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1. INTRODUGEO

Knobs sfo massas heterocromdéticas encontradas nos cro=-
mossomos de vdrias espdcies de plantas, principalmente gramineas.Eles
tém sido bastante estudados no milho, na fase do paquinemna, podendo
aparecer em 22 posicBes diferentes e especificas, nos 10 cromossomos

que formam o complemento hapldide dessa planta.

As regiBes, onde se acham os knobs, sfo curtas e compos
tas de maneira que cada componente atua independentemente na producfo

da subsiincia formadora do knob.

0 nimero e o tamanho dos knobs s80 constantes para uma

determinada planta, mas varidveis de planta para planta.

McClintock, Blumenschein e Kato (nfio publicado), estu-
dando centenas de amostras de milho, provenientes de quase todas as
regiBes das Américas, verificaram que os knobs podem ser reunidos em
conjuntos, que eles chamaram de complexos de knobs. Os knobs de um
mesmo complexo originaram-se em uma mesma regifio geogrdfica, e segui-
ram o mesmo modelo de migrag8o. Eles representam germoplasmas especi
ficos. Esses complexos podem caracterizar racas de milho, bem como

indicar o grau da relacdo genética entre essas racas.,



Blumenschein (1964 e 1970) mostrou, uma correlacfo en-
tre os knobs e caracteristicas morfoldgicas externas das plantasde mi
1lho.

Monteiro (1964) verificou, uma variac¢fo no aspecto dos

knobs quendo estudados na interfase,

Esses trabalhos sugerem uma ligacfo genética entre knobs
e genes responsdveis por caracteristicas movrfolégicas, hem como uma

possivel aclo metabdlica dos knobs.

Visando colaborar para melhor compreensfo desses proble
mas, desenvolvemos o presente trabalho, com o objetivo especifico de
verificar se as variagdes morfoldgicas dos knobs na interfase seguen

algum modelo definido.



2. REVISEC DA LITERATURA

2.1. Natureza dos knobs

Pouco ainda & conhecido sobre a natureza dos knobs.Eles
foram observados pela primeira vez nos cromnossomos de milho por
McClintock (1929). Ela os observou quando cda identificacgéo dos 10
cromossomos dessa planta no paguinema de microsporocitos. Sua utili-
dade como marcadores citolégicos foi muito cedo demonstrada pela mes-

ma autora (1930).

Longley (1937) observou, que algumas plentas de milho
n8o possuem knobs, enquanto outras podem apresentar até o mdximo de 18
knobs, que o nimero e o tamanho deles sfo constantes em umamesma plan
ta, mas varidvers de planta para planta. 330 eles formados por mate—
rial heterocrondtico adicional, e gue aumentam o comprimento dos cro-

mossomos. N&o s8o exclusivos do milho, tendo sido encontrados tam—

bém em Antirrhinum, Tripsacum, Buchlaena, Secale e outras plantas, A-

s o
£

parentemente, sé em milho e Buchlacma & que eles =80 intercalares e
terminais nos cromossomos. Nas outras espécies eles s&o apenas termi

nais.



Painter (n#o publicado) verificou, que a quantidade de
DNA em linhagens de milho contendo knobs era maior que aquela encon~

trada em linhagens que nfo continham knobs.

Aguiar (n8o publicado) verificou, que as regiBes hetero
cromdticas, bem como os knobs, duplicam-se apds as outras dos cromos=-

somos,

Monteiro (1964), estudando nicleos interfdsicos de mi-
lho, corados com Feulgen, observou aspectos diferentes de knobs, clag
sificando-os em densos e vacuolados. O aspecto vacuolado, ele encon-
trou associado com a inatividade celular (embri&o dormente). 0 as-
pecto denso, associado com a atividade celular (células meristemdti-
cas). BEstudou plantas que continham riqueza de kmobs grandes, plan-
tas com auséncia de knobs e plantas com knobs grandes e médios. Che-
gou também a conclus¥o que havia mudangas na morfologia dos knobs du-

rante o desenvolvimento do embrifo.

2.2. Knobs e as caracteristicas gendticas

Longley (1938), estudou um grande ndmero de amostras de
milho cultivado pelos indios norte~americanos, e sugeriu que a consti
tuicBio em knobs podia dar informagBes sobre a origem geogrdfica de 1i
nhagens de milho. Foi Longley o primeiro pesquisador a wutilizar os

knobs para caracterizaglo de ragas de milho.

Vachhani (1950), em estudo sobre 20 linhas autofecunda-

das de milho, de procedéncias diversas, nfo encontrou relacfio alguma



entre o nimero de knobs cromossbmicos e diversos caracteres vegetati-
vos, inclusive rendimento. O autor reconheceu que utilizou pequenaan
plitude de variag8o quanto ao nimero de knobs e as posig¢Bes formado-—

ras deles.

Welhausen, Roberts e Hernandez (1952), usaram knobs pa-
ra caracterizacgfo de racas de milho do México. Encontraram os nume-
ros de knobs mais baixos nas ragas mais antigas do México, e tambdm
que toda raga presumivelmente de origem hibrida tinha nimero de knobs
maior do que qualquer um dos provdveis pais. Apds esse trabalho apa-

receram outros autores usando os knobs como caracteristicas raciais.

Blumenschein (1964), cruzou plantas da raga Zapalote
Chico que possui 10 knobs, com plantas do milho Knobless Flint, que,
como o nome diz nfo possui knobs. Na gerago F2, ele estudou a asso~-
ciag8o de 15 caracteristicas morfoldgicas quantitativas claramente
distintas, dos dois milhos envolvidos no cruzamento, com a  presenga
de knobs. Das 150 associagBes possiveis, ele encontrou significéncia

estatistica em 48 delas.

No mesmo trabalho, o autor observou diferencas signifi-
cativas entre plantas com knobs heterozigotos e a média das  plantas
homozigotas, com e sem knobs. Considerou tal ocorréncia como indica-
g8o de que a condigdo dos knobs pode refletir a condiglo dos genes a

eles ligados.

Blumenschein (1965), em estudo sobre knobs e suas aplica
¢8o no melhoramento do milho, concluiu que os knobs de alguma maneira

estl8o sujeitos a press8o de selecfo, e que o efeito da seleglo sobre



0os mesmos pode ser explicado pela ligacl8o gendtica desses knobs com
genes responsdveis por caracteristicas morfoldgicas externas que es-
t8o sujeitas diretamente a selegdo. O autor considerou que a utiliza
¢8o dos dados citolégicos poderfio auxiliar como métodos de melhoramen

to do milho.

