Unidade 4 - Mutacéo
1. Introdugdo

Num campo natural ou mesmo numa lavoura encontra-se diversidade de plantas e animais. Esta
diversidade € devido as espécies que ali vegetam, além de ser resultante da acdo ambiental. Do ponto de vista
genético a diversidade num ambiente é devido ao préprio gendtipo de cada espécie.

Se for considerada apenas uma espécie, num dado ambiente é possivel encontrar-se variagcdes. Se essas
variacdes forem isoladas para um estudo mais aprofundado do que apenas a observacdo, e se ela fora de
carater herdavel é certo que se esta diante de uma mutacgdo. Portanto, na conceituacdo classica, pode-se dizer
que uma mutacao é toda variagdo fenotipica de carater herdavel.

E necessario salientar que nem toda alterago fenotipica é de carater herdavel. Aquela que ndo passa de
uma geragao para outra é chama de variagdo ambiental ou flutuacdo apenas.

MutacGes podem ocorrer em todas as partes do vegetal, porém deve-se ter cuidado em sua analise, pois ha
celulas de certos tecidos, como por exemplo, a epiderme ou as células condutoras que possuem modificagdes
gue sdo naturais e ndo sdo mutacgoes.

Apesar de terem comecado o estudo das mutagdes pela década de 20, ainda hoje se vé estudos com
mutantes em todas as areas da Biologia, inclusive em plantas agronomicamente exploraveis, buscando-se
novas formas alélicas que sejam propicias ao melhoramento vegetal.

O presente capitulo pretende dar uma ideia de mutacdo sob a ética classica e sobre suas aplicagdes no
campo do Melhoramento Vegetal.

2. Mutac0es esponténeas e mutagdes induzidas

AlteracOes tanto a nivel cromossémico como génico sdo eventos raros e que ocorrem de forma
espontanea. A frequéncia das mutacoes, de forma natural, é da ordem de 1/100.000.000 ou 10® a 1/10.000.000
ou 10”. Portanto para se observar um mutante numa populacio de 100 milhdes de plantas é necessario ser
bom observador, em primeiro lugar, e que ela tenha acontecido, em segundo lugar, porque ndo é no plantio de
100 milhdes de plantas que sempre se terd& uma mutacdo ocorrida de forma natural. Sua ocorréncia esta
relacionada com os agentes causadores e a instabilidade dos genétipos.

As mutagOes induzidas ou provocadas sdo aquelas que deveriam ocorrer naturalmente, mas que agentes
mutagénicos aceleram seu aparecimento. A frequéncia de uma mutacdo que foi induzida é da ordem de
1/100.000 ou 10 a 1/10.000 ou 10™*. As mutagdes induzidas sdo aquelas em que agentes de agdo mutagénicas
participam, agindo sobre as células vegetais.

3. Agentes mutagénicos

Os agentes mutagénicos sao elementos, quimicos ou fisicos, que provocam alteragdes em varios niveis nas
plantas. Podem afetar desde o0 DNA até as organelas citoplasmaticas, modificando o fendtipo das plantas.

De uma forma geral pode-se classificar os agentes mutagénicos em fisicos e quimicos.

3.1. Mutagénicos Fisicos
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Os mutagénicos fisicos sdo as radiacdes, como por exemplo, os raios X, raios gama derivados do Cogy OU
do Ce1s7, 0s raios infravermelhos e os ultravioletas. Normalmente, os mutagénicos fisicos causam alteracdes a
nivel cromossémico, principalmente quebras cromossémicas, pois seus efeitos sdo mais drasticos do que 0s
agentes quimicos.

Os raios X séo altamente potentes. Eles podem quebrar cromossomos, oxidar a desoxirribose, desaminar e
dehidroxilar bases e formar peroxidos. Essas alteracGes levam tanto as aberra¢cBes cromossémicas como as
mutacgdes génicas de todos 0s tipos.

A luz ultravioleta apesar de ser menos energética que 0s raios X também é um poderoso mutagénico
devido a que as bases dos &cidos nucleicos absorvem energia de seus comprimentos de onda. Quando
expostos a UV as pirimidinas, comumente, adicionam uma molécula de agua entre os carbonos 4 e 5, o que
enfraquece as pontes de hidrogénio com sua purina complementar e permite separacdo da cadeia de DNA
naquele local. A UV também induz a formacéo de dimeros de pirimidina, produzindo dimeros do tipo TT, CC,
UU ou mistos como CT, que podem ser formados entre bases adjacentes na mesma cadeia ou entre bases
opostas (= entre cadeias).

3.2. Mutagénicos quimicos

Entre 0s mutagénicos quimicos ha aqueles que sdo consagrados como tal, sdo chamados agentes
alquilantes, sdo eles: etil metano sulfonato; etil etano sulfato; metil metano sulfonato; dietil sulfato; azida
sodica; &cido nitroso (HNO,). Esses quimicos adicionam radicais alquila —CHj3; -CH3-CH, em posicdes
variadas nas bases nitrogenadas, alterando a cadeia de DNA. Eles sdo considerados produtos radiomiméticos,
pois mimetizam o efeito dos mutagénicos fisicos.

