiéncia de mutagao, baseada
no numero das paniculas ng isto se o tratamento mutagénico em arroz
nao afeta a viabilidade das células iniciais. Na Tabela 28 sao mostra
das as freqfléncias de mutagao de clorofila e a classificagao dessas em
funggo da ordem do florescimento. S0 os tratamentos com mais de 50 Pa
niculas germinadas em cada classe foram considerados, e os dados do
Exp.l foram exclufdos, também neste caso. O resultado do teste nao Pa
ramétrico de Friedman indica que, na realidade, as paniculas primeira-~
mente florescidas tém a maior freqdéncia de mutagao de clorofila baseg
da no numero das paniculas Rl.

No aglomerado de células iniciais, podem ocorrer  aberra-
goes cromossémicas, independentemente de mutagao génica; quando as se~-
mentes forem tratadas com mutagénicos. Se ocorrer uma aberraggo CY0 —
mossémica numa mesma célula na qual j& ocorreu uma mutagao génica, e se
esta aberragao causa, posteriormente; a morte da eélula cu esterilida-
de, esta mutagao é perdida. Se a aberragao cromossdémica, entretanto,
ocorre nas outras células iniciais nao mutadas, a taxa de segregaggo,
e também a freqiiéncia de mutagao deverao aumentar com o aumento da es-
terilidade. Por outro lado, com o aumento da dosagem dos mutagénicos,
aumenta a probabilidade de ocorrerem aberragoes cromossdmicas na mesma
célula inicial j& mutada. Consegllentemente, a freqfléncia demutagao ba

seada no numero das paniculas R, deixa de aumentar, e pole ser observa

do o “efeito de saturaggo na freiﬂéncia de mutaggo gquando as dosagens
dos mutagénicos sao altas. Bste efeito de saturaggo fol relatado - por
varios pesquisadores, e pode ser observado também na Figura 21. As Pi
guras 22 € 23 mostram regressaes e correlagges entre fertilidade e ta-
xa de segregagao, e entre fertilidade e freqléncia de mutagao de cloro
fila, respectivamente. Na Figura 22 foi observada uma correlagao de
T = -0,7575, e na Figura 23, r = -0,5978, ambas com alta significén
¢iay indicando que a aberragao cromossdmica, que causa esterilidade tem
tendéncia de ocorrer independentemente da mutagao de clorofila, dentro
do limite da dosagem ou concentragao dos mutagénicos usados. Nessas fi
guras, s0 os tratamentos com mais de 10 paniculas segregadas (Pigurs
22) e os que tiveram mais de 50 paniculas germinadas (Figura 23) foram
considerados. ’

A Figura 24 mostra a regressao e correlagao entre freqtlén-

sia de mutagao de clorofila e taxa de segregaggoh A.correlaggo obtida,
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r = 0,4103, significativo ao nivel de 1%, indica que o numero das muta
gaes de clorofila por panicula aumenta com o aumento da taxa de segre-
gaggo; em outras palavras, o numero das paniculas Rl com mais de duas
mutagoes diferentes aumenta com o aumento da dosagem de mutagénico, e,
conseqlientemente, aumenta a taxa de segregagao. Na Tabela 29, S20 mos
trados o nimero e a propor¢ao das paniculas mutadas com mais de duas mu
tacoes diferentes nos tratamentos com raios-—gama dos guatro experimen-—
tos, indicandd que o numero das células iniciais mutadas num aglomera~
do aumenta com o aumento da dosagem de raios—gama.

Esperéva—se que uma ramificagao primaria de arroz se origi
nasse de uma Unica célula inicial, desde que ja tinha sido  observado
freqllentemente que as ramificagoes estéreis e férteis apareciam, inde-

pendentemente uma da outra, numa panicula R A fim de esclarecer es-

ta duvida, tédas as ramificagoes de algumaslpaniculas R, dos tratamen-
tos 1 e 2 .dos Bxpss 1 e 2, foram semeadas separadamente conforme a orw-
dem de florescimento das panfoulas. Os resultados sao mostrados na Ta
bela 30.

De acordo com os fesultados apresentados na Tabela 30, no
tratamento 1, as ramificagoes primirias das paniculas primeiramente 10
rescidas mostraram taxa media de segregaggo de 0,1508, nao concordando
com a segregagao monofatorial de 0,2500. Isto ocorreu também comas ra
mificagoes das panfculas florescidas em segundo lugar no mesmo - trata=
mento, mostrando taxa de segregacao de 0,1844. A analise conjunta do
tratamento 1 também nao mostrou concordéncia cem a segregaggo monofato
rial (X2 = 14,56, P<0,001), indicando que as ramificagoes se originam
de mais de duas células iniciais. No entanto, o nimero médio das plan
tulas germinadas por uma ramificacao do tratamento 1 foi relativamente
pequeno (=12). Porfanto, a taxa de segregacao de tédas as ramifica-
coes segregadas foi recalculada pelo método desenvolvido por Fisher
("sib method") (MATHER, 1951). Os resultados obtidos por éste método
sa0 mostrados na Tabela 31, indicando que o desvio da segregagao mono-
fatorial foi al tamente significativo e que tldas as familias afetadas
foram homogéneas. Porém, uma analise feita individualmente, panicula
por panicula, revelou que, dessas 15 paniculas segregadas no tratamen-—
to 1, somente as ramificagoes de uma sé panicula nao apresentou concor
dancia com a segregag¢ao monofatorial, como mostrado na Tabela 22, da
qual foram excluidas 5 paniculas uma vez que o pequeno tamanho da fami

lia impediu a sua analise. Portanto, considerou-se que o desvio da se
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gregaggo monofatorial, mostrado no tratamento 1, foi causado, possivel
mente, por erro devido a pequena amostragem. Nos tratamentos 2 e 3,
as taxas de segregaggo observadas nas ramificagSes mutadas mostraram
boa concordancia com g segregagao monofatorial tanto nas anadlises indi
viduais como nas andlises conjuntas. A taxa de segregagao das ramifi-
cagoes segregadas de todos os tratamentos conjuntos foi de 0,2361, e mog
trou concordancia com a segregagao monofatorial (X2 = 3,55, 0,05 <P

O,l). Bste resultado concordou com o resultado apresentado por OSONE
(1963) que concluiu, pela andlise conjunta de tratamentos com diversas
dosagens de raios-gamay que uma ramificagao da panicula de arroz se o-
rigina de uma unica célula inicial. No entanto, mais dados sdbrea ta
Xa de segregaggo das ramificagoes mutadas, especialmente nos tratamen-
tos com baixa dosagem de raios-~gama, s30 necessarios para tirar melhor

conclusao.
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T+ ‘Resumo e conclusoes

7«1. O presente trabalho visou comparar e analisar o efeito biolé
gico da combinaggo fatorial dos tratamentos com raios-gama, cistefna e
EO ou EI ou EMS ou DS, sdbre sementes dormentes de arroz da variedade
"Dourado Precoce'". Foi levado em consideragao, principalmente, o efei
to sdbre a altura das plantulas, fertilidade e freqHéncia demutagzo de
clorofila, tendo sido usados diversos métodos para a avaliaggo désse e

feito.

7.2. Na comparagao da radiosensitividade na germinacao, altura das
plantulas, sobrevivéncia e fertilidade, mostrou-se que a germinagao foi
a menos sensitiva e a fertilidade foi a mais sensitiva com relagaoair

radiag¢ao de ralos-gama.

7.3. O efeito protetor da cisteina sdbre varios caracteres em R1
das sementes irradiadas foi avaliado pelo teste de sinal ("sign test™).
De acdrdo com os resultados, o pés-tratamento durante 45 horas foi pre
_ judiecial, e o pds-tratamento durante 30 horas foi protetar. O pds-tra
tamento com cisteina durante 24 horas nao mostrou efeito protetor = nem

efeito prejudicial.

7.4. A andlise da variancia com aplicagao de regressao quadratica
sébre o efeito de pés—tratamento com cisteina em relagao a fregtléncia
de mutaggo de clorofila em Rz, revelou que, embora nao tenha sido ob-
servada significancia em nenhum caso, as linhas de regresséo dos pds-—
~tratamentos durante 24 e 45 horas mostraram, respectiﬁamente, maior e
menor concordancia com a linha de regressgo do tratamento com apenas
raios—gamé. A linha de regressgo do pos—tratamento com cisteina duran
te 30 horas apresentou concordancia moderads com a linha de regressgo
do tratamento com raios-gama, porém mostrou uma tendéncia em aumentar
a freqtléncia de mutagao de clorofila em t8das as dosagens usadas de
raios-gamay em comparaggo com o tratamento em que se usavaapenas raiog

-gama °

7.5. Os tratamentos com BO (0,15%, 10 hrs a 27 = 2°C), EI (0,05%,
10 hrs a 27 Z ZOC e DS (0946%, 3 hrs a 25 z loC) corresponderam, Tres—
pectivamente, as dosagens de 8-9KR, 20-21KR e 6-TKR de raios-gamanain

dugao de mutagao de clorofila.
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7.6+ Na comparagao das freqéncias maximas de mutagao de clorofi-
la em todos os tratamentos em que se usavam apsenas mutagénicos, o ~EMS

foi o que apresentou maior eficiéncia na indugao de mutagao de clorofils.