Kato e Blumenschein (1967), estudaram citologicamente
+ colegBes de milho de diferentes regiBes da América,constatando que de
terminado knob caracterizado pela posigfo e tamanho, teve seu centro
de origem na regifo que apresentou uma maior camcentragfo de suas fre
quéncias. Descreveram os complexos de knobs, seus centros, suas in-
terrelacBes e as possiveis rotas de migracgBo. O germoplasma caracte-—
ristico da raca Zapalote Chico predomina no extremo sul do México,ten
do influenciado os milhos de algumas regi®es ao longo da costa Oeste
do México e regiBes baixas do Sul da Guatemala, sendo que o modelo da
distribuiclo desse germoplasma é bastante caracteristico. Seu centro
de origem se localiza na regifio Sudoeste do México, especificamente

no Estado de Oaxaca.

As diferentes condig¢®es de knobs, nas frequéncias homo-
zigotas e heterogigotas dos mesmos, foram estudadas por Blumenschein
(1968), pela aglo da selegl8o para produg8o. Seleg8o para alta produ-
¢8o aumentou a frequéncia dos knobs heterozigotos na andlise de diver
sas populac®es de milho. A frequéncia da auséncia de knobsparecenfio

ter sido afetada pela selegf8o para baixa produgfo.

Possibilidade da utilizac8o prdtica das informac¢Bes de

parentesco formecidas pelos knobs, assim como a necessidade e



importadncia do desenvolvimento de estudos sobre a correlacfo entre
esses graus de parentesco e heterose, foram estudados por Vencovsky
e Blumenschein (1969). Heterose para produtividade foi observada em
9 hibridos interraciais e parfmetros de heterose calculados a partir
de freguéncias de knobs. Concluiram os autores que, a relac8o entre
heterose observada e a diversidade das populagBes &requéncia.de knobs),

n8o é linear.

Estudos sobre knobs cromossdmicos e a resisténcia para

Heliothis zea em cruzamentos de milho, foram estudados por Wanjari e

Widstrom (1970). Foram observadas as frequéncias e as posigBes ~ dos
knobs nos 10 cromossomos meidticos, em 24 linhagens endogfmicas e 13
cruzamentos homozigotos, envolvendo estudos de resisténcia. Nenhuma
relagdo foi encontrada entre a resisténcia e ndmero de knobs nas li-

nhagens testadas.



3, MATERIAL E METODOS

3+l Material

Foram utilizadas sementes de milho da raga Zapalote Chi
co, cujo nimero de estoque & 1032, correspondente ao plantio 1966/67,
do Instituto de Gendtica da ESALQ. Zapalote Chico é uma raca cujo

centro principal é o Sudoeste do México.

Foi escolhida essa raca porque a sua citologia € bem co
nhecida, sabendo-se que a amostra estudada possui knobs  homozigotos
em 11 posigBes dos seus cromossomos. Usamos somente sementes grandes

e uniformes.

3.2+ Métodos

3.2.1e Preparo dos embriles

Inicialmente o embrifio foi separado do endosperma em ca
da semente. Isto foi feito pera faecilitar o trabalho posterior de
preparac8o das l4minas. Para isto foi usado um bisturi que permitia
a separacgfo sem que o embrifo fosse afetado. Em um trabalho paralelo

onde a metodologia exigia absorclo de material radioativo, e onde se



procurou economizar ao mdximo a soluglio marcada, verificou-se que os
embriBes deixados nas sementes, e aqueles separados das sementes, mas
colocados em contato com uma soluc¢Bo nutritiva, n8o diferiam quanto

ao aspecto dos nucleos.

Os embriBes selecionados foram colocados em placas de

Petri, sobre papel chupfo embebido com uma solug8o nutritiva.

A solug8o nutritiva usada foi:

Substéncia Quantidade
o HO vuivese
Ca (NOB) PR 20 cc
I\2HPO4 e s s 00 20 ccC

MgSO4 . 7H2O cesoee 20 cc
(NH4)2 50, cesees 20 ce
Fe <SO4)3 ¢ gHO0eeene 0,025 g
Mn 50, « A0 ...... 0,075 g
Sacarose crve s 20,0 g

Lgua destilada ...... Até completar 1 litro

Os embrifes foram deixados em papel chupfo durante os
seguintes periodos de tempo e depois fixados: 0,0 hora; 0,5 hora; 1,0
hora; 1,5 hora; 2,0 horas; 2,5 h.; 3,0 h.; 3,5 h.; 4,0 h.; 4,5 h.; 5,0
he; 5,5 he; 6,0 he; 6,5 he; 7,0 hey 7,5 h.; 8,0 h.; 8,5 hes; 9,0h.;5 9,5
h.; 10,0 h.; 10,5 h.; 114,0h.; 11,5h.; 12,0h.; 24,0h. Decorrido o tempo
correspondente a cada permanéncia, os embriBes foram retirados e fixa-
dos durante 12 a 24 horas, & temperatura ambiente em umamistura de trés

partes de dlcool absoluto e uma parte de dcido acético glacial.  Apds



= 10

a fixacg8o, o material foi transferido para dlcool 70% e guardado no
refrigerador, a uma temperatura de * 1OOC, até o momento de ser mani

pulado.

5.2.2. Preparo das liminas

Foram preparadas l4minas permanentes através do proceg
so de inclus8o em parafina, segundo Johansen (1940). A espessura dos
cortes foi de 12 micra. O0Os cortes foram feitos no sentido longitudi~-
nal de cada embrifio. A coloragfo foi feita pelo nétodo de Feulgen. A
hidrélise em HC1 N/lO foi feita a uma temperatura de 60°¢ durante 10
minutos. O tempo de coloragfo foi de 3 horas. A montagem das 1émi~-

nas foi feita em bdlsamo do Canaddi.