3.3. Outros mutagénicos

Outros produtos quimicos podem ser considerados como mutagénicos, como por exemplo, a
hidroxilamina, que reage com o grupamento amino da citosina (C*) de forma que ocorra pareamento dessa
base com a adenina.

A nitrosoguanidina permite a formacdo de bases analogas instaveis e/ou alterando a DNA polimerase,
impedindo a duplicacdo do DNA de forma normal, além de produzir ligagdes entre cadeias opostas. O gas
mostarda (mostarda nitrogenada) e a mitomicina C formam dimeros de purinas que estdo em cadeias
diferentes. Pode-se acrescentar nesse grupo os biocidas em geral. O benomyl e o carbendazin, que sdo
principios ativos de herbicidas, causaram aneuploidias, poliploidias e pontes telofasicas em células mitéticas
de pontas de raizes de cebola (Boyle), enquanto que o herbicida Dicamba (&cido 2-methoxy- 3,6-
dichlorobenzoico), em diferentes concentracfes, causou reducdo do indice mitético, células multinucleadas,
em células meidticas de trigo (SERENO et al, 1981). Esse assunto sera abordado mais especificamente em
outro item.

4. Mutagdes a nivel molecular

Apenas recordando que o fen6tipo € resultante do processo metabdlico/fisiol6gico de proteinas e que essas
sdo constituidas de residuos de aminoacidos e que, por sua vez, esses sdo codificados por segmentos de DNA,
que fazem parte dos cromossomos, que estdo no ndcleo das células vegetais, pode-se dizer que qualquer
alteracdo em algum segmento de DNA acarreta uma modificacdo da proteina, de uma forma geral.

4.1. Tipos de mutagao

As mutages sao classificadas em relacdo aos tipos de efeitos como:
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4.1.1.Mutacéo de ponto

Esse tipo de mutacdo ocorre em um ou poucos nucleotideos, ndo afeta a estrutura do cromossomo e,
devido a propriedade de degenerescéncia do codigo genético, ela pode ndo aparecer. Nesse caso é chamada de
mutacdo silenciosa. O fenétipo mutado ndo é detectado numa geracdo, porém pode aparecer em geracdes
seguintes. As mutacGes de ponto podem ser classificadas de acordo com o local onde ocorre na molécula de
DNA. Elas podem afetar:

a. A porgéo fosfato

Se houver a incorporacdo do P32 radioativo, ao invés do P31, ndo radioativo, havera a liberacdo de um
elétron ao decompor-se em S32 ndo radioativo, causando um desligamento entre a por¢cdo fosfato e a
desoxirribose. Isto produz quebra no DNA.

b. A porcdo agucar

O sal de manganés faz com que durante a replicacdo do DNA possam ser incorporados nucleotideos de
ribose ou de desoxirribose. Quando a ribose é incorporada pelo DNA polimerase, as enzimas de RNAses
reconhecem o erro e 0 DNA hibrido, naquele ponto, sofre acdo de digestdo enzimatica e quebra.

c. As bases nitrogenadas
Essas sdo alteragGes mais bem conhecidas a nivel molecular e podem ser divididas em:
1) Substituicdo de pares de bases

Esse tipo de mutagdo recebe o nome de Transi¢do, quando a substitui¢do for de uma purina por outra ou
de uma pirimidina por outra, ndo saindo do mesmo grupo quimico. A outra substituicdo de bases pode ser
entre grupos quimicos, portanto uma purina é substituida por uma pirimidina, e vice-versa. Esse caso recebe o
nome de Transversdo. Com a transicdo e transversdo sao possiveis 12 substitui¢ces entre bases nitrogenadas,
como mostra a figura abaixo.

— T =

Figura 4.1 — Modo de transicdo e

transversao entre bases nitrogenadas. T

—timina, G — guanina; A —adeninae C
G — citosina.

i

2) Alteracédo de leitura

i.  Insercdo: a ocorréncia de insercdo de uma base nitrogenada em qualquer ponto do DNA altera a
sequéncia de codons formados.
ii.  Delecgao: é outra forma de alteragdo do quadro de leitura pela RNA polimerase, alterando, igualmente,
a sequéncia de codons provenientes dessa leitura.
iil.  AlteragGes combinadas: em algumas situacdes é possivel que em algum ponto do gene ocorra uma
insercdo e logo adiante uma delecdo, resultando, no final uma sequéncia de cédons normais, com
alteracdo ou ndo da proteina resultante.

A Tabela 4.1 abaixo demonstra esses tipos de alteracBes partindo de uma sequéncia aleatoria que €
normal, com uma possivel cadeia proteica do DNA proposto. Apo6s as alteracdes as cadeias proteicas
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formadas. Néo foi colocado 0 RNAm correspondente, mas ndo quer dizer que ele ndo exista, entre 0o DNA e a
cadeia de aminocidos.

Tabela 4.1 — Sequéncia aleatéria de bases com suas modificacdes.