T7.7. 0 -efeito da combinagao dos tratamentos com raios-gama e muta
génico quimico sdébre a altura das plantulas, fertilidade e freqiléncia
de mutacao de clorofila, foi avaliado pelo modélo aditivo. Os resulta
dos indicaram que a concordancia com éste modélo depende do tipo de mu
tagénico quimico combinado, das condigSes do tratamento e do carater a

nalisado.

7.7+1. De modo geral; os tratamentos combinados com raios=~
—gama e mutagénico quimico mostraram adaptabilidade ao modélo aditivo

na altura das plantulas e na fertilidade.

7.7.2. Os tratamentos combinados com raios-gama e EO ou EI
ou EMS mostraram boa concordancia com o modélo aditivo na freqiéncia de
mutagao de clorofila. No entanto, os tratamentos combinados com raiog

—gama e DS nao mostraram concorddncia com éste modélo.

7.8. 0 efeito do tratamento intercalado com cisteina entre a ra-
diagcao e mutagénico quimico foi discutido apesar de ser desconhecido o

mecanismo da interagao da cisteina com substancias alquilantes.

7.8.1. DNos tratamentos combinados com raios-gama, cisteina
e EO, foi demonstrado que o tratamento intercalado com cisteina aumen-
tou, de modo geral, a altura das plantulas e a fertilidade, em compara
¢ao com os tratamentos combinados de raios-gama e EO. O efeito da com
binagao de raios-gama (30KR) com EO foi tao drastico que ngoocorrmlng
nhuma germinaggo. Todavia, o tratamento com cisteina entre ésses mutg
génicos recuperou, razoavelmente, a germinagao, o que resultouy conse-
qUientemente, na existéncia de sobreviventes que apresentaram 15520 mu~
tagges de clorofila por 100 paniculas R19 sendo esta a mais alta de to

dos os tratamentos combinados com raios-gama, cisteina e EO.

7.8.2. DNos tratamentos combinados com raios-gama, cisteina
e EI, o efeito do tratamento intercalado com cisteina nao foi muito clg
ro. No entanto, o tratamento combinado com 30KR de raios-gama, cistei
na e EI resultou em 17,09 mutagSes de clorofila por 100 paniculas Rl’
sendo esta freqHéncia a mais alta de todos os tratamentos combinados
com raios-gama, cistefna e EI, apesar de que nao foi significativa em

comparagao com a do tratamento combinado com 30KR de raios-gama e EI.
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7.8.3. Quando a concentragao de EMS foi baixa, a interacao
de cisteina com EMS foi positiva na fertilidade nos tratamentos combi-
nados com raios—gama, cisteina e EMS, em comparaggo com os tratamentos
combinados com raios-gama e EMS. Quando a concentracao de EMS foi al-
ta, 0 efeito do tratamento intercalado com cisteina foi positivo na al
tura das plantulas e negativo na fertilidade, em comparaggo com 0s tra
tamentos combinados com raios—gama e EMS. Quanto a fregﬁéncia de muta
¢ao de clorofila, nao foi possivel estimr 8ste efeito de cisteina de-
vido & alta toxicidade de EMS e, consegilentemente, pequeno tamanho da

amostra.

7.8.4. Quando a concentragzo de DS foi baixa, a interagao de
cistefna com DS nao foi clara. Entretanto, quando a concentrag§o<1eDS
foi alta, o tratamento intercalado com cistefna entre a radiagao e DS
mostrou uma tendéncia em diminuir a altura das plantulas e aumentar a

fertilidade das panfculas R em comparag¢ao com 0s tratamentos combinag

19
dos com raios—gama e DS. Isto foi justamente o contrario do que se ob
teve com os tratamentos combinados com raios-gama, cisteina e EMS, su-
gerindo que o mecanismo: da interaggo de cisteina com EMS sdbre a altu-
ra das plantulas e a fertilidade das paniculas R1 é diferente do que o

de ‘cisteina com DS.

7.9. As analises do espectro de mutagao de clorofila foram feitas

sébre os trés tipos de mitagao: albina, viridis e outras.

7.9.1. Ambiente diferente nao afetou as freqliéncias dos trés
tipos-de mutaggo, guando a comparaggo foi feita entre os tratamentos
com raios-gama em 1965, 66 e 67, e também entre os pds—tratamentos com

cisteina durante 24 horas em 1967 e 68.

T+9.2. De modo geral, as dosagens ou concentracoes diferen-
tes de mutagénico, tanto em um sé tratamento como em tratamentos combi
nados, nao afetaram o espectro de mutagao de clorofila, comexcegao dos

seguintes casos:

7.9.2.1. Freqtléncia do tipo albina foi bastante re-
duzida no tratamento com EMS2 (1,0%, 10 hrs), quando éste foi compara-

do . com o tratamento: com EMS1 (0,5%, 10 hrs).

7.9.2.2. Na analise do pds-tratamento com cisteina

durante 24 horas, em 1968, verificou-se que a freqiléncia do tipo viri-
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dis aumentou e a do tipo outras diminuiu, a medida que aumentou a dosa

gem de raios-~gama.

7.9.2.3. Na combina¢ao de raios-gama, cisteina e EO,
foi observada uma redugao considerivel da fregtléncia do tipo albina no

tratamento combinado com 30KR de raios-gama, cisteina e EO.

7.9.3. Os cinco mutagénicos usados, isto é, raios-gama, EO,

EI, EUS e DS, nao alteraram o espectro de mutagao de clorofila.

7:.9.4. Os pds~tratamentos com cisteina durante 30 e 45 ho-
ras nao modificaram o espectro de mutagao de clorofilas em comparaggo
com os tratamentos com raios-gama. Todavia, o pos~tratamento com cis-
teina durante 24 horas aumentou a fregléncia do tipo viridis e diminuiu

a do tipo outras, em comparagac com os tratamentos com raios-gamas

7.9.5. Os tratamentos combinados com raios-gama e mutagéni-
co qufmico nao alteraram o espectro de mutagao de clorofila, em compa--

ragao. com os tratamentos com raios-gama.

7.9.6. Os tratamentos combinados com cisteina e EQ reduziram
a fregtiéncia do tipo albirma. Porém, os outros tratamentos combinados
com cistefna e mutagénico quimico nao afetaram as fregfléncias dos tipos
de mutagao de clorofila, em comparagao com os tratamentos com raios-ga

ma .

7.9.7. Somente os tratamentos combinados com raios-gama, cig
teina e EMS alteraram o espectro de mutagao de clorofila, aumentando a
freqtiéncia do tipo viridis,; quando comparados com os tratamentos com
raios-gama. Os outros tratamentos combinados com raios-gama, cisteina
e mutagénico quimico nao modificaram o espectro de mutagao de clorofi-

la; em comparagao com os tratamentos com raios-—-gama.

7.10. As paniculas primeiramente florescidas foram as que mostra-
ram a menor taxa de segregagao e a maior freqliéncia de mutagao de clo-
rofila, indicando que elas se originaram de um maior numero de células

iniciais.

7.11. O nimero maximo de células iniciais sobreviventes no aglome-
rado de células foi de 6, guando éste aglomerado de células foi trata-
do com mutagénico, diminuindo o numero a medida que aumentou a dosagem

ou concentragao dos mutagénicos.

7.12. As ramificagoes primarias seoriginam de uma unica célula iniciale
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8. Summary and conclusions

8.1. The objectives of the present work were to compare and ana-
lyse the biological effects of the factorial treatment combinations of
gamma-rays; cysteine and EO or EI or BMS or DS on the dormarit rice
seeds of the Brazilian variety '"Dourado Precoce". Principally; the
effects on seedling height, fertility and chlorophyll mutation fre-

gquency were studied.

8.2. Comparing radiosensitivities in germination, seedling height;
survival and fertility, it was concluded that germination has the lowest

and fertility has the highest radiosensitivity to gamma-radiation.

8.3. The statistical analysis by means of '"sign test" revealed
that the post=treatment with cysteine during 45 hours was rather
prejudicial to the  various R1 characters of the irradiated seeds, and
that the post-treatment during 30 hours was most protective. The post=
~treatment with cysteine during 24 hours did not show any significant

effect.

8.4, The analysis of variance of quadratic regressionon the effect
of post-tregtment with cysteine in relation to chlorophyll mutation
showed that, though there was no case of significance, the regression
curves . of the post-treatment during 24 and 45 hours demonstrated, res-
pectively, the lowest and the highest fitness to the regression curve
of ~the treatment with gamma-=rays. Though the regression curve of the
pos t--treatment during 30 hours: showed the intermediate fitness,; it tended

to ‘increase the mutation frequency in all doses used.