3.2.3. Andlise das liminas

Foram feitos cortes de 2 embrides completos, que esta-
vam em contato com a solucgfBo nutritiva, para cada periodo de tempo (2
repeticdes). Os cortes consecutivos de cada embrifio foram colocados
em uma mesma l&mina. Assim para cada tempo foram obtidas 2 1l&minas,
cada uma contendo os cortes de um Ynico embrifo. Em cada ldmina foi
escolhido apenas um corte, aquele onde as camadas de tecidos pudessem
ser reconhecidas mais facilmente. Bm cada corte foram escolhidos, na
radicula, 10 nicleos, nas camadas parenquimatosas mais externas, logo
abaixo da epiderme; outros 10 micleos nas camadas de células parenqui
matosas mais internas; préximas & regifio formadora dos tecidos condu-

tores. Os nidcleos escolhidos pertenciam a células viginhas.
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Nos nidcleos verificou-se o aspecto dos knobs. Se eram
fortemente coloridos (densos), veja fig. 1. Se com intensidade varid
vel de colorag8o (floculados), veja fig. 2. Ou com regifio limitada,
fortemente colorida, e wuma porg&o pouco corada (vacuolados), veja

fig. 3,

Foi determinado o ndmero de knobs dos tipos acima des-

critos, em cada ndcleo.

3.2.4. Métodos estatisticos

a) Una vez que foram utilizados dois embriBes em cada
perfodo de tempo, a procura fol a de verificar se as variac¢@es percen
tuais dos diversos tipos morfoldgicos de knobs eram correlacionados
entre essas repeti¢ges. Calculou-se para isso o coeficiente de corre
lacg8o linear (r) entre os dados obtidos dos dois embriBes de cada pe~
riodo de tempo, em cada tecido e para cada tipo de knob. A  fdérmula
usada foi a usual para o cdlculo do coeficiente de correlac8o (Snede-

cor, 1957).

b) A fim de verificar se as percentagens de cada tipo
dé knob apresentaram uma variacfio suficiente no decorrer do presente
trabalho, para andlise comparativa dos diversos periodos de tempo, fo
ram feitos cdlculos dos valores de qui~quadrado, usendo as percenta-
gens de cada tipo morfoldgico de knob para cada posicfo, nos tecidos
interno e externo da radicula, e, para cada repeticfo. Para o cdlcu-

lo dos valores de qui-quadrado, foi usada a seguinte expresséfo:



12

il
Il

5 100 (ﬁpi X, -5 zxi)

p (100 - B)

Sendo p; a percentagem de um dado tipo de knob, no tem
po i, e Xi o numero destes knobs nesse tempo. O valor P é a percenta

gem média do referido tipo de knob.

c) Para verificar se a percentagem de cada tipo morfo-
18gico de knob mostrou uma variag8o linear com o tempo, o valor do
qui-quadrado obtido da fdérmula descrita em b, foi desdobrado de manei
ra a obter um componente para medir o efeito linear e outro para me-
dir os desvios das regress8es das percentagens em relagfo a esses pe-
riodos. A express8io usada para a obtencgfio do gqui-quadrado relativo

ao efeito linear foi segundo Steel e Torrie (1960).

5 [zxi z,-% (2 ng zi/n)] 2

X" =
(mn, 2% - (m, 2,)%0) ) (B)(1-9)

Sendo Xi o nimero de knobs de um dado tipo observado
no tempo 1i; Zi o nimero de horas correspondente ao tempo i; X o to-
tal de numero de knobs do dado tipo; n, o nimero total dos trés tipos
de knobs no tempo i; n o total geral dos trés tipos de knobse P a

proporcdo média do dado tipo de knob.

d) Para calcular a correlag8o entre o niumero total de
knobs contados nos diferentes periodos e a percentagem de cada tipo
morfoldgico, foi usada a expressfo usual para o coeficiente de corre~

lag&o linear.



Figura 1. Nicleo com knobs

densos

Figura 2. Ndcleo com knobs

floculados

Figura 3. Nidcleo com knohs

vacuolados
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4, RESULTADOS

Nas tabelas dos Apéndices I e II, est8o dispostas as
frequéncias dos knobs nos tecidos externo e interno, com os diferentes
agpectos (flodulado, vacuolado e denso), em cada nicleo e para cada pe-
riodo do embrifo em desenvolvimento.

Com base nos dados dos Apéndices foram organizadas as
tabelas 5,6,7e 8, que mostram as frequéncias totais (%) des diferentes
tipos dé knobs observados nos diversos nidcleos,em cada periodo proposto.

Observa~se nessas tabelas que as variagBes percentuais
entre as repeti¢fes apresentam flutuagBes. Essas flutuacles sf8o concor
dantes conforme evidenciam os coeficientes de correlac8o (entre repeti-
¢cBes). Bstes variaram de 0,6059 a 0,8430 e foram todos altamente signi

ficativos ao nivel de 1%, conforme a tabela 1.

Tabela 1. Coeficientes de correlaglo linear entre as repetigBes, calcu

lados com as percentagens dos knobs.

Tipo de knob
Tecido
Floculado Vacuolado Denso
et K ¥ fra
Interno 0,6856 0,7459 0,6059
Externo 0,7037 0,7499"* 0,8430" "%

As figuras de numero 4 a 9 ilustram a dispersfo das

frequéncias e as correlagles observadas.
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Nas figuras 10 a 21 est8o representadas as frequéncias
encontradas dos diferentes tipos de knobs. BEssas figuras foram feitas

com bhase nos dados das tabelas 5 a 8.

Na fase de dorméncia do embrifo, antes do contato com
a solucfo nutritiva (o hora), a totalidade dos knobs observados nos
tecidos internos mostrou o aspecto floculado. Nos tecidos externos a
quase totalidade (95,28%) dos knobs mostrou-se floculado. Apds a pri-
meira meia hora na solucfBio, a grande maioria dos knobs (mais de 79%)
mostrou aspecto denso. Houve portanto, uma mudanga relativamente rdpi

da no aspecto dos mesmos.

Analisadas as frequéncias dos knobs com aspecto denso
em tecidos externos, nos intervalos propostos, notou-se decréscimo des
sa frequéncia nos periodos mais longos. BEssa diminuic¢8o, porém, n&o
mostrou uma sequéncia wniforme. Ao redor das 7,5 horas houve uma dimi
nuiglo mais intensa, a seguir uma ligeira elevagdo, nova diminuiglo in
tensa ao redor das 11 horas e depois uma nova elevag8o nos ultimos pe-

riodos.