Sequéncias de bases no DNA Polipeptideos formados

TACTGGTGGTGGT ... MET — TRE — TRE — TRE ... (Normal)
TACTTGGTGGTGGT ... (inser¢édo) MET — ASN — HIS — HIS ... (Mutante)
TACGGTGGTGGT ... (delegdo) MET - PRO - PRO - PRO ... (Mutante)
TACTTGGGGTGGTT ... (combinadas) MET — ASN - PRO - TRE

4.1.1.1.  Tautomerizacdo de bases nitrogenadas

As moléculas ndo podem ser consideradas como entidades estaticas, pois estdo, constantemente,
rearranjando seus protons, elétrons e suas pontes. Algumas vezes, ao assumirem suas formas tautoméricas
mais raras, as bases nitrogenadas podem realizar pareamentos errados o que levara a substituicdo de bases do
tipo transverséo ou transicao.

A timina tem, normalmente, a configuragdo molecular do tipo ceto, raramente pode ocorrer que ela tome a
forma enol, que é a mudanca de um préton-hidrogénio do nitrogénio na posicdo 1 para 0 oxigénio do grupo
ceto no carbono 6, ou se torna ionizada. Em ambos os casos sua propriedade de formagdo de pontes de
hidrogénio estara modificada e ela ira parear mais facilmente com a guanina do que com a adenina.

T = A (forma ceto, normal)
T* = G (forma enol, mutante)

Em proximas duplicacdes do filamento de DNA que contém esse pareamento, T* na forma enol com G, a
DNA polimerase ira colocar uma citosina no lugar da T*, ocasionando a substituicdo de um par TA por CG.

Tabela 4.2 — Alteracdo na leitura por tautomerizagéo da base timina

DNA original DNA duplicado
AAAAATCCCGGTA
AAAAATCCCGGTA TTTTTAGGGCCAT
TTTTTTAGGGCCAT AAAAATCCCGGTA
TTTTTAGGGCCAT
DNA que sofre alteracdes de base por tautomerizacdo
AAAAAT*CCCGGTA
AAAAAT*CCCGGTA TTTTTG GGGCCAT
AAAAAT*CCCGGTA TTTTTG GGGCCAT AAAAA Ct GGGCCAT
TTTTTTAGGGCCAT AAAAATCCCGGTA TTTTT GICCCGGTA
TTTTTAGGGCCAT TTTTTAGGGCCAT
AAAAATCCCGGTA
AAAAATCCCGGTA
TTTTTAGGGCCAT

T* base de timina tautomerizada
C! e G pares de bases trocados devido tautomerizagéo da timina

4.1.1.2.  Analogos de bases nitrogenadas

Os analogos de bases sdo moléculas que, apesar de ndo ocorrerem usualmente na molécula de DNA sdo
aceitas pelas células como substitutas das bases normais. Essas moléculas se assemelham as bases
nitrogenadas pela mesma disposi¢éo eletrénica dos hidrogénios e podem ser incorporadas no DNA em lugar
das bases normais, durante o processo de duplicacdo. Nao sdo reconhecidas pela DNA polimerase como erros
de duplicagdo. Podem causar mudancas tautoméricas, como a descrita acima, provocando substituicdes de
pares de bases.
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Exemplo de analogos de base é o caso da 5-bromouracila (5BU) que, em sua forma ceto pareia com a
adenina e em sua forma enol com a guanina. Outros andlogos de base sdo encontrados in vitro, uracilo, 5-
bromouracilo e 5-fluorouracilo que podem substituir a base timina; 5-metilcitosina, 5-bromocitosina e 5-
fluorocitosina sdo capazes de substituirem a citosina. In vivo a 5-bromouracilo, 5-clorouracilo e 5-iodouracilo
substituem a timina no DNA de bactérias, fungos e culturas de células humanas.

4.1.1.3. Desaminacdo oxidativa de bases nitrogenadas

O é&cido nitroso (HNO,) produz desaminagdo oxidativa das purinas e das pirimidinas alterando suas
propriedades de formacdo de pontes de hidrogénio. A adenina é transformada em hipoxantina que tende a
parear com a citosina, ao invés da timina normalmente. A guanina é transformada em xanteno e apesar de
ainda parear com a citosina, o faz por apenas duas pontes de hidrogénio ao invés de trés como ocorre
normalmente. A citosina é desaminada por uracila e pareard com adenina. O resultado dessas desanimacdes
leva a transicBes entre bases na molécula de DNA. Como resumo a tabela abaixo explicita todas as
transformacdes citadas:

Tabela 4.3 — Resultado da Desaminacdo de bases e pareamentos posteriores.