8.5. The effects of 8O (0.15% for 10 hs at 27 = 2°C), BI (0.05%
for 10 hs at 27 = 2°C) and DS (0.46% for 3 hs at 25 = 1°C) in chlorophyll
mutation induction were equivalent to 8-9KR, 20-21KR and 6-7KRof gamma-

~-rays, respectively.

8.6+ Regarding chlorophyll mutation induction, EMS was the most

efficient of all mutagens used in this experiment.

8.7, The effects of treatment combinations: of gamma-rays and
chemical mutagens on seedling height, fertility and chlorophyll

mutation freguency were assessed by the additive model.



_58

8.7+.1. In general, combined treatments of gamma-rays and
chemical mutagens showed good fitness to this model on seedling height

and fertility.

8.7.2. Combined treatments of gamma-rays and EO or BI or EMS
showed good fitness to this model on chlorophyll mutation frequency.
However, treatment combinations of gamma~rays and DS did not show such

fitness to the model.

8.8: The intercalary effects of cysteine between gamma-rays and
chemical mutagen treatments were discussed though the mechanism of the

interaction of cysteine with chemical mutagens is unknown.

8.8.1. 1In the combined treatments of gamma-rays, cysteine
and EO, cysteine treatment brought about, in general, positive effects
on seedling height and fertility, comparing with the combined treatments
of  gamma-rays and EO. The combining effect of 30KR of gamma-rays - and
EO was so drastic that no germination was observed. However, the
intercalary treatment with cysteine recuperated germination reasonably,
and consequently 15.20 chlorophyll mutations per 10 Rl panicles were
observed in the RZ' This was the highest frequency of all factorial
treatment combinations of gamma-rays, cysteine and EO.

8.8.2. The intercalary effect of cysteine in the combined
treatment of gamma-rays, cysteine and BI on the Rl characters was not
clear. However, the treatment combined with 30KR of gamma-rays,

cysteine and EI caused 17.09 chlorophyll mutations per 100 R. panicles

‘ 1
which was the highest in all factorial treatment combinations of gamma-

-raysy; cysteine and EI, though this frequency was not significant.

8.8.3. When the concentration of EMS was low, the treatment
effect of cysteine between radiation and the chemical mutagen was
positive in fertility, and when it was high, the effect of cysteine
was positive in seedling height and negative in fertility, in comparison
with the combined treatments of gamma-rays and EMS. - Regarding the
intercalary effect of cysteine on chlorophyll mutation frequency, it
was difficult to assess such effect because of small sample sige in

the Rl due to high toxicity of EMS.

8.8.4. When the concentration of DS was low, the intercalary

effects of cysteine were not clear. However, when it was high, those
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effects were, in general, negative in seedling height and positive in
fertility, in comparison with the combined treatments of gamma-rays and
D3. This suggests that the modes of interaction of cysteine with EMS
and DS may be different.

8.9. The analyses of chlorophyll mutation spectrum were carried

out on three classes: albina, viridis and others.

8:9.1. Comparing the frequencies of three classes of
chlorophyll mutations of the treatments with gamma-~rays and of the
post~treatments with cysteine (24 hs) in different years, 1t was
concluded that the annual environmental conditions did not. affect the

chlorophyll mutation spectrum.

8.9.2. In general, different doses and concentrations of
mutagens did not change the frequencies of three types of chlorophyll

mutation, with the exception of the following cases:

8.9.2.1. The frequency of albina type was much
reduced in the treatment EMS2 (1.0% for 10 hs) than in the treatment
EMS1 (0.5% for 10 hs).

8:.9.2.2. The post-treatment with cysteine during 24
hours in 1968 showed that the frequency of viridis type increased and

of others type decreased with increasing gamma-~ray doses

8:9.2.3. In the combined treatments of gamma-~rays,
cysteine and EO, the albina type frequency was much reduced when

gamma-ray dose was 30KR.

8.9.3. Five mutagens used, that is, gamma-rays, EO, EI, EMS
and DS did not modify the chlorophyll mutation spectrum.

8.9.4. The post-treatments with c¢ysteine during 30 and 45
hours. did not change the frequencies of three types, but the post-
-treatment during 24 hours increased the viridis type and decreased
the others type, in comparison with those of the treatment with gamma-
~rays.

8.9.5. The combined treatments of gamma-rays and chemical
mutagens did not change the frequencies of three types of chlorophyll

mutation, in comparison with thosé¢ of the treatment with gamma-rays-.

8.9.6. The combined treatments of cysteine and chemical
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mutagens did not change the frequencies of three types, with the
exception of the combined treatment of cysteine and EO where the albi-

na type was reduced compared with the treatment with gamma-rays.

8.9.7. Only the combined treatment of gamma-rays, cysteine
and EMS modified. the frequencies of three types of chlorophyll
mutation. This was due to the increase of viridis type in comparison
with the treatment with gamma-rays. The other combined treatments of
gamma-rays, cysteine and chemical mutagens didnot showany modification
in the frequencies of three types, compared with the treatment with

gamma-rays.

8.10. The first flowered panicles showed the lowest segregation
ratio and the highest chlorophyll mutation frequency, indicating that

they derived from the highest number of initial cells.

8.11. The corpus cells of the treated seeds consisted, at most, 6
survived initial cells. This number decreased with increasing dose

or concentration of mutagens,

8.12., The primary branches derived from only one initial cell.
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Tabela 1 - Relag¢ao entre o tempo de tratamento e o '"consumo'" de cis-
teina devido a presenca de sementes na solugao.

Tempo de Péso de "Consumo'" de cisteina
tratamento sementes
(horas) (g) (%) (pg/l g de sementes)
0,00 - 0,00 0,00
5500 14,2845 1,00 8,47
9,75 14,1724 5,11 43,61
18575 14,0690 7,98 68,66
23,75 14,0380 9533 80,42
28,575 14,3664 10,20 85,89
33,75 14,3580 17,18 149,81
43,25 14,3292 44,82 378,46
48,25 14,0095 35,32 305,08

53,25 14,2306 43445 369,42
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Tabela 6 - Espectro de mutagao de clorofila.

Tratamento albina viridis outras total taxg de
albina

Exp.1l 0 1 0 1 2 0,5000
1 30 6 10 46 0,6522
2 28 7 11 46 0,6087
3 22 8 10 40 0,5500
0+C 6 0 8 14 0,4286
1+C 33 7 12 52 0,6346
2+C 43 18 13 74 0,5811
3+C 27 5 14 46 0,5870
0+EO 21 7 4 32 0,6563
1+E0 51 12 18 81 0,6296
§+§8 14 4 7 25 0,5600

+ 1 e . E— .

0+C+EO 6 3 9 18 0,3333
1+C+EO 18 0 12 30 0,6000
2+C+EO 35 8 11 54 0,6481
3+C+EO 6 4 9 19 0,3158
Exp.2 0 1 1 0 2 0,5000
1 30 11 13 54 0,5556
2 35 14 20 69 0,5072
3 12 6 11 29 0,4138
0+C 3 0 1 4 0,7500
1+C 24 12 14 50 0,4800
2+C 33 9 14 56 0,5893
3+C 28 8 14 50 0,5600
O+EI 38 9 23 70 0,5429
1+EI 63 23 26 112 0,5625
2+EI 73 24 21 118 0,6186
3+EI 12 1 11 24 0,5000
0+C+EI 24 6 10 40 0,6000
1+C+EI 39 21 31 91 0,4286
2+C+EI 51 19 23 93 0,5484
3+C+ET 19 3 5 27 0,7037
Exp.3 0 1 0 0 1 1,0000
1 7 4 7 18 0, 3889
2 25 5 13 43 0,5814
3 4?2 7 16 65 0,6462
0+C 1 3 4 8 0,1250
1+C 35 12 10 57 0,6140
2+C 53 18 25 96 0,5521
3+C 20 2 6 28 0,7143
O+EMS, 103 33 59 195 0,5282
1+EMS] 22 6 15 43 0,5116
2+EMS) 35 12 13 60 0,5833
3+EMS] 10 4 4 18 0,5556
0+C+EMSl 56 18 45 119 0,4706
l*C+EMSl 32 12 22 66 0,4848
2+C+EMSl 21 12 5 38 0,5526
3+C+EMSl 24 16 15 55 0,4364

(continua)
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Tabela 6 - (continuacao)