Com relagéo as frequéncias dos knobs vacuolados nos te
cidos externos, observou-se uma tendéncia de aumento a partir das 4 ho
ras, alcancando um mdximo ao redor das 8 horas e diminuindo gradativa-
mente a partir desse tempo.,

As frequéncias dos lmobs floculados nos tecidos exter-
nos mostraram-se relativamente baixas nas primeiras horas, diminuindo
um pouco mais entre 6,5 e 7 horas, aumentando depois das 7y5horas, man

tendo—-se um pouco mais elevadas até as 1llhoras,quando passaram adiminuir.
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Nos tecidos internos a situag8o nfo foi a mesma. A fre
quéneia dos knobs densos na primeira repeticfio nfio mostrou tendéncia pa
dronizdvel muito clara; na segunda repetigfo houve uma leve tend@ncia
de diminuic8o das frequéncias nos periodos mais avangados. Todavia, en
tre 4 e 5 horas; 7,5, 8,5 e 11 horas, observou-se diminui¢Bes mais

intensas com aumento de frequéncias logo a seguir.

As frequénceias dos knobs vacuolados nos tecidos inter-
nos mantiveram-se relativamente baixas, elevando-se nitidamente ao re-

dor das 4 e 5 horas; 8,5 e 11 horas.

As frequéncias dos knobs floculados nos mesmos tecidos
foram relativamente baixas nos primeiros periodos, quase alcangandoo
zero ao redor de 3 e 4 horas, depols aumentando de frequénecia, alcan-
cando valores mdximos entre 6 e 8 horas, passando a diminuir de novo

gradativamente até as 12 horas.

Portanto, aparentemente existe uma certa variac8o ci-
clica na frequéncia dos trés tipos morfoldgicos de knobs. As frequén-
cias minimas e mdximas dos trés tipos, se alternam - dando a impressfo
de que os tipos densos e floculados s8o extremos, e os vacuolados, in-

termedidrios na transformacdo.

E importante considerar, porém, que a frequéncia  dos

knobs densos foi, no total, maior do que os outros tipos.

Os valores de qui~quadrado,para testar o efeito linear
da variag@o de percentagem dos diversos aspectos de knobs, foram alta-

mente significativos, como pode ser observadona tabela?2 e Apéndice IIT,
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com excessfo dos valores para knobs densos, nos tecidos internos da sg
gunda repetigfo e para kunobs vacuolados nos tecidos internos da primei

ra repetigfo,

Tabela 2. Valores de X2 para testar o efeito linear da variac8o da

percentagem de knobs.

Tecido Externo Interno
Knobs 12 Repet. 22 Repet. 12 Repet. 22 Repet.
HRK K% KH¥ *
Floculado 80,71 64,42 59,39 4,51
X% *H¥ *
Vacuolado 63,30 47,60 0,39M.5. 6,43
HeKe¥ ek K%K
Denso 176,52 141’47 37992 O,l6n.S.

As tendéncias sfHo semelhantes nos tecidos externo e in

terno, porém elas s8o mais conspicuas nos tecidos extermos, do que nos

tecidos internos.

Apesar da tendéncia geral das frequéncias dos diferen~
tes tipos de knobs aumentarem ou diminuirem com o tempo de permanédncia
do embriflo na solucBo, as frequéncias apresentaram flutuagBes que se-

guem um modelo definido, isto é, passivel de definicgio.

Estas flutuagBes s8o estatisticamente significativas,
como pode ser observado na tabela 3 e Apéndice III, que contém os va-

lores do qui~quadrado para desvios da regressgo.
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Tabela 3. Valores de X2 para testar os desvios da regressf8o repregsen-

tativos da distribuic8o dos knobs nos tecidos externo e in-

terno.
. T _‘"-d —
" 'eol © Externo Interno
Knobs 1% Repet. 2% Repet. 12 Repet. 22 Repet.
Rk 3 % ¥t
Floculado 229,03 136,46 409,31 35%,60
K *AK KWt R
Vacuolado 253,60 240,57 480,68 466,35
KK *K K H3e P
Denso 218,70 225,61 479,10 462,10

NG de GoL. = 22

Nas tabelas 9 e 10 estlo reunidas as frequéncias dos
tipos de knobs observados nas duas repeticgBes dos tecidos interno e ex
terno, bem como o ndmero total de knobs analisados no tempo correspon-

dente.

Observa-se nessas tabelas que o numero de knobs anali-
sados é maior nas primeiras horas, diminuindo apds. A regressfo entre
nimero de knobs e periodo de perman®ncia do embrifio naquela solugfo, é

*% 3%
negativa, e estatisticamente significativa (b= - 5,04 , b=- 9,27 %

A contagem do numero de knobs realizada em 24 horas de
permanéncia dos embrifes na solugfo nutritiva, demonstrou equivaléncia,

ou pequena diferenca, aquelas realizadas em 12 horas.

Pelas figuras 2 e 3, nota~se que guando o niumero de

knobg por nidcleo foi pequeno, o tamanho dos mesmos foi maior,

Pela tabela 4, verifica—se que o niumero de knobs anali,

sados por nidcleo variou de 4 a 20, nos tecidos externos, e, de 4 a 15,
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nos internos. A maioria dos ndcleos nos tecidos externos analisados

apresentou de 8 a 10 knobs, enquanto que nos tecidos internos de 6a 8.

Tabela 4. Frequéncia de knobs por ndicleo, independente do tipo morfo-

1dgico.
N2 de knobs Prequéncia dos knobs nos nudcleos
p/ licleo Tecido Externo Tecido Interno
4 3 13
5 6 33
6 28 73
7 57 114
8 81 100
9 70 53
10 85 35
11 48 21
12 48 21
13 20 9
14 18 5
15 7 1
16 5 0
17 0 0
18 1 0
19 2 0
20 1 0
21 0 0)
22 0 0
Total - 480 o 4%5‘#

)
;
4

|

!



Tabela 5. Frequéncia (%) de knobs floculados (F), vacuolados (V) e den-

sos (D) observados nos tecidos externos da primeira repetigho.