Base normal Base transformada Pareamento resultante

Adenina Hipoxantina A*:C
Guanina Xanteno G* : C (duas pontes de H)
Citosina Uracila C*: A

4.1.2.Mutagdo cromossomica

As mutagdes cromossdmicas induzidas principalmente por mutagénicos fisicos podem ser chamados
também de macrolesdes devido a extensdo do dano mutacional que causa. Seu efeito é a alteracdo na estrutura
ou no numero de cromossomos que podem ser chamadas de aberragdes ou alteracdes cromossomicas. Elas
causam, na estrutura dos cromossomos:

a. Delegdo: quando um segmento de DNA ¢é perdido.

b. Duplicagdo: ocorre a duplicagdo de um segmento do DNA. Essa duplicacdo se for inserida na
molécula no mesmo sentido de sua produgio, sera chamado de “duplicagdo em tandem”, porém se
inserir de forma invertida em relag@o a sua produgdo sera chamada de “duplicacdo invertida”.

c. Inversdo: um segmento do DNA quebra e se reinsere no mesmo ponto, porém de forma invertida. A
inversdo serad dita paracéntrica quando ocorrer fora da zona do centrémero, e pericéntrica quando
envolver o centrdmero.

d. Transposi¢ao: nesse caso cromossomos ndo homologos acham-se envolvidos. Ocorre uma quebra em
um segmento de DNA num cromossomo e esse segmento se insere em outro Cromossomo, em
qualquer ponto. Esse caso a transposi¢do recebe o nome de “simples”. Quando dois cromossomos nao
homologos quebram-se e cada segmento resultante insere-se no outro, a transposi¢do recebe o nome
de “reciproca”.

Na tabela abaixo sera demonstrada, de forma resumida toda a mutacdo acima descrita.

Tabela 4.4 — AlteracBes na estrutura dos cromossomos devido macrolesdes causadas por mutagénicos fisicos,
principalmente.

DNA normal Nome da macrolesdo Demonstragio
ABCDEF Delecéo ABDEF
ABCDEF Duplicagdo em tandem ABCBCDEF
ABCDEF Duplicacéo invertida ABCCBDEF
ABCDEF Inverséo ABDCEF
ABCDEF Transposicdo Simples ABCDEF12
123456 3456

ABCDEF Transposi¢do Reciproca 12CDEF
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123456 AB3456

As mutagdes que ocorrem no nimero de cromossomos levam a producgdo de poliploide e de aneuploides.
A unidade 2 explica cada um desses tipos dando énfase ao seu uso no melhoramento de plantas.

Pode-se classificar as mutacBes de acordo com o tecido onde elas ocorrem. Nesse caso tem-se as
mutacOGes somaticas e as mutacGes germinativas. Na primeira somente as células da parte vegetativa sdo
alteradas. Por exemplo, a laranja de umbigo que ndo possui sementes proveio de laranjais “crioulos” devido
mutacdo num dos ramos da laranjeira crioula. Sua manutencao se da apenas através de reproducgdo vegetativa,
como enxertos e mudas. A mutacdo somatica pode atingir células do embrido que originard nova planta. Essa
planta mostrara a alteracdo ao longo do seu processo de desenvolvimento vegetativo e pode ndo passar para a
préxima geracdo. A variegacdo em folhas e caules é um indicio de mutacdo somatica ocorrida no embrido. Ela
pode ser aproveitada, se vantajosa, através da reproducdo vegetativa ou pela cultura “in vitro” de tecidos
mutados.

Como a mutacdo somatica € passada de uma geragdo para outra? Se ela for propagada por via vegetativa
sera entdo um clone. Se o pesquisador permitir que os clones se desenvolvam vegetativamente, chegando ao
estagio reprodutivo, a mutagdo, inserida nos cromossomos sera parte de umas poucas células gaméticas.
Sendo o gameta que leva a mutacéo o fecundador o novo individuo originado daquela semente sera o mutante.

O segundo tipo de mutagdo, a germinativa, € aquela que ocorre nos gametas propriamente ditos. Se a
alteragdo ocorrer durante o processo de formacdo de gametas, portanto em alguma fase da meiose, poucos
gametas serdo atingidos e se esse gameta for, por exemplo, o grdo de p6len e fecundar um évulo normal, entéo
no individuo originado aparecerd a mutacdo. Se a alteracdo ocorrer nas células primordiais, as chamadas
celulas-mée do gréo de polen, entdo todos os gametas terdo a mutacdo. A nivel de populacéo F, e seguintes,
para se detectar a mutacdo, deve-se analisar possiveis recombinac@es intergenéticas e segregacdes, pois ambas
possibilitam o aparecimento de novos individuos que podem mascarar o efeito das mutacdes. Uma das formas
de se fazer isso é de se trabalhar com material genético uniforme e correlacionando as geragdes entre si.

As mutacdes podem ser dominantes e recessivas. Pode-se dizer que a mutagdo, de uma forma geral é
desvantajosa para o individuo que a possui, entretanto alelos recessivos podem se tornar dominantes e vice
versa. Entdo a mutacdo chama-se-a& dominante quando o alelo recessivo mutar para dominante e o produto
proteico/fisiologico derivado for de qualidade igual ao dominante normal; o processo de selecdo permitira sua
manutencdo na populagdo. Quando o alelo dominante mutar para a forma alélica recessiva o seu produto
proteico/fisiologico for compativel com o recessivo da populacdo esse alelo se manterd. Se o produto
proteico/fisiologico for diferente, porém ndo afetando deleteriamente o individuo, ele também se mantera na
populacdo, porém por varias geracdes sem ser percebido. Por isso 0 acompanhamento de frequéncias alélicas
e genotipicas podera evidenciar o aumento de um ou de outro alelo resultante da mutagéo.