Tratamento albing viridis outras total taxq de
e et e S albina
Exp.3 O+EMS2 5 5 13 23 0,2174
1+EM82 19 5 11 35 055429
2+EMS2 2 1 3 6 05,3333
3+EMS2 1 0 0 1 1,0000
O+C+EMS2 9 3 5 17 055294
1+C+EMS2 7 3 3 13 0,5385
2+C+EM82 1 6 4 11 0,0909
3+C+EM82 1 2 3 6 0,1667
O+EMS3 6 1 2 9 046667
1+EMS3 3 5 0 8 0,3750
24+-LEMS 0 2 0 2 00,0000
3+EMB§ - - - - i
O+C+EMS3 2 0 2 4 0,5000
1+C+EMS3 0 3 0 3 0,0000
2+C+EMS3 0 1 1 2 04,0000
3+C+EMSB 0 0 0 0 i
O+EMS4 5 0 0 5 1,0000
1+BMS - - - - i
o+ENSS - - _ - S
3+EMS4 - - - - i
O+C+EMS4 0 0 0 0 SRR
1+C+EMS 1 0 1 2 0,5000
2+C+EMS4 - - - “ e
3+C+EMS4
4
Exp.4 0 0 0 0 0 i
1 2 0 7 9 0,2000
2 3 1 1 5 0,6000
3 4 1 3 8 0,5000
0+C 0 3 0 3 0,0000
1+C 21 8 15 44 0,4773
2+C 38 13 10 61 0,6230
3+C 20 14 3 37 0,5405
O+DS1 2 0 2 4 05,5000
1+DS1 1 0 2 3 0453333
2+DSl 4 2 1 7 0,5714
3+DS] 5 2 0 7 0,7143
O+C+Dsl 3 3 3 9 05,3333
l+C+DSl T 2 1 10 05,7000
2+C+DSl 6 0) 1 7 0,8571
3+C+DS1 3 1 2 6 04,5000
O+DS2 9 5 10 24 053750
1+D82 13 6 T 26 05,5000
2+DS2 28 10 25 63 0,4444
3+D82 10 5 8 23 0,4348
O+C+DS2 .7 2 4 13 095385
1+C+DS2 13 3 6 22 045909
2+C+DS2 26 3 17 46 0,5652
3+C+DS3 12 4 2 18 0,6667

(continua)
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Tabela 6 - (continuagao)

Tratamento albina viridis outras total tax? de
SBnich e ot albing

Exp.4 O+DS3 0 0 0 0 S
1+DS3 7 2 2 11 0,6364
2+DS3 4 2 4 10 04,4080
3+DS3 3 1 1 5 0,6000
O+C+DS3 0 0 0 0 i
l+C+DS3 2 1 1 4 0,5000
2+C+DS3 7 0 2 S 0,7778
3+C+DS3 2 1 0 3 0,6667
O+DS4 3 0 0 3 1,0000
1+DS4 2 4 1 7 042857
2+DS4 6 0 1 7 0,8571
3+DS4 0 0 2 2 05,0000
O+C+DS4 8 0 3 11 057273
1+0+DS 3 3 2 8 0453750
2+C+DS4 11 2 3 16 0,6875
3+C+DS4 2 1 1 4 055000

O teacoscessecescscssss Sem irradiagao

1 s eceessssvssoosciace irradiaggo de 10 KR de raios-gama

2 wsssessecsssccsssscce irradiagao de 20 KR de raios-gama

3 ® 0.0'6 006 06 0 aéo © 000 000 O0O0COEe irradia(}ao de 30 KR de I'aiOS-—gama

C  evacssonascscssassecsa tratamento com cisteina, lx:lO*BM ¢ 45 hrs.

no Exp.l,; 30hrs. no Exp.2e 24 hrs. nos Exps.
3¢ 4
EO seoso0v0s00assdoace v e tratamento com E09 0915%3 pOI‘ 10 hI’So
BT eeeveosas sosesssone . tratamento com EI, 0,05%, por 10 hrs.

tratamento com EMS, 0,50%, 1,00%, 1,50%,
2,00%, respectivamente, por 10 hrs.

tratamento com DS, 0,30% por 4 hrs, 0,46%
por 3 hrs., 0,50% por 4 hrs., O,7%por 4 hrs,
respectivamente

EMS, , EMS,, EMS,, HS, .

DS, DS,, DS, DS

19 4 e o 00
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Tabela 8 - Ambiente diferente e espectro de mutacao de clorofila.

Ano Tratamento X2 G.L. P

1965
1966
1967
1965
1965
1967
1965
1566
1067

1965
1966
1967
1968

4515 4 0,3 = 055

2,20 4 - 0,7

5930 4 092 - 093

10,41 6 0,1 - 0,2

[suli=oRl=sR=v} W Wi PN s

Tabela 9 — Mutagénicos guimicos e espectro de mutagao de clorofila.

2

Tratamento X G.L. P
Exp.l R
P =N 2,08 2 0,3 - 0,5
Exp.2 R
P B 1,88 2 0,3 = 0,5
Exp.3 R
b RIS 2,02 2 0y3 = 055
Exp.4 R +
P s 0,09 1 0,7 - 0,8
R
EO
EI 7,89 8 0,3 = 045
EMS
DS

+ o.e A anadlise foi feita sbébre as duas classes de mutagao de clorofila.

Tabela 10 - Pds—tratamento com cisteina e espectro de mutag:éo de clorofila.

2

Tratamerito X Gels P
Exp.]l R
R+C(45 hrs.) 0,10 2 0,9 <
. R
Bxp.2 0,45 2 0,8

R+C(30 hrs.)

Exps. 3 e 4 R
R+C(24 hrs.) 8,67 2 0,01-0,02

Bxp.1 R+C(45 hrs.)
Exp.2 R+C(30 hrs

.) 2,59 4 0,5 = 0,7
Exps. 3e 4 R+C(24 hrs.)
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Tabela 11 - Tratamentos combinados com raios-gama e mutagénico quimico,
e egpectro de mutacao de clorofila,

Tratamento X G.L. P

Exp. R
D+ 1 e 0,02 2 0,9 <
Bxp.2 §+EI 2,52 2 0,2 - 0,3
E L] R
T R+EMS 2,92 2 0,2 - 0,3
E (3 R -+
o R+DS 0,45 1 0,5 = 0,7

R+EO

R+EL

R+EMS 7,08 6 0,3 - 0,5

R+DS

+ v.. A andlise foi feita sébre as duas classes de mutagao de cloro-
fila.

Tabela 12 - Tratamentos combinados com cisteina e mutagénico quimico,e
espectro de mutagao de clorofila.

Tratamento X2 G.Ls P

Exp.l R +

C+EO 4,83 1 0,02-0,05
Exp.2 R

C+EI 1,19 2 0,5 = 0,7
Exp.3 R

C+EMS 3521 2 0,2 = 0,3
Exp.4 R +

C+DS 0,98 1 0,3 - 0,5

C+EO

C+EI +

C+EMS 4sl2 3 0,2 = 0,3

C+DS

+ +.. A andlise foi feita sébre as duas classes de mutagao de cloro-
fila.
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Tabela 13 - Tratamentos combinados com raios—gama, cisteina e mutagéni
de mutagao de clorofila.

co quimico, e espectro

2

Tratamento X G.Le. P
Ex».1 R

R+C+EO 2511 2 0,3 = 045
Bxp.?2 R

R+C+ET 0,06 2 0,9<
Bxp.3 R ‘

R+ C+EMS 11,539 2 0,001~0,01
Exp.4 R +

R+DS 3534 1 0,05=-0,1

R+C+EO

R+C+EI

B CA B 19,81 6 0,001-0,01

R+C+DS

+ ... A analise foi feita sdbre as duas classes de mutagao de cloro-

fila.

Tabela 14 - Taxas de albina, viridis e outras dos tratamentos combina

dos com raios-gama, cisteina e mutagénico quimico.

Tratamento albina viridis outras
R+C+EO 0,5728 0,1165 0,3107
R+C+EI 0,5166 0,2038 0,2796
R+C+EIS 054439 0,2806 0,2755
R+C+DS 0,6144 0,1307 0,2549

2
X 11,14 17,32 1,02
P 0,01-0,02 <0,001 0,7-0,8



Tabela 15 ~ Resultados gerais de taxa de segregaggoo

B4

b N® de ff toﬁal de Fertilidade
mitantes P antulas Ro Taxa de das
mento das panfculas  se {
R gregacao paniculas
2 segregadas Ry (%)
Bxp.l 0 2 346 (2) 0,0058 87,6
1 585 5008 (40) 0,1168 71,8
2 711 3758 (43) 091892>’j§X 5443
3 435 2685 (37) 0,16207% 39,8
0+C 129 1217 (13) 0,1060
1+C 603 4924 (49) 021225)ns 22’2
240 642 4076 (63) 0,1575§m 45,5
34C 501 2808 (39) 0,1784 7% 36,3
0+EO 373 3517 (31) 0,1061
1+80 873 6835 (76) 021277)§3§ Z?:é
2+L0 153 750 (24) 0,2040)%5% 37,9
0+C+EO 143 1890 (1 0,0
1+C+EO 270 2835 Ezgg o§o§§§>§ gg’?
2+C+E0 538 3612 (48) 0,1489{*%% 9.0
3+C+E0 72 415 (15) 091735)‘“S 3036
Exp.2 O 2 245 (2) 0,0082 8,6
1 426 4748 (49)  0,0897 s
2 530 4221 (60) o,1256)3‘§"‘E 51.8
3 121 793 (18) o,1526)x 271
0+C 28 549  (4) 0,051
1+4C 446 4463 (47) 0§039g§xgx 22’%
2+C 576 3950 (52) 0,1458 ) 45,9
3+C 372 3178 (46) 0,1171 *%% 34,2
0+EI 416 8798 (69) 0,0
1+ET 890 8713 (92) oslggf)ggx 2293
D+ET 754 6754(109) o:1116;ns 4o:1
3+EI 127 174 (22) 0,1641 /=% 26,6
0+C+ET 267 4644 0,0
1+C+ET 587 7668 éégg o’o?éz)xxg ;392
2+C+EI 552 5044 (86) 0,1094{%%= 44.8
3+C+ET 99 888 (26) o,1115)nS 25,
Exp.3 O 1 163 (1) 0,0061
1 120 1122 (17) o:107o 3?’3
o 348 2466 (40) o,1411)¥x 53,4
3 265 2108 (58) o,1257)n 27.2
0+C 121 877 (8) 0,1380
140 361 3000 (54) 010503 20
2+C 599 4372 (91) 0,13703353 8,3
34C 201 1141 (28) 0,1762/%%* 29,0
O+EMS 881 7187(164) 0,1226
1+EMS% 162 912 (35) 0,1776)%%% gj,g
2+ElS] 263 1349 (56) 0,1950)8 15.7
3+1ST 56 320 (17)  0,17500°8 5,3