Tr?ﬁg?:ggos Tipos de knobs 19 do knobs
F v D
0 90,91 6,06 3,0% 66
0,5 7,50 4,17 88,33 120
1,0 23,63 0,92 75,45 110
1,5 11,96 10,25 77,79 117
2,0 1,79 0,89 97,%2 112
2,5 10,71 8,04 81,25 112
3,0 16,03 0,76 83,21 151
3,5 16,36 1,81 81,82 110
4,0 27,66 2,13 70,21 9%
4,5 15,22 25,00 59,78 92
5,0 16,67 14,58 68,75 96
545 14,29 7,69 78,02 91
6,0 26,44 11,49 62,07 a7
6,5 22,86 14,28 62,86 105
7,0 9,82 10,72 79,46 112
745 66,35 13,46 20,19 104
8,0 42,86 16,88 40,26 77
8,5 0,0 61,73 38,27 81
9,0 36,11 15,28 48,61 72
955 49,30 15,49 35,21 71
10,0 15,00 8,75 76, 25 80
10,5 31,32 9,64 59,04 83
11,0 41,03 30,77 28,20 78
11,5 33433 12,50 54,17 72
12,0 25,64 7,69 66,67 78

24,0 26,19 9,52 64,29 )
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Tabela 6. TFrequéncia (%) de knobs floculados (F), vacuolados (V) e den

sos (D) observados nos tecidos externos ea segunda repetigfo.

Tratamentos Tipos de knobs

@]

(horas) - ; ; NQ de knobs
0 100, 00 0,00 0,00 61
0,5 15,82 3,80 82,28 158
1,0 24,49 11,22 64,29. 98
1,5 18,09 5,71 76,20 105
2,0 10,43 6,09 83,48 115
2,5 19,33 2,52 78,15 119
3,0 14,29 1,50 84,21 133
345 24,62 1,50 73,88 134
4,0 15,39 14,29 70,32 91
445 12,12 25,25 62,63 99
5,0 7548 14,95 17,57 107
5,5 20,00 12,38 67,62 105
6,0 6,14 12,28 81,58 114
655 23453 38,82 37465 85
750 5,89 7,69 82,42 91
755 50,00 30,68 19,32 88
8,0 23469 34,21 42,10 76
855 15,58 51,95 32,47 7
9,0 30,16 11,11 58,73 63
95 31,51 21,91 46,58 73
10,0 29,27 17,07 53,66 82
10,5 43,04 16,46 40,50 79
11,0 58,90 17,81 23,29 3
11,5 25,84 4,50 69,66 89
12,0 30,67 6,67 62,66 75

24,0 26,74 6,97 66,29 86
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Tabela 7. TFrequéncia (%) de knobs floculados (F), vacuolados (V) e den

sos (D) observados nos tecidos internos da primeira repeticho.

Tipos de knobs

Tr?;i?ggfos YO de knobs
P v D

0 100,00 0,00 0,00 69
0,5 10,43 10,44 79,13 115
1,0 16,37 22,45 61,22 98
1,5 20,17 8,40 71,43 119
2,0 1,15 16,09 82,76 87
2,5 14,10 8,98 76,92 78
340 11,54 30,77 57,69 78
345 3457 4,45 91,96 112
4,0 1,24 7,40 91,36 81
4,5 11,94 65,67 22,39 67
5,0 7,04 64,79 28,17 71
5,5 38,33 25,00 36,67 60
6,0 73,21 5,36 21,43 56
6,5 56,60 9,44 33,96 53
7,0 16,67 0,00 83,33 78
745 66,67 5,00 28,73 60
8,0 80,00 5,71 14,29 70
8,5 19,67 67,21 13,12 61
9,0 37,10 1,61 61,29 62
9,5 34,33 13,453 52,24 67
10,0 12,99 15,58 71,43 77
10,5 46,27 7,46 46,27 67
11,0 51,94 44,45 23,61 72
11,5 6,33 0,00 03,67 79
12,0 16,90 5,63 TT.47 71

24,0 33535 11,60 55,07 69
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Tabela 8. Frequéncia (%) de knobs floculados (F), vacuolados (V) e den

dos (D) observados nos tecidos internos da segunda repeticgHo.

Tipos de knobs

Tr?;ifzg§os : NS de knobs
F v D

0 100,00 0,00 0,00 94
0,5 10, 00 8,18 81,82 110
1,0 25,74 3,96 70,30 101
1,5 26,42 2,83 70,75 106
2,0 4,05 45,95 50,00 T4
245 22,97 47,30 29,73 T4
3,0 2,90 28,99 68,11 69
3,5 3,96 8,91 87,13 101
4,0 5,95 40,48 53,57 84
4,5 5555 80,56 13,89 72
5,0 24,00 52,00 24,00 75
55 8,22 30, 14 61,64 73
6,0 25,81 6,45 67,74 93
6,5 56,45 20,97 22,58 62
7,0 11,24 1,12 87,64 89
Ty5 76,06 9,86 14,08 71
8,0 45,46 18,18 36,36 66
8,5 17,74 41,94 40,32 62
9,0 5,97 1,49 92,54 67
9,5 36,84 15,79 47,37 76
10,0 5,41 4,05 90,54 74
10,5 11,11 6,17 82,72 81
11,0 14,29 47,14 38,57 70
11,5 8,33 13,89 77,78 72
12,0 21,18 8,23 70,59 85

24,0 21,21 9,09 69,70 66
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Frequéncia total (%) de knobs floculados (F), vacuolados (V)
e densos (D), observados nas duas repetic¢Bes dos tecidos in-
ternos e os valores dos coeficientes de correlacgfo (r) entre

estas frequéncias e o n® total de knobse.

Tratamen tos Tipos de knobs NO de knobs
(horas) 7 v D
0 100,00 0,00 0,00 163
0,5 10,22 9,3% 80,45 225
1,0 21,10 13,07 65,83 199
1,5 23,11 5,78 71,11 025
2,0 2,49 29,81 67,70 161
2,5 18,42 27,63 53,95 152
3,0 7,48 29,93 62,58 147
3,5 3,76 6,57 89,67 213
4,0 3,64 24,24 72,12 165
4,5 8,63 73,38 17,99 139
5,0 15,75 58,22 26,03 146
5,5 21,80 27,82 50,38 133
6,0 43,62 6,04 50,34 149
6,5 58,03 16,07 25,90 112
7,0 13,77 0,60 85,63 167
745 71,76 7463 20,61 151
8,0 63,24 11,76 25,00 136
8,5 18,70 54,47 26,83 123
9,0 20,93 1,55 77,52 129
9,5 35,66 14,69 49,65 143
10,0 9,27 9,93 80,80 151
10,5 27,03 6,76 66,22 148
11,0 23,24 45,77 30,99 142
11,5 74,29 6,62 86,09 151
12,0 19,23 T,05 73,72 156
24,0 27,41 10,37 62,22 135

Valor de r

AYA * AN
-0,4159%  -0,3261n.s. 0,6042 b=~5,04 "
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Tabela 10. PFrequénecia total (%) de knobs floculados (F), vacuolados (V)
e densos (D), observados nas duas repeticgBes dos tecidos ex
ternos e os valores dos coeficientes de correlacho (r) en—~
tre estas frequéncias e o n? total de knobs.