Pelo aspecto evolutivo as mutagdes muito contribuiram principalmente no que diz respeito a formacgéo de
espécies, pois plantas mutantes, ao longo do tempo, foram acumulando mutacdes que se fixaram na populacéo
e, portanto deram capacidade adaptativa ao vegetal.

As plantas cultivadas também sofreram mutagdes além da selegcdo, de forma natural e executada pelo
melhorista para chegar ao padréo atual, embora o processo de sele¢do ainda esteja ocorrendo. Tulmann Neto
et al, (1982) produziram segregantes de feijao como fontes de resisténcia a doencas, principalmente ao
mosaico dourado e bacterioses.

As mutacOes espontaneas ou induzidas podem, portanto alterar as frequéncias alélicas e genotipicas das
populagdes. Se for considerada a seguinte relacdo de um gene

u qualquer com dois alelos:
:::3— o A
' Sendo u a taxa de mutagdo do alelo dominante para o
A a recessivo e v a do recessivo para 0 dominante e ainda u > v,

porque a taxa de mutagdo é maior do que a de retromutacao,
entdo a frequéncia de A e a na populagdo total sera alterada. O
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calculo das frequéncias alélicas devido as mutacGes serdo estudadas na Andlise de Frequéncias Mendelianas
ou Genética de Populagdes (Unidade 5).

A medida que a velocidade de A para a aumenta, ou seja, as quantidades de genes mutados vio se
acumulando, as plantas a ndo poderdo mais cruzar-se com as de A, pois se distanciaram muito geneticamente.
E o caso da soja cultivada Glycine max que n&o se cruza com mais nenhuma espécie desse género, a nio ser
artificialmente, podendo gerar plantas estéreis.

Em milho (Zea mays) alguns genes tiveram suas taxas de mutagdo espontaneas estipuladas. Strickberger
(1990) estipulou que o gene Sh (endosperma normal) para sh (shrunken — endosperma contraido) é de
0,12/100.000 gametas; o gene C (endosperma colorido) para ¢ (endosperma incolor) é de 0,23/100.000
gametas e 0 gene Su (producdo de amido maior que a de agUcar) para su (actcar mais do que amido) é de
0,24/100.000 gametas.

Podem ocorrer mutagdes em sitios diferentes dentro de um mesmo gene de forma que uma supra o efeito
da outra, nesse caso a mutagdo é chamada intragénica. Ela se chamara intergénica quando atingir genes
diferentes, porém a combinacao de seus transcritos podem ndo demonstrar a alteracao.

Nos casos citados acima pode-se verificar que 0 gene possui a propriedade de mutacdo, entretanto nem
todos 0s genes mutam. H& aqueles que, se mutam, é numa frequéncia muito baixa de forma espontanea e que
ndo sdo percebidos na populacdo. Por isso pode-se dizer que ha genes imutaveis e genes mutaveis.

Os genes imutaveis sdo aqueles essenciais & sobrevivéncia da planta e que ndo podem sofrer alteracdes. E
0 caso da molécula de clorofila. Se houver alguma alteragdo que impeca sua formacéo ou que afete sua funcéo
captadora de luz, a planta morre e a mutacdo ndo se instala. N&o se deve entender aqui que alelos recessivos
gue causam albinismo sejam mutacdes, pois normalmente sdo encontrados nas populacdes de plantas.

Os genes mutaveis sdo aqueles que seguem a frequéncia normal de mutacdo e algumas vezes, ao longo do
tempo, mantém-se na populagdo. Os individuos que os possuem recebem o nome de mosaicos. Em milho o
gene R, por exemplo, sobre alteragdes muito mais frequentemente que outros, podem mudar de Rr para rr
numa frequéncia de 50/100.000 gametas, provocando alteracfes fenotipicas no endosperma das sementes de
milho. Exemplos de genes mutdveis foram encontrados em animais e plantas, contudo se expressam mais
comumente em plantas. Ocorrem em tecidos somaticos e mais raras vezes em células germinativas. Mutacoes
somaticas podem mostrar seus fenotipos na forma de variegacdo em partes das plantas como endosperma,
folhas, pétalas. Muitas plantas comuns como boca de ledo, Lathyrus odoratus e Ipomeia tem matizes que
indicam a presenca de genes instaveis ou mutaveis.

Os genes possuem estabilidade tal que a mutacdo se torna um evento raro. Porém ha genes que agem
sobre genes favorecendo o aparecimento das mutaces. S&o chamados genes mutadores. No milho foi
encontrado o gene Dt que, em heterozigose ou homozigose dominante atua sobre os genes A, C ¢ R
modificando a coloragdo das folhas. Os genes A- C- R- em presencga do gene pp condiciona a cor vermelha
nas folhas. E um caso de epistasia. Na auséncia de pp o gene P, tanto em homozigose como em heterozigose,
determina folhas roxas. Outras combinac¢Ges como, por exemplo, aa C- R- P- as folhas ficam verdes. O gene
Dt atua sobre combinagBes como aa C- R- tornando as folhas variegadas. Se P estiver presente a variegagdo
sera sobre a cor roxa e se pp sera sobre a vermelha. O gene Dt influencia sobre a, ¢, r mutando-os para A, C,
R. O alelo dt ndo tem acdo mutadora e é chamado antimutador. Como resumo pode-se representar a tabela
abaixo.