(continua)
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Tabela 15 - (continuagao)

50 1. N° total de Fertilidade
Trata- Citantos plantulas Rp Taxa de das
mento g das paniculas  segrega¢ao paniculas
2 segregadas Ry (%)
Bxp.3  O+C+EMS, €56 5685 (93) 0,1154y . 57,7
1+C+EMS, 449 2850 (55) 031575 ) 45,6
2+C+TMSy 241 1984 (34) 0,1215)gxx 36,0
3+C+ES] 244 1145 (45) 0,2131 16,4
O+EIS, 76 561 (18) 0,1355)x§ 36,5
1+BMS 3 197 1032 (32) 0,1909 27,2
2+EUS 35 235 (6) 0,1489 15,3
3+EMS 1 8 (1) 0,1250 5,7
0+C+EIS,, 68 341 (16) 0,1994)ns 17,8
1+C+BMS 2 37 234 (13) 0,1581 21,7
2+C+BMSZ 36 207 (9) 0,1739 17,6
3+C+EMS,, 7 11 (4) 0,6364 2,9
O+EMS3 28 120 (8)  + 0,2333 40,8
1+EMS3 64 211 (8) + 0,3033 27,4
2+EMS3 26 108 (2) + 0,2407 9,6
O+CBIIS 8 70 (3) 0,1143 31,1
L+C+BMS ] 8 51 (3) + 0,1569 8,7
2+C+EIIS 3 16 74 (2) + 0,2162 2,5
3+C+EUSY - < - - 4,1
0+EMS4 89 306 (5) + 0,2908 2,0
0+C+EMS - - - = 2,8
1+C+EMSj 3 3 (2) 1,0000 2.0
Exp.4 0 - - - - 8593
1 43 877 (9) 0,0490 1,4
2 24 121 (5) + 0,1983 49,3
3 21 327 (1) 0,0642 25,4
0+C 36 195 (3 0,1846 7953
1+C 260 3805 (42 0,0683)x§x 80,2
24C 360 3522 (56 0,1022y 7 54,4
3+C 261 1350 (33) 0,1933/%% 28,4
0+DS, 11 505 (4) 0,0218 7759
1+DS] 14 281 (3) 0,0498 71,0
2+DS] 30 295 (7) 0,1017 43,7
3+D8) 89 513 (7) 0,1735 44,4
0+C+DS, 91 569 (8) 051599 72,8
1+C+DS] 87 698 (8) 0,1246 64,6
2+C+DS) 54 477 (1) 0,1132 47,3
3+C+DS; 22 308 (6) 0,0714 29,8
0+DS,, 179 2186 (22) o,o819)ns 82,1
1+DS7 256 2089 (25) 0,12259 76,5
2+DS7 499 3734 (58)  0,13364 3953
3+D87 132 837 (22) 0,1577 23,5

(oontinua)
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 Tabela 15 - (continuagao)

e 4. N9 total de Fertilidade
Trata- Hitantes pléntules Ro Taxa de qas
mento R : das paniculas segregagao paniculas
2 segregadas Rl (%)
Bxp.4  0+C+DS, 75 949 (12; 0,0790y,., 80,4
1+C+DSZ 194 1727 (21 091123%s 72,8
2+C+DS7 338 3015 (45) O,ll2l)ns 53,6
3+C+DS3 80 582 (18) 0,1375 32,9
0+DS - - - - 85,3
1+DS§ 189 1073 (11) 0,1761y 63,0
2+Ds3 114 847 (10) 0,1346 51,7
3+D83 25 304 (5) 0,0822 29,3
0+C+DS - - - = 80,0
1+C+Ds3 27 366 (4) 0,0738 70,5
2+0+DS3 60 451 (9) 0,1330 47,6
3+C+DS3 17 108 (3) 0,1574 23,7
0+Ds4 34 340 (3; 0,1000 81,7
1+DS, 49 300 (4 0,1633 63,0
2408y 56 414 (1) 0,1353 42,5
3+D8, 4 41 (2) 0,0976 27,5
0+C+DS,, 17 885 (11) 0,0870 7740
1+C+Ds4 25 572 (6) 0,0437 6959
2+C+Ds4 18 897 (14) 0,0870 46,4
3+C+DS4 10 104 (4) 0,0962 38,6

( ) «os Niumero das paniculas segregadas.

®, =%, 2% ... oignificativo ao nivel de 5%, 1% e 0,1%, respectiva-
mente.

ns  se.e nao significativo.

+ «ss+ Mostrou-se concordancia com a segregaggo moriofatorial 04,2500,



Tabela 16 — Ambiente diferente e taxa de segregaggo°
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Tratamento

Ano 1 5 3 media
1965 | 0,1168] 0,1892) 0,1620] 0,1512]
1966 | 0,0897 [xxx 0,1256 |z== 0,1526 | 0,1103 |zxx
1967 | 0,1070 0,1411 0,1257] 0,1287
média 051040 = zxx — 0,1521 —ns——— 0,1470
Ano 1+C 2+C 3+C média

3
1967 | 0,09031 0,1370|___ 0,1762] _ 0,1229) .
1968 | 0,0683] 0,1022 0,1933 0,1015
média 050796 = sgz5s =i 031 215 = 3 === 0,1855

HEEE eo 0
NS seo

significativo ao nivel de 0,1%.
nao significativo.

Tabela 17 - Pds—tratamento com cisteina e taxa de segregagao.

Lrat. 1+C 24+ C 3+ C média
Ano
1965 0,1225) ) Q,1575+ 0,1784) A 0,14797 "
(C..45 hrs) ke ’ ?
ns EEK_X HEEX
1966 0,0999% wxk 0,1458) | === 0,11719 | xsx 0,12035 ==z
(Co 030 hl"'s) : } i !
§_§!§€ iﬁ}é’:ﬁ m ns
1967 0,0796" 0,1215/ 0,1855 0,12217
(Cov24 hrs) g g
xEx ... significativo ao nivel de 0,1%.

NS  so0

nao significativo.
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Tabela 18 «~ Bfeito do tgatamento intercalado com cistefna sdbre a taxa
de segregagaos

D De. 05,0473
Exp.l, 0+E0 0,1061 Exp.2 O+ET , .
O+C+EO o,o757)§§§ O+C+EI 090575)
R+EO 0,1353 R+EI 0,1090y__
R+C+EO 0,1271)ns R+C+ET 0,0910) *
Exp.3 0+EMS 0,1226y Exp.4 R+DS 0,1212y
0+0+E&sl 0,115478 R+C+DS]  0,1099
R+EMS 0,1864 0+DS,  0,0819
R+0+Ehsl 0,1562)?“‘gﬁ 0+C+DS,, o,o790)nS
O+EMS, 0,1355y R+DS,  0,1332y_
O+C+EMS2 0,1994 R+C+DS2 0,1150
R+EMS 0,1827 R+DS 0,1475
2 9
R+C+BlIS,, 0,1770)nS R+C+DS, o,,1124)H
R+EMS3  0,2821 R+DS 0,1444y
R+C+EIMS o,1920)x R+C+%s4 o,0718)xxk

s, xE, ¥ ... significativo ao nivel de 0,1%, 1% e 5%, respectivamen
te.
ns e¢. nao significativo.

Tabela 19 - Teste de sinal dos varios tratamentos com cisteina.

: Ne de Ne de 2
Experlmento sinal(+) sinal(—) £ F
Exp.l (C.. 45 hrs) 3 13 5,06 0,02-0,05
Exp.2 (C.. 30 hrs) 12 3 4,26 0,02-0,05
Exps.3 e 4 (C.. 24 hrs) 9 7 0,063 0,8 - 0,9

Tabela 20 - Comparagao das linhas de regressao de pos—tratamentos ~com
cisteina, com a linha de regressao de tratamento com sdmen
te raios—gama.