Tratamentos Tipos de knobs 1S de - nobs

(horas) F v D
0 95,28 3,14 1,57 127
0,5 11,15 3595 84,90 278
1,0 24,04 5,17 70,20 208
1,5 14,87 8,10 77,03 222
2,0 6,17 3452 90,30 227
255 15,15 5520 79,65 231
3,0 15,15 1,14 83,71 264
355 20,90 1,64 77,46 244
4,0 21,62 8,11 70,27 185
4,5 13,61 25,13 61,26 191
5,0 11,82 14,78 7%,40 203
5:5 17435 10,20 72,45 19%
6,0 14,93 11,94 75,13 201
6,5 23,16 25,26 51,58 190
7,0 9,85 9,36 80,79 203
745 58,85 21,35 19,80 192
8,0 33533 25,50 41,17 153
855 7560 56,96 35,44 158
9,0 33,33 13,33 53,54 135
9,5 40,28 18,75 £0,97 144
10,0 22,22 12,96 64,82 162
10,5 37,04 12,9 50,00 162
11,0 49,67 24,50 25,83 151
11,5 29,19 8,08 62,73 161
12,0 28,10 7,19 64,71 153
24,0 26,47 8,24 65,29 170

Valor do -0,5385""  -0,5258* 0,761  p=-9,27"*




5. DISCUSSAO

Para facilitar o trabalho posterior de preparagdo de
laminas, ao invés de fazger uso de sementes integrais, foram colocados

apenas os éembriBes em contato com a solugio.

Em trabalho preliminar foi observada certa semelhancga
na variac8o do aspecto dos nicleos em embries de sementes integrais,
ou eles isolados. Essas observagBes, porém, nfio tiveram o controle ne
cessdrio para afirmac8oc de que o desenvolvimento das mudangas serd o
mesmo hos diversos periodos. De qualquer maneira, a substituicg8o do
endosperma pela solugd8o nutritiva n&o impediu a sequéncia de mudancgas
no aspecto dos knobs. Ainda assim fica a possibilidade das mudangas

serem diferentes, caso seja conservado o endosperma.

Nos resultados verificou-se que, na fase de dorméncia,
isto €, a zero hora de permanéncia, a totalidade dos knobs tinha  as-
pecto floculade e, somente meia hora de contato com a solugdo, 0s
knobs mudaram, na sua grande maioria, para o aspecto denso. As condi-
¢Bes do trabalho n8o permitiram verificar se essa mudancga é de nature-
za fisioldgica ou se, estd relacionada com uma eventual atividade meta

bélica dos knobs. Realmente este trabalho nfo visa e nem prova essa



atividade metabdlica, mas 180 somente a variacio morfolégica dos mnobs.
Todavia é interessante ressaltar os trabalhos que vém sendo desenvolvi
dos em Sciarideos, com relag8o ao efeito de hormdnios na formacfo de
puff. BEsses trabalhos mostram que certos horménios s&8o aparentemente
controladores do processo de desenvolvimento dos puffs. Por outro la-
do foi estudado por Perondini (1968}, a sequéncia de formacfo e de re-
gressfo de puffs de DNA, mostrando que alguns deles acumulam DNA meta~
bélico desde o infcio de sua formag8o, enquanto outros acumulam INA me
tabélico sé durante a sintese de RNA, e que, a gquantidade de DNA meta-
bdlico sintetizado nos puffs varia de puff para puff. Seria possivel
imaginar que no milho, em .condig¢Bes para desenvolvimento do embriZio po
derd haver liberac8o rdpida de substéncias que poder8o atuar no as-

pecto dos knobs, mudando-os de floculados para densos.

Seria interessarte um estudo mais intenso nos tempos
correspondentes a zero e meia hora, testando o efeito de  substélncias

presentes no embrifo,

Analisando-se os embriBes, em periodos mais longos, ve
rificou-se que hd uma aparente variag8o ciclica nas frequéncias dos di

versos tipos de knobs.

T possivel que a atividade metabdlica dos knobs, decor
rente dos diversos periodos com a solug8o nutritiva, d& como consequén
cia modificag¢Bes em sua morfologia. A mudanga morfoldgica sé & consta
tada com a coloragf8o de Feulgen, sendo que outro corante como o carmim
n8o mostra essa variac8o, Aparentemente hd uma ligac8o com mudancas

metabélicas ou estruturais dos 4cidos nucleicos, pois o Teulgen &
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especifico para o INNA. BEssas variac¢Bes podem estar relacionadas com

mecanismos responsdveis pela germinagfo da semente e desenvolvimento do

embrifo.

E verdade que a variac8o ciclica dos knobs n&o & muito
bem definida, porém isso seria de se esperar em estudo dessa natureza.
B desconhecido se os mesmos variam de morfologia sincronicamente. Pode
ocorrer, e isto parece ser provdvel, pequenas variac¢des quanto ao tem—
po, pois cada knob muda de aspecto de maneira a mostrar a variacfo ob-
servada, Sendo clara a tend8ncia geral de sincronizacfo. Seria inte-
ressante e decisivo um estudo de cada knob isoladamente. Isto porém
sé pode ser feito em linhagem especialmente desenvolvida e que conte-

nha um dYnico knob.

E interessante a observacfo, de que além da tendéncia
de formar ciclos de variacfo, também existe uma diminuicfo gradativa
da frequéncia total de knobs densos e, um aumento na frequéncia total

de floculados & medida que aumenta os periodos analisados.

Nos periodos mais longos do desenvolvimento dos em~
bri8es, o aspecto denso dos lmobs, ou a atividade metabdlica refletida
por este aspecto, torna-se menos frequente ou menos importante, enquan
to que a atividade refletida pelo aspecto floculado torna-se mais im~

portante.