Tabela 4.5 — Combinacdes alélicas e fenétipos determinados pelo gene Dt mutador, em milho.

Combinagcdes alélicas | Fen6tipos |
A-C-R-P- Roxo

A-C-R-pp Vermelho

aa C- R- (P- ou pp)* Verde

A- cc R- (P- ou pp) Verde

A- C-rr (P- ou pp) Verde

54



R- P- Dt- Variegada sobre roxa

A-C-
A- C- R- pp Dt- Variegada de vermelho

* Os fendtipos com aa ou cc ou rr com Dt- serdo variegados sobre verde.

5. Metodologia de andlise de mutantes

O primeiro passo para analise de mutantes é o tratamento, geralmente de sementes, com o mutagénico.
Um mutagénico, seja fisico ou quimico, é eficiente quando produz a mutacdo sem efeito deletério para o
organismo.

A analise da curva de absorcao ja deve estar previamente determinada, caso se trabalhe com uma cultura
que ndo disponha desse dado. A andlise da curva de absorcdo € realizada utilizando-se dez placas pequenas de
Petri com papel filtro umedecido tendo, cada, uma semente. Pode ser feito na temperatura ambiente ou na
temperatura media que a semente germina. Pesa-se a semente seca, uma a uma, e anota-se. A partir de uma
hora ap0s a pesagem seca inicia-se a pesagem das sementes Umidas a cada 5 minutos, e anotam-se 0s valores,
de forma que a cada hora se tenha dez medidas. Faz-se a média da hora. Esse processo deve ser realizado
durante 24 horas, com trés repeti¢fes para se obter a curva de absor¢do de dgua. A analise dessa curva mostra
um crescente aumento de peso por absor¢do de agua e multiplicacdo celular, além de evidenciar duas
diminuicBes na velocidade de absorcdo e que se refere a divisdo mitdtica intensa. Nesses dois periodos as
células estdo mais sensiveis a agdo dos mutagénicos (BRUTTI e NEVES, 1992).

5.1. Analise de efeitos fisiol6gicos

Ap0s obtengdo da curva de absorcéo, j& se sabe quanto tempo é necessario para deixarem-se as sementes
em embebicdo, em &gua destilada, antes de aplicar a solucdo mutagénica. Deve ser nos periodos de
multiplicacédo celular.

Colocam-se, no periodo indicado, as sementes na solu¢do mutagénica, com solucéo tampé&o para o pH, por
cerca de 2 horas, normalmente. Depois se lavam em agua corrente pelo periodo de uma hora com a finalidade
de eliminar todo excesso de solu¢cdo mutagénica e, por fim, semeia-se em placas grandes de Petri ou
germobox forradas com papel de filtro ou algoddo umedecido, coloca-se no germinador.

Cerca de dois a trés dias pode-se analisar a frequéncia de germinacdo e o comprimento da raiz, hipocétilo
e epicotilo devem ser feitos cerca de 168 horas apos plantio (BRUTTI e NEVES, 1994). Faz-se a comparagao
com a testemunha e analisa-se a variancia pelo teste F e as médias pelo teste de Tukey a 5%. Se houver
significancia dos resultados pode-se dizer nesse ponto que ha alteragdes fisioldgicas devido ao mutagénico.

5.2. Andlise dos efeitos morfoldgicos

Faz-se o tratamento com mutagénico conforme o item 5.1, porém as sementes devem ser plantadas em
vasos e levadas para casa de vegetacdo, sendo tratadas e cuidadas até a producdo de sementes. Nessas plantas
pode-se analisar a cor das folhas, por causa das mutagdes de clorofila que podem aparecer indo desde viridis
até albinas passando por xanta( = amarelada); posicao das folhas, dos ramos, das flores, a cor das flores e a
producdo de sementes. Essas plantas s&o da geracdo M;.

5.3. Analise das caracteristicas herdadas

As sementes da M; sdo novamente plantadas em vasos em casa de vegetagdo e analisadas suas plantas. Se
na M, for detectados algum mutante, entdo suas sementes devem ser plantadas em vasos marcados para se
saber se realmente a caracteristica mutante passou para a préxima geracgao, a M.

Se a mutacao é benéfica deve-se promover seu cruzamento com plantas normais para se estabelecer o tipo
de heranca da caracteristica estudada. Foi o que Tulmann Neto e Sabino (1994) fizeram com o mutante
denominado CAP-1070 derivado da cultivar carioca, de feijio comum, irradiada com raios gama. O mutante
teve o habito de crescimento modificado em relacdo ao habito indeterminado da carioca.



6. ModificacBes do genoma por causas ambientais

AlteracBes cromossdmicas numéricas em que apenas parte do genoma é alterado ndo causa
desmerecimento da planta o que tem, porque ndo afeta todas as plantas numa lavoura. Alteracdo de um
cromossomo pode, inclusive, ser adaptativo e a planta se manter na populacdo. O melhorista, entdo, tem um
elemento causando variabilidade a mais para estudo e possivel sele¢éo, além da recombinacdo cromossdmica,
gue é normal.