Comparagao B P
Ces 45 hrs (R) versus (R+C) 4441 0,05 = 0,10
C.. 30 hrs (R) versus (R+C) 25,69 0,10 = 0425
C.. 24 hrs (R) versus (R+C) 0,46 0,50 - 0,75
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Tabela 23 = Diferenca dos efeitos bioldgicos entre os tratamentos
R+C4+MQ e  R+MQ.

Fregllencia de

“ . L t a
Comparagao éig;tzfti; Fertilidade chrigiia pSr
100 paniculas
(0+C+E0) — (O+EO) + 9,8¥§§ - oséxg; “ 2,16*§é
(1+C+E0) - (1+E0) - 1,1 0 - 2,8 e - 1,25
(2+C+E0) - (2+E0) +19,3 +12,6 - 0,16
(3+C+E0) ~ (3+E0) +23,9 +34,9 +15,20
(0+C+EL) - (O+EI) + 0,0 % + 1,3:§§ = 3902ﬁ§8
(14C+EI) - (1+EI) + 0,3 - 1,6 - 2,50
% ERE ns
(2+C+BI) - (2+EI) - 4,2 + 6,07 - 0,83~
(34C+EI) - (3+EI) + 1,9 - 1,0 + 5,09
(O+C+EMS, ) - (O+EMS, ) - 891:§: +25,3§§2 - 1,88 Ez
(1+C+BMS) - (1+EMSl) + 7,8 o +25,2 . + 0,62 -
(2+C+EMSI) - (2+EMSl) - 0,1 +23,9 - 2,24
(3+C+EMSl) - (3+EMSl) + 4,6 +13,0 + 0,65
(O+C+EM823 - (O+EMS,,) - 1,0 7% ~22,1%2= - 4,16 23
(1+C+EMSE) ~ (1+EMSS) - 1,2 - 6,5 - 3,30
(2+C+EMS§) - (2+EMS§) - o,BXQS + 2,622: oy
(3+C+EM82) - (3+BMS7) +11,000= - 3,3 e
(0+C+EMS_) — (O+EMS.) +20,1 %= ~11,500= i
3 3 P EER wxE
(1+C+EMS3) - (1+EMS3) +20,57 " ~22,1 = i
(2+C+EM53) = (2+EMs3 + 5,8 - 8,4 e
(3+C+EM83) = (3+EM53) +27,00 % i il
(0+C+EMS,) — (O+EMS ) + 8,00 e S
(1+C+EMSZ) - (1+E15%) +24,2§:§ B ————
(2+C+EMS4) - (2+EM84) +32,0_ 7 RO SN
b ) e om
- - 9 - 9 3
(1+C+Dsi) - (1+D87) + 9,08 - 7,600 +5,17 2
(2+C+Dslg - (2+Dsl) +22,47 + dy2 - 5,27
(3+C+DS;) = (3+4DST) - 8,1 ~17,1 BUSERE
1 1 2 9 :
(0+C+DS,.) - (0+Ds.) - 4,87 - 2,17F% + 0,16 *°
2 2 7vons e+ 3 ns
(l+C+D82) - (1+DSZ) + 0,6 - 4,4 + 2,70
(2+C+D82) - (2+DS2) +12,9. 16,7 - 3,13
(3+C+D82) - (3+D87) +5,900% +11,0 - 3,41
(0+C+DS,) - (0+DS,) ~27 500 - 6,1%E% e
(14€4+D53) - (14D83) ~24,4%5 + 8,B55% - 4,08 %
(2+C+DS3) - (2+D83) - 0,8 o - 4T - 2,25
(3+C+Ds3) ~ (3+DS3) ~29,9 - 6,6 e
HE EEE RE
(O+C+DS4) P (O+DS4) -11,0,__ - 954 +10,10
(1+C+DST) - (1+DS4) -22,17 + 8,1@m m——
(2+C+Dsi) - (2+Dsy) -8,1 0 + 4,600 +10,19%%
(3+C+DS4) - (3+DS4) - 0,7 7® +13,0 + 3,37

%, %, %% ... sSignificativo ao nivel de 5%, 1% e 0,1%, respectivamen
te. :
ns ... nao significativo.
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Tabela 24 - Taxas de albina, viridis e outras nos tratamentos com mutg
génicos.

N2 total de mutagees de

atbina viridig QUILas - iorofila observadas
raios—gama 55,6% 16,2% 28, 2% 432
EO 65 , 64 21,9% 12,5% 32
EL 54,3% 12,9% 32,9% 70
EMS 51, 3% 16,8% 31,9% 232
DS 45, 2% 16,1% 38,7% 31

Tabela 25 ~ Relagao entre o numero de células iniciais sobreviventes e
tamanhc do setor mutado ou taxa de segrega¢ao  dos -mutan-

tes Rzo
N2 das Tamanho Taxa de -
células do setor segregacao
iniciais mutado em R2

1 1/4 0,2500

2 1/8 0,1250

3 1/12 0,0833

4 1/16 0,0625

5 1/20 0, 0500

6 1/24 0,0417
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Tabela 26 - Numero estimado de células iniciais sobreviventes em va-
rios tratamentos.

Tratamento N9 estimado Tratamento 2 egstimado
Exp.1l Exp.2
1 2,1 1 2,8
2 1,3 2 2,0
3 1,5 3 1,6
0+C 254 1+C 255
1+C 2,0 2+C 1,7
2+C 1,6 3+C 251
3+C 1,4 O+ET 5,3
0+EO 254 1+EI 245
1+EO 2,0 2+EI 252
2+EO 1,2 3+EI 1,5
0+C+EO 3,3 0+C+EI 444
1+C+EO 257 1+C+EI 3,3
2+C+EO0 1,7 2+C+ET 253
3+C+EO 1,4 3+C+EI 252
1 2,3 1+C 397
2 1,8 2+C 2,5
3 2,0 3+C 1,3
1+C 2,8 O+DS2 3,1
2+C 1,8 14DS 2,0
3+C 1,4 2+DS 1,9
O+EMS, 2,0 3+D5, 1,6
1+EMS1 1,4 O+C+DS2 3,2
2+EMSl 1,3 1+C+DS2 2,2
3+EMSl 1,4 2+C+DS2 252
O+C+EMS, 2,2 3+C+DS, 1,8
1+C+EMS1 1,6 1+D-S3 1,4
2+C+EMS1 2,1 2+DS3 1,9
S+C+ElS) 1,2 0+C+DS 2,9
O+EMS2 1,9 2+C+DS 259
1+EMS; 1,3 4
O+C+EMS2 1,3
l+C+EMS2 1,6




Tabela 27 - Ordem de florescimento e taxa de segregagao.

ey

Tratamento 1@ 29 3¢
Exp.2 1 0,0693(3) 0,1057(1) 0,0933(2)
2 0,1123(3) 0,1194(2) 0,1515(1)
1+C 0,0839(3) 0,0881(2) 0,1662(1)
2+C 0,1428(2) 0,1567(1) 0,1405(3)
3+C 0,0918(3) 0,1367(2) 0,1550(1)
0+EI 0,0329(2) 0,0323(3) 0,0775(1)
1+ET 0,1014(2) 0,1159(1) 0,0903(3)
2+EI 0,0907(3) 0,1330(1) 0,1194(2)
0+C+EI 0,0386(3) 0,0709(1) 0,0613(2)
1+C+EI 0,0612(3) 0,0934(1) 0,0789(2)
2+C+EI 0,0733(3) 0,1160(1) 0,1128(2)
Bxp.3 2 0,1051(3) 0,1553(2) 0,1740(1)
3 0,1189(3) 0,1192(2) 0,1719(1)
1+C 0,0790(3) 0,0997(1) 0,094¢(2)
24C 0,1194(3) 0,1476(2) 0,1826(1)
3+C 0,0995(3) 0,1965(1) 0,1929(2)
O+EMS, 0,1157(3) 0,1189(2) 0,1420(1)
L+EMS, 0,1313(3) 0,2050(2) 0,2261(1)
2+EMS 0,1936(2) 0,2269(1) 0,1899(3)
0+C+EMS, 0,1048(3) 0,1161(2) 0,1305(1)
1+C+EMS, 0,2010(1) 0,1288(3) 0,1417(2)
2+C-+EMS, 0,0999(3) 0,1194(2) 0,1432(1)
3+C+ES, 0,2635(2) 0,1205(3) 0,2757(1)
Exp.4 1+C 0,0963(1) 0,0597(3) 0,0637(2)
2+C 0,1000(2) 0,1102(1) 0,0877(3)
34C 0,2179(1) 0,1696(3) 0,1906(2)
2+D8,, 0,1305(2) 0,1274(3) 0,1494(1)
2+C+DS,, 0,0912(3) 0,1186(2) 0,1270(1)
Total de ordem (71) (51) (46)
Teste de Friedman X2 = 12,50 G.L. = 2 0,001 { P<0,01
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Tabela 28 - Ordem de florescimento e freqiiéncia de mutagao de clorofila.