0 vacuolado é realmente um aspecto intermedidrio. Argu
mento feito em funglo de suas frequéncias que sfo sempre intermedidrias,

quando comparadas com ag frequéncias dos knobs floculados e densos.



38

Os resultados deste trabalho acham-se bem prdéximos aos
relatados por Monteiro (1964), que, trabalhou com sementes e inflores--
cénecias de trés linhagens de milho, N.C.45, X.Y.3. e Knobless Flint.
Bsse autor quando utilizou sementes, analisou endosperma, aleuroma €
pericarpo, tendo adotado um intervalo amplo de 6 horas entre suas and-—
lises. Quanto ao aspecto dos knobs, a sua classificagf8o nfo foli somen
te em trés categorias, como o presente trabalho, mas, o autor utilizou
uma classificag8o de "tipos' entre os nfo densos, baseando-se no arran
jo cromdtico apresentado pelo nucleo. As suas conclusBes finais apro-
ximam-se destas, com relagio a morfologia‘dos knobs densos e n8o den-
sos quando comparadas com o estdgio de evoluc8io do embrifio, isto &, pe

riodo de dorméncia da semente e perfodo de desenvolvimento do embrifo.

Os presentes dados com relaclo ao periodo de 24 horas
mostram grande semelhanca com as frequéncias observadas nas 12 horas,o
que pode significar que, o periodo ciclico esteja compreendido nas 12
horas, dando ent8o, uma repetic¢fo nesse intervalo de tempo, ou entéo
que apds 12 horas as frequéncias estacionariam. Caso isso seja vdlido,
a tendéncia da diminuic8o da frequéncia dos knobs densos ocorreu nas
primeiras 12 horas e aparentemente continua até as 24 horas nos teci-

dos internos, mas n8o prossegue nos tecidos externos.

Foi observado que o nimero de knobs analisados foi sig
nificantemente maior nos periodos mais curtos e, menor nos mais longos.
Por outro lado, foi observada uma ampla variac¢8o no numero de knobs a-
nalisados por nicleo, e tambdm, um menor nimero de knobs pornidcleo nos

tecidos internos do que nos externos.
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Como o mencionado na metodologia, a escolha dos ni-
cleos para a cmtagem dos knobs foi feita, de certa maneira, ao acaso.
Teve-se o cuidado de se escolher cortes com camadas de células bem de-—
finidas e ndcleos de células vizinhas. Assim parece existir uma causa

para as diferengas observadas nos dados relatados.

No decorrer do presente trabalho, procurou-se  sempre
movimentar o micrométrico do microscépio, analisando-se todo um nidcleo.
Nem sempre conseguiu~se abranger todo o nidcleo, pelas dificuldades ti-
picas desse tipo de trabalho. Isso pode explicar, pelo menos, parte
da variac8o no niumero de knobs por ndcleo. A tend8ncia significativa
da diminuicBo de knobs em diferentes tecidos, e, em periodos mais lon-

gos, exige outra explicacgfo.

E fato amplamente conhecido que os knobs, na fase do
paquinema, podem se fundir. Isto &, diferentes knobs se unem formando
uma massa unica, de onde partem os bragos dos cromossomos corresponden
tes. DPoder-se-ia pensar em um comportamento semelhante para os knobs
nos nicleos interfdsicos. A tendéncia de fusfo aumentaria nos perio-
dos menores de desenvolvimento e seria diversa nos tecidos diferentes.
Apesar de n&o se haver procedido a medig8o, pode-se observar uma certa
diferenca de volume nos knobs em funcfo do periodo de desenvolvimento,

porém nenhuma afirmacfo poderia ser feita sem uma andlise mais acurada.

Pequenas diferencas verificadas nos tecidos, fornecen
uma indicac¢8o de que as mudancas morfoldgicas sfio diferentes em cada

tipo de tecidos. Se essas diferencas morfoldgicas s8o  resultado de



atividades metabdlicas, entfo, os knobs teriam atividades diferentes

em diferentes tecidos.

Os resultados mostram um certo paralelismo entre o com
portamento dos knobs e bandas dos cromossomos politénicos dos dipte-
TroSse

Néo.é intenclo com isso afirmar que knobs sf8o regiles
dos processos de "puffac8o™ no milhos. Algumas pesquisas mais detalha-
das e com material mais apropriado devem ser conduzidas, antes de se
fager tais afirmativas. Parece no entanto, vdlido chamar atenc8o0 para
esse possivel paralelismo, abrindo campo para novas pesquisas interes—

santes.



6. RESUMO E CONCLUSCES

1. O presente trabalho visou o estudo dos knobs cromossd
micos nos nucleos interfdsicos e sua variabilidade morfoldgica duran-

te o desenvolvimento nos embriBes de milho da raga Zapalote Chico.

2. Foram estudadas células dos tecidos logo abaixo da e~
piderme da radicula do embrifio e células dos tecidos mais internos pro
ximos & regifio de diferenciac8o dos tecidos condutores. Os embrides
foram colocados em contacto com papel chup&o embebido com uma soluco
nutritiva adequada. Dois embriBes, usados como repeticfo, foram anali
sados a partir de zero hora e, em periodos de tempo varidveis de 30 em
30 minutos, totalizando 12 horas e, no final de 24 horas. Para cada
tecido dez niucleos foram analisados em cada periodo de tempo, a fim de

fazer-se as comparacles,
3. Observou~-se a existéncia de trés categorias de knobs:

a) Knobs com muitas regiBes fracamente e fortemente
coradas, dando a impressfo de que a cromatina estd
organizada na forma de flocos, a que se denominou

floculados.



b) Knobs contendo regiBes que se coram fracamente e
outras fortemente, dando o aspecto da presenca de

vacuolado dentro do knob, denominados vacuolados.

c) Knobs corando-se todo fortemente, denominados den-

SO0S »

4, A totalidade dos knobs analisados no periodo corres-—
pondente a fase de dorméncia ou seja a gero hora na solugfo nutritiva,
mostrou o aspecto floculado. Na primeira meia hora de contato com a

solugfo, os knobs na sua grande maioria mudaram para o aspecto denso.

5. Nos periodos mais longos analisados, constatou-se a
existéncia de uma aparente variagfo ciclica nas frequéncias dos diver
sos tipos de knobs, cujas flutuag¢Bes mostraram um padrfo mas n&o muito

definido.