Pelo aspecto citogenético a deficiéncia ou a adi¢cdo de um ou mais cromossomos abre possibilidades para
estudo de relacionamento entre genes e cromossomos, como também de balanceamento de cromossomos
isolados, para estudo da estrutura e cada um deles. Estudos citogenéticos de cada um dos cromossomos do
milho existem baseados nos aneuploides. Uma das culturas mais estudadas nesse sentido € o trigo, tanto em
tecido somatico quanto no reprodutivo. Mitoses e meioses foram estudadas em mais de 100 cultivares sob as
mais diferentes condicOes de estresses ambientais que causaram alteracdes cromossomicas de diversos tipos.
Que tipos de alteracbes cromossdmicas sdo essas, além daquelas cromossdmicas? Sao as quebras, fusdes,
formagbes de pontes telofasicas que pode ocorrer de forma natural em baixa frequéncia. E quais sdo 0s
agentes ambientais? O excesso ou falta de umidade, grandes variacfes de temperatura em pouco tempo,
aluminio e manganés toxicos no solo e doencas.

Moraes-Fernandes et al. (1987) estudaram as instabilidades cromossdmicas em trigo, demonstrando que
pode haver cromossomos dicéntricos (com dois centrdmeros), pontes telofasicas, cromossomos em anel,
micronucleos, na cultivar 1AS54. Os autores relataram aneuploidias em alta frequéncia quando plantas de
trigo foram infectadas pelo “barley stripe mosaic virus” (virus do mosaico estriado da cevada) sendo a mesma
anomalia sido detectada em células de cevada infectada pelo mesmo virus. Além disso, essa ultima cultura
apresentou ainda triploidia e fragmentagdo cromossomica.

O estudo da frequéncia dessas anomalias ndo chegam a alterar a produgdo, isso porque nos tecidos foliares
analisados demonstraram ter menor nimero de acontecimentos cromossémicos do que nas raizes.

6.1. Atemperatura como fator mutagénico

E sabido que cada cultura tem o seu periodo ideal de plantio e de colheita. Soja, feijao, milho, arroz
devem ser cultivados no periodo em que o clima é mais quente, sdo as culturas de verdo. Suas producdes
decaem significativamente com o abaixamento da temperatura, principalmente no final de seu ciclo, assim
como a qualidade do grdo. Ha diminuicdo da rentabilidade da cultura a nivel de comercializagdo. Enquanto
cevada, centeio, trigo, aveia, triticale devem ser cultivados em climas frios. Entretanto o clima frio apresenta
variagfes maiores do que o clima quente e essas variagdes, que podem chegar a 20°C, podem causar disturbios
na mitose e meiose dos vegetais. Relativo a isso Moraes-Fernandes et al (1987) relatam que plantas de trigo
em florescimento no intervalo de 29°C a 32°C apresentam alteracGes cromossdmicas podendo chegar até a
degeneracdo e esterilidade completa, porém ressalta a possibilidade de selecdo de genoOtipos resistentes a
temperaturas altas.

Cultivares mais antigos de trigo foram analisados sob duas condi¢fes diferentes de temperatura. O
primeiro ensaio foi a 18°C constante e o0 segundo, em condi¢Ges ambientais, a temperatura variou de 12°C a
28°C. Esse ultimo ensaio foi 0 que mostrou maior frequéncia de anomalias cromossdmicas e entre elas uma
super condensacdo de cromossomos (ZANETTINI, 1979, apud MORAES-FERNANDES et al., 1984).

6.2. Efeitos mutagénicos dos biocidas

A partir da década de 60 a agricultura tornou-se extremamente dependente de biocidas e é sabido que
causavam e causam maleficios para a salde humana, principalmente para aqueles que os aplicavam nas
lavouras. Por isso, hoje, hd um volume substancioso de referéncias sobre os efeitos mutagénicos dos biocidas,
inclusive alguns se referindo a resisténcia de plantas daninhas a herbicidas, o que vem provar que o biocida é
um agente de mudanca de genotipos e, como consequéncia, de fenétipos. Alguns desses trabalhos seréo
analisados a seguir.
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Os piretroides sintéticos possuem baixa taxa de toxicidade para mamiferos e aves, entretanto alta
toxicidade para peixes e pequenos organismos aquaticos. Em 1982, Hsu (apud CHAUCHAN et al., 1986) cita
gue poluentes ambientais como 0s pesticidas podem causar alteragdes cromossomicas.

O principio ativo “deltametrina”, que ¢ um piretréide provocou anormalidades cromossémicas e de fuso
em células de raizes de cebola (Allium cepa L.). Reducédo do indice mitético, quebras nos cromossomos e nas
cromatides desses cromossomos além de formacdes multipolares e distribuicBes desiguais de cromossomos
formam os efeitos encontrados em raizes que cresceram em diferentes solug¢6es do produto. Analises da fracéo
aquosa dos solos onde esse inseticida € comumente usado, deve ser feito, pois pode provocar anomalias em
cultivos subsequentes.