Tratamento 1¢ 22 3¢
Exp. 2 1 0 0610(33 0,0679(2) 0,0714(1)
= 2 0,0965(1 0,0958(3) 0,0959(2)
3 0,1094(1) 0,0424(3) 0,0962(2)
1+C 0,0865(1) 0,0603(2) 0,0313(3)
240 o,1050(1; 0,0707(3) 0,0950(2)
34C 0,1429(1 0,0714(3) 0,0789(2)
0+ET 0,0784(1) 0,0517(3) 0,0729(2)
1+ET 0,1651(1) 0,1046(2) 0,0933(3)
2+ET 0,1267(1) 0,1040(3) 0,1108{2)
0+C+ET 0,0327(2) 0,0517(1) 0,0271(3)
1+C+ET 0,1021(1) 0,0883(3) 0,0993(2)
2+C+ET 0,1070(2) 0,1168(1) 0,0919(3)
Exp.3 1 0,0404(1) 0,0114(3) 0,0128(2)
| 2 0,0453(2) 0,0692(1 ) 0,0378(3)
3 0,0876(2) 0,0969(1) 0,0758(3)
1+C 0,0766(1) 0,0336(2) 0,0160(3)
2+C 0,1382(1) 0,0706(2) 0,0625(3)
34C 0,0682(2) 0,0662(3) 0,0769(1)
O-+EUS | 0,2910(1) 0,2500(3) 0,2523(2)
1+EMS 0,2073(1) 0,2027(2; 0,1803(3)
2+Emsi 0,3196(1) 0,1630(3 0,1818(2)
O+C+EMS, 0,2143(2) 0,3250(1) 0,2013(3)
1+C+EMS o,2281€2) 0,1524(3) 0,2323(1)
2+C+EMS§ 0,1600 33 0,2308(23 0,2340(1)
3+C+EMS] 0,1765(3 0,2763(1 0,2162(2)
Exp.4 1+C 0,0461(1) 0,0325(3) 0,0392(2)
2+C o:o848(1) 020516(3) 030524(2)
34C 0,0821(2) 0,0432(3) 0,0833(1)
0+DS, 0,0411(1) 0,0320(2) 0,0266(3)
1+DS, 0,0379(3) 0,0886(1) 0,0438(2)
2+DS7 0,1287(1) 0,1053(2) 0,1037(3)
3+D85 0,1071(2) 0,1111(1) 0,0619(3)
0+C+D8,, 0,0560(1§ 0,0076(3) 0,0410(2)
1+C+DS7 0,0833(2 090870(1§ 0,0826(3)
2+C+DS3 0,0848(2) 0,0725(3 0,0899(1)
3+C+DS7 0,0337(3) 0,0841(1) 0,0496(2)
Total de ordem (57) (79) (80)

2

Teste de Friedman X = 9,39 G.L. = 2 0,001 < P < 0,01
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Tabela 29 - Numero e porcentagem de paniculas R, com mais de duas mutg
goes diferentes em relagao a dosagem de raios-gama.

N de paniculas Rl com N9 de paniculas Rl com

mais de duas mutagoes uma sd mutagao de A

Ralos-gama de clorofila clorofila

(4) (B)

10.000R 9 118 G,0709
20.000R 17 148  ® 0,1043

30. 000R 22 120 0,1550
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Tabela 31 - Taxa de segregacao das ramificacoes segregadas no tratamen

to 1 (10KR de raios—gama) pelo metodo desenvolvido por
Fishers
x° G.L. p
Desvio 14,36 1 < 0,001
Heterogeneidade 26,72 19 0,1-0,2
Total 41,08 20

Taxa de segregagao experimentals 0,1903

~ +
Desvio da taxa de segregagao esperada: 00,0597 = 0,0157

Tabela 32 - Andlise para a segregagao monofatorial das ramificagoes seg
gregadas das paniculas mutadas.

Panicula mﬁianigs ngﬁmifs x° g

1 8 -~ 35 0,94 053-0,55
5 29 1,92 0,1=0,2
3 29 104 0,72 79305
" 17 55 0,08 0,7-0,8
: 5 49 3,65 0,05-0,1
6 24 78 0,11 057-0,8
] 23 102 2,90 0,05-0,1
; ¢ 61 9,20 0,001-0,01
: 11 56 2,57 0,1-0,2
0 54 72 0,00
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Figura 12 - Germinagso de sementes na combinagao dos tratamentos — com
raios-gama, cisteina e EMS.
comparacao significancia comparacao significancia
0, 0O+C 3 1+EMSl
1, 1+C ns 1+EMS2 -
25 2+C ns 1+EMS
3, 34C = 1+EMS£
O+EMSl, O+C+EMS1 ns 2+EMS1
1+EMSl, 1+C+EMS1 = 2+EMS2
2+EMS] , 2+C+EMS] ns 2+EMS | m=
3+EMSl, 3+C+EMS1 ns 2+EMS4
O+EM82, O+C+EMS2 ns 3+EMS1
1+EMSZ, l+C+EMS2 ns 3+EM82
2+EMSZ, 2+C+EMS? x 3+BUS] EEE
3+EM82, 3+C+EMS2 EF 33 3+EMS4
O+EM83, 0+C+EMS HEEE O+C+EMS1
1+EMS3, 1+C+EMS3 ExE O+C+EMS2
2+BUST, 2+C+ES: e O+C+EMS RER
3+EMS39 3+C+EMS3 R O+C+EMS4,
O+EMS4, O+C+EMS4 EXE 1+C+EMSl
1+EMS4, l+C+EMS4 EEE 1+C+EMS =
2+BIIS, , 2+C+EMS zxz 1+C+EMS =
3+EM849 3+C+EMS4 E'3 33 1+C+EMS4
O+EMSl 2+C+EMS1
O+EMS 2+C+EMS
O+EMS§ wxE 2+C+EMS§ Bz
O+EMS4 2+C+EMS4
3+C+EMS1
3+C+EMS2 —_—
3+C+EMS3
3+C+EMS
%%, E ... significativo ao nivel de-O,l% e 5%, respectivamente.
NS see

nao significativo,
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Figura 13 - Altura das plantulas na combinaggo dos tratamentos com raiog

_—gama, cisteina e EMS.

comparagao significancia comparagao significéancia
0, 0+C == 1+EMS. )
1, 14C ng l+EMSé o
2, 2+C ns 1+EMS3
3, 3+C =xx 1+EMS4J
O+EMSl, O+C+EMSl =XE 2+EMSl‘
l+EMSl, 1+C+EMSl EEE 2+EMS2
2+EMS., 2+C+EMS] ns 2+EIIS] ==
3+EMSl, 3+C+EMS1 3 2+EMS4
O+EMSZ, O+C+EMS2 ns 3+EMSl¥
1+EM82, 1+C+EMS2 ns 3+EMS2
2+EUSS, 2+C+EMS? ns 3+EMSY B
3+EM82, 3+C+EMS2 EXE 3+EMS4
O+EMS3, O+C+EMS3 E=ER O+C+EMSl
1+EMSB, 1+C+EMS3 EXE O+C+EMS2 xE
2+EMSB’ 2+C+EMS3 ns O+C+EMS3
3+EMS3, 3+C+EMS3 EER O+C+EMS4
O+EMS49 0+C+EMS = l+C+EMSlﬁ
1+BUS 1+C+EMSZ p— 1+C+EMS] -
2+EMS49 2+C+EMS4 EEE 1+C+EMS3
3+EMS4, 3+C+EMS4 EEE 1+C+EMS4,
O+EMSl 2+C+EMS1
O+EMS2 - 2+C+EMS2 —
O+EMSS - 2+C+EMS
O+EMS4 2+C+EMS4J
3+C+EMSl.
3+C+EM82 N
3+C+EMS 7 |
3+C+EMSi,
EEZz, %%, % ... significativo ao nivel de 0,1%, 1% e 5%, respectivamente.

ns +.« -nao significativo.
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comparacao significancia comparagao significancia
0, 0+C ns 2+EMSl]
1, 1+C =xx 2+B1S
2 Exx
2, 2+C =xx 2+EMS
3
3,3+C EXR 3+EM81 i
O+EMSl, O+C+EMSl ExE 3+EMS2
1+BEMS:, 1+C+EMS EEX
2+EMSL, 2+C+EMS? —_ O+C+EUS,
3+EMS1 3+C+EMS1 EEX O+C+EMSZ =EE
1’ 1 O+C+EMS3
O+EMSZ, O+C+EMS2 EXX O+C+EMS4
1+EMS_, 1+C+EMS ExE
24+EMSS, 24C+EMSZ S 1+C+EUS,
3+EMS2 3+C+EMS2 EXE 1+C+EMS2 EEE
22 2 1+C+EMS3
O+EMS3, O+C+EMS3 EEE 1+C+EMS4/
1+EMS 1+C+EMS EEE
3’ 3 2.+C+EMS
2+EMS3, 2+C+EMS3 ExE 2+C+EMS§ s
O+EMSl 2+C+EMS3J
O+EMS
O+EMS§ wxx g:g:gﬁgl] i
O+EMS 2
A
1+EMS
l+EMSé EEE
1+EMS3

zxx ... significativo ao nivel de 0,1%.
ns ... nao significativo.
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Figura 15 - Fregtiéncia de mutagéo de clorofila na combinagao dos trata
mentos com raios-gama, cisteina e EMS.,

comparagao significancia comparagao significancia
1, 14C = O+EMSl\ s
2, 2+C F3 O+EMS2
35 340 ns 1+EMS ]
O+EIMS , O+C+EMS ns 1+EMSé ns
1+EMST, 1+C+EMSl ns DAENS. ™
2+EMST, 2+C+EMSl ns 2+EMSl J 3
3+EMST, 3+C+EMS ns 2
1 ! 0+C+BMS.
O+EM82, O+C+EM82 ns O+C+EMSlj ns
1+EMSZ’ 1+.C+EMS2 ns 2
1+C+EM817 ns
2+c+EM52J

EXE, E eeo
ns 06

(N.B.:

ram considerados na comparagao.

significativo ao nivel de O,l% e 5%, respectivamente.
nao significativo.