6. Os kmobs floculados e vacuolados foram mais frequen-
tes nos estdgios mais avangados do desenvolvimento embriondrio, enquan

to que, o knob denso diminuiu sua frequ@ncia nesses estdgios.

7. 0 nimero total de knobs foi significantemente maioxr

v . L4 . .
nos periodos mais curtos enquanto que nos periodos mais longos foi me-
nor. Houve uma ampla variacg8o no numero de knobs por nicleo e quando
o numero total de knobs por niucleo foi alto, ocorreu uma grande fre~
quéncia dos densos; entretanto quando o numero total de lkmob por nu-

cleo foi baixo, a maior frequéncia foi do floculado.

8. Verificou-~se que houve pequenas diferengas quanto aos
tecidos, isto ¢, um menor numero de knobs por micleo nos tecidos inter

nos do que nos externos.
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9. Para um melhor entendimento das causas e consequéncias
das alteracBes morfoldgicas observadas nos knobs, serfo necessdrios es-
tudos mais detalhados e provavelmente no sentido de verificar uma even-
tual correlac8o das alteracBes morfoldgicas com o metabolismo de  dci-

dos nucleicos.



7. SUMMARY AND CONCLUSIONS

1. The objective of the present work was the study of chro
mosomes knobs and their morphological variability in the interfasic

nuclei of corn embryos from the race Zapalote Chico.

2. Cells from the tissues Just beneath the epidermis of
the radicle of the embryo and also cells from the most internal
tissues close to the region of differentiation of the wvascular tissues
were studied. The embryos were placed on filter paper which was
imbibed with a nutritive solution. Two embryos used as repetitions,
were analysed in each one of the following periods: zero hours, each
30 minutes until 12 hours, and finally 24 hours. In each of the

periods mentioned above, ten nuclei were analised for each tissue.
3. Three classes of the knobs were observed:

a) Knobs with many regions stained weakly and
strongly, showing a floculated appearance and

which were called floculated knobs.

b) Knobs that presented regions stanied weakly and
another stanied strongly, showing a vacuolated

appearance and which were called vacuolated.



i

45

1

c) Knobs that were strongly, and uniformily stained

which were called dense.

4. All analysed knobs in dormant embryo or zero hours in
nutritive solution, were floculated. In the first thirty minutes of
contact with the solution, the knobs generally changed of aspect

becoming dense.

5. In more advanced stages it was observed one cyclic
variation in the frequencies of the three types of the lmobs, which

flutuations presented a model apparently definite.

6. I"loculated and vacuolated knobs were more frequent
at the most advanced stage of development of the embryo; however, the

frequency of the dense knobs decreases in these stages.

7. The total number of knobs was significantly increased
in stages with a short time while at the most advanced stage  the
frequency of knobs decreased. There was variation in the number of
the knobs per nuclei and when the total number per nuclei was high an
increased frequency of dense knobs was observed; however when the to-
tal number of knobs per nuclei was low the less frequent knobs were

the floculated.

8. There was observed a differentiation in the tissues,
that is, there was a low number of knobs per nuclei in the most

internal tissues and a high number of knobs in the external tissues.
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9., In order to determine the nature of the morphological
variability of the knobs, further studies will be necessary mainly
those related with morphological variability and nucleic acid mneta-

bolism.
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Apéndice 1

Ndmero dos diversos tipos de knobs(F = floculado,
V = vacuolado, D = denso) observados nos ndcleos

dos tecidos externos.
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F TOTAL
Lamina

;;;;;;g\\\\‘ 1 2 1 2 1 2 1 2
1 0 2 1 1 10 12 1115
2 1 1 0 0 10 8 11 9
3 0 3 0 0 12 10 12 13
4 0 0 0 1 10 11 10 12
5 0 0 0 2 12 8 12 10
6 0 0 0 1 12 10 12 11
7 0 0 0 2 10 9 ©10 11
8 1 2 0 0 11 10 12 12
9 0 2 0 ) 10 10 10 12
10 0 2 0 0 12 8 12 10

TOTAIS 2 12 1 7 109 96 112 115

2,0 Horas na Soluc8o Nutritiva
F ) TOTAL

Lamina
1 3 5 1 o) 7 5 11 10
2 0 2 1 0 12 13 10
3 0 3 3 0 9 12 10
4 9) 3 2 0 8 11 10 14
5 2 1 1 0 7 12 10 13
6 1 0 0 2 9 10 10 12
7 ) 5 1 0 9 8 10 13
8 1 1 0 0 11 10 12 11
9 3 3 e) 0 9 11 12 14
10 2 o) 0 1 10 11 12 12

TOTAIS 12 2% 9 3 91 93 112 119

2,5 Horas na Solugdo Nutritiva



F v D TOTAL

Lamina

Ndcleos ! - . 2 . 2 ! 2
1 1 3 0 0 12 10 13 13
2 1 1 0 1 14 12 15 14
3 2 1 6] 0 12 12 14 13
4 2 2 1 0 12 12 15 14
5 2 3 0] 0 9 8 11 11
6 3 3 0 0 10 10 13 13
7 4 1 0 ¢ 10 13 14 14
8 2 2 0 0 10 12 12 14
9 2 4 0 0] 10 9 12 13
10 0 1 1 0 13 11 14 12

TOTAIS 19 21 2 1 112 109 133 131

3,0 Horas na Solugdo Nutritiva

F 7 D TOTAL
Lamina
é:;;;;;;\\\‘> 1 2 1 2 1 2 1 2
1 1 5 0 0 11 9 12 14
2 2 4 0 0 7 6 9 10
3 0 2 0 0 12 14 12 16
4 1 4 0 0 8 10 9 14
5 2 4 0 0 10 12 12 16
6 3 3 0 1 8 10 11 14
7 4 2 0 1 13 12 16
8 2 4 1 0 10 10 13 14
9 2 2 0 0 8 6 10 8
10 1 3 1 0 8 9 10 12
TOTAIS 18 33 2 2 90 99 110 134

3,5 Horas na Solucgdo Nutritiva
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12

N

A

10
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QY
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Apéndice 2

Niumero dos diversos tipos de knobs (F = floculado,
V = vacuolado, D = denso) observados nos nicleos

dos tecidos internos.
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Apéndice 3

Dados referentes a andlise do X2 empregada parsa
testar a distribuic¢d8o dos knobs floculados, va-

cuolados e densos nos tecidos externos e internos.,
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