Somente os tratamentos com mais de 50 paniculas observadas fo-
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Pigura 16 ~ Germinagao na combinagao dos tratamentos com raios-gama,
cisteina e DS.

O 0. comparagao significancia
comparagao significancia X E S
- 1+DS
0, 0+C = 1+DS% .
1, 1+C ns 1+DS3 ns
2, 2+C n8 1+D5,
3, 3+C ns 2+DSI‘
0+DS, , 0+C+DS; ns 2+B3, ns
14DS7, 1+C+DS] ns 2+DS
2+4DS], 2+C+DS] ns 2+B5 )
3+DSl, 3+C+DS1 ns 3+DS1
O+D82, O+C+DS2 ns 3+DSp p—
1+DS2, 1+C+DS2 ns 3+DSy
3+DS2, 3+C+DS2 ns 3+DS , /
O+D83, O+C+DS3 zxE O+C+DSIT
1+DS3, 1+C+DS3 FS O+C+DS2 "
22-DS3, 2+C+DS3 ns 0+C+DSS B
3+DS3, 3+C+DS3 ns 0+C+DS4,
0+Ds, 4, 0+C+DS EXE 1+C+DS. )
1+Ds%, 1+c+Ds? i 1+C+Dsé -
2+Dsi, 2+C+DSZ XX l+C+DS3
3+DS4, 3+C+DS4 ns l+C+DSA
0+DS, 2+C+DS£}
0+DS 2+C+DS37 !
O+DS§ ns 2+C+Ds§‘ A
O+DS4 2+C+DS J
3+C+DSIW
3+C+DS
3+C+DS§ s
3+C+DS4

%XE, E ... significativo ao nivel de 0,1% e 5%, respectivamente.
ns ... nao significativo.
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Figura 17 - Altura das plantulas na combinagao dos tratamentos com raiog
_—gama, cisteina e DS. N .
comparagao significancia comparagag significancia
0, 0+C ns 14-3331\
1, 14C ExE 1+DS2
2, 2+C - 1+D87.
3, 3+C ns l+})S4
O+DSl, O+C+DSl EE 2+DSl‘
l+DSl’ l+C+DSl S 2+DS2
2+DSl, 2+C+DS1 ExE 2+DS3
3+DSl, 3+C+DS1 ns 2+DS7 )
O+DSQ, O+C+DS2 =R 3+DSl\
1+DS2, 1+C+D82 ns 3+D82
2+D82, 2+C+D82 P 3+DS3
3+DSZ’ 3+C+DS2 EEE 3+DS4
O+DSB, 0+C+DS EXE O+C+DSl‘
1+DS3, 1+C+DS F 353 O+C+DS2
2+DS3, 2+C+DS3 ns O+C+DS3
3+D83, 3+C+DS3 EXE O+C+DS4
O+DS49 O+C+DS4 =i 1+C+DSl\
1+DS4, 1+C+DS4 ERE 1+C+DS2'
2+DS4, 2+C+DS4 ns 1+C+DS3
3+DS4, 3+C+DS4 ns 1+C+DS4,
O+DSl\ 2+C+DSl
O+D82 = 2+C+DS2
O+DS3 == 2+C+DS3
0+DS 2+C+DS
4 4
3+C+DS1
3+C+D82
3+C+DS3
3+C+DS; )

EEXE, X, ¥ ...
nS .00

significativo ao nivel de 0,1%, 1% e 5%, respectivamente.
nao significativo.
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Figura 18 - Fertilidade na combinaggo dos tratamentos com raios-gama,
cisteina e DS.

comparacao significancia comparacao significancia
0, 0+C EEE ‘ 1+DSl
1, 1+C XS 1+4DS
2, 24C - 1+DS§ waz
3, 3+4C E3 .+ 1+DS4
O+DSl, O+C+DSl EEE 2+Dslw
l+DSl, 1+C+DS1 E+4 3 2+DS2 _—
2+DSl, 2+C+DSl EEE 2+DS3
3+DSl, 3+C+DSl EXE 2+DS4,
O+DS2, O+C+DS2 EEZ 3+DSl‘
1+D82, l+C+DS2 EXE 3+DS2 S
2+DS2, 2+C+DS2 xxx 3+DS3
3+D82, 3+C+DS2 xxx 3+DS4
O+DSB’ O+C+DS3 EXE O+C+DSlW
1+DS39 l+C+DS3 Exx O+C+DS2 .
2+D37, 2+C+DS3 EER O+C+DS3
3+Ds§, 3+C+4D53 Ex 0+C+DS;,
O+DS49 O+C+DS4 3.5 1+C+DS1
1+DS4, 1+C+DS zxx 1+C+DS2 xz
2+DS4, 2+C+DS4 Exx 1+C+DS3
3+DS4, 3+C+DSi =X l+C+DS4
O+DSl 2+C+DSl
O+DS2 2-4»C+DS2 _—
0+DS] HEE 2+C+DS
O+DS4) 2+C+DS4,
3+C+DSl
3+C+DS2 -
3+C+DS =
3+C+DSZ,

¥¥% ... significativo ao nivel de 0,1%.
ns ... nao significativo.
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Figura 19 ~ Fregiéncia de mutaggo de clorofila na combinagao dos trata
mentos com raios-gama, cisteina e DS.

comparagao significancia comparacao significéncia
1, 1+C ns 2+DS.
1
24 2+4C ns 2+DS
3, 3+C ns 2+DS§ ns
0+DS,, 0+C+DS, x 2+D8;
1+DS19 1+C+DSl ns 3+DS1
2+DSl’ 2+C+DS1 ns 3+DS2 ns
O+D82, O+C+DS2 ns 3+DS4
1+D82, l+C+DS2 ns O+C+DSl
2+D82, 2+C+DS2 ns 0+C+DS2 B
3+D82, 3+C+DS2 ns O+C+DS4
1+D83’ 1+C+DS3 ns 1+C+DSl‘
2+DS39 2+C+DS3 ns 1+C+DS2 ns
0+DS 0+C+DS 33 1+C+DS3
4° 4 1+C+DS
2+DS4, 2+C+DS4 XE 4
3+DS, 3+C+DS4 ns 2+C+Dsl\
4 DS 2+C+DS} )
el 2+C+DS
0+DS ns 3
O+D82 2+C+DS4
47 3+C+D8,, ) e
l+DSl‘ 3+C+DS4/
l+D82J =
1+DS
3

%, ¥ ... significativo ao nivel de 1% e 5%, respectivamente.
ns ... nao significativo.

(N.B, - Somente os tratamentos com mais de 50 paniculas observadas fo-
ram considerados na comparagao.
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Figura 20 - Médias ponderadas dos tratamentos com raios-gama durante
gquatro anos de experimento.

Altura

Dose Germi Sobre= Fertili
(KR) nacao ;das viveéncia dade
plantulas
0 100,0 100,0 100,0 100,0
10 100,6 95,4 81,0 82,2
20 98,8 78,3 7752 62,1

30 89,3 61,4 3953 3855
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Figura 21 - Pds-tratamentos com
clorofila.

~114=

raios-gama
raios—gama + cistefna (45 hrs)

1

raios~-gama + cisteina (30 hrs)
raios—gama + cisteina (24 hrs)

3 x 10 KR

cisteina e fregtléncia de mutagao de

EEx, ¥m, E . significativo ao nivel de 0,1%, 1% e 5%,
respectivamenté, em comparagao - ¢om. 0O
tratamento com apenas raios-gama.

N\ Trat. 5 R+C R+0C R+C
Dose\ (Cs 45 hrs.) (C: 30 hrs.) (C: 24 hrs.)
OKR 0439 2,43 0,35 0,58
10KR 4,82 6,72 6,05 4,10
20KR 6,67 9559 9,11 7599
30KR 8,42 7,54 9,96 6,96
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