Em 1990, Klein analisou o “permetrine ester” (Ambush 25EC), que também é um piretroide sintético,
estabelecendo relacdo entre os danos cromossomicos e a variacdo da temperatura. Em baixas temperaturas,
5°C a 10°C, foi significativo a variagdo, para mais, do indice mitdtico, sendo a metafase a fase mais afetada e a
préfase a menos afetada.

O indice mitotico serve como dado comparativo de anormalidades de divisdo cromossomica e é parametro
de andlise citologica dessas anormalidades citadas. Ao pesquisador da &rea de mutacdo induzida é permitida a
analise comparativa de biocidas, como os piretréides sintéticos, aplicados na agricultura com mutagénicos
consagrados. Foi o que Karnopp et al. (1999) fizeram em Hordeum vulgare L. Comparando citologicamente a
deltametrina com EM S e M M S. A pesquisadora e seus colaboradores demonstram que houve redu¢do do
indice mitético nas células meristematicas quando os tratamentos foram realizados por duas horas, porém com
uma hora as anormalidades citoldgicas causadas pelo deltametrina ja eram visiveis. A deltametrina induziu
aberragdes cromossdmicas estruturais e numéricas em pontas de raizes de cevada.

Outros piretroides como K-Othrine, Decis e Tifon foram testados quanto aos efeitos fisioldgicos induzidos
em cevada. Dois cultivares de cevada tiveram comportamentos diferenciados quanto ao inseticida Tifon. Uma
cultivar ndo apresentou decréscimo no indice de germinacdo, enquanto que outra apresentou forte reducéo. De
forma geral todos os inseticidas afetaram a parte aérea das plantulas, porém o sistema radicular ndo mostrou
nenhuma anormalidade fisiol6gica, permitindo a recuperacao dessas plantulas (KARNOPP et al., 1997).

Resultados semelhantes foram encontrados com o uso de inseticidas organofosforados, como “diclorvos”,
“monocrotofos”, “phosalone” e “oxydementornethyl”, sendo esse ultimo um sistémico. Esses produtos
induzem, além dos efeitos citados, quebras e trocas de moléculas de DNA entre as cromatides homélogas e
ndo homdlogas, pontes anafasicas, conexdes subcromaticas, formagdo de diplocromossomos heteromdrficos
na metafase e cromossomos em anel. Esses produtos se assemelham a acdo de agentes alquilantes (Rao et al.,
1987). Ja inseticidas como “cloropirifos” e “endossulfan” provocam formagédo de células poliploides em maior
ndmero nas menores concentracdes e diminuindo para concentra¢cdes maiores (Rao et al., 1988).

A nivel molecular/bioquimico pode-se perceber que j& ocorrem variacfes de resisténcia de plantas a
herbicidas. Tomando como exemplo a enzima acetil coa carboxilase (ACCase), que participa da entrada do
ciclo de Krebs, os herbicidas “butoxidin” e “diclofop”, que deveriam inibir tal enzima impedindo que as
plantas daninhas obtivessem energia via ciclo de Krebs, promoveram a mutacdo dessa enzima, pelo uso
continuado, deixando-as resistentes aos herbicidas. Avena sterilis, Brachiaria plantaginea que séo
consideradas ervas daninhas, hoje sdo resistentes aos herbicidas citados pela mutacdo da enzima ACCase
(HEAP, 2000).

Da mesma forma a enzima acetolactato sintetase (ALS) ndo foi inibida em progénie derivada do
retrocruzamento entre Latuca sativa e Latuca serriola. A analise dessa progénie demonstrou que a resisténcia
ao inibidor de ALS é devido a duas mutacfes de ponto, uma no cddon 197, que era CCC e codificava para
prolina e agora € CAC e codifica para histidina, portanto houve uma transversdo; a outra mutagdo de ponto
ocorreu no codon 431 que era AGC e codificava para serina e agora € AAC e codifica para aspargina, portanto
ocorreu uma transicdo (EBERLEIN et al., 1999).

7. Efeito bioldgico da radiacéao a nivel celular
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Todos os seres vivos se originam de uma Unica célula. Portanto, uma célula é uma unidade minima de
vida, porém essa unidade é muito complexa. Ela possui todas as substancias e todos os metabolismos
necessarios pra manter sua vida. A grande parte do efeito da radiacdo in vitro sobre essas substancias é
desconhecida e, nesse item serdo relatados alguns resultados do efeito da radiacdo sobre o metabolismo do
DNA, RNA, proteinas, fosforilacdo e enzimas.

7.1. Radiacao e metabolismo do DNA

Nas células irradiadas 0 metabolismo do DNA é geralmente alterado. Pode ser observada uma reducdo da
incorporacdo de precursores no DNA, quando os tecidos s&o irradiados com LD50 — LD100 de raios X. Se
esse tecido for altamente sensivel, a sintese de DNA ¢é inibida, exemplo disso é o tecido meristeméatico. A
reducdo de incorporacao de precursores no DNA altera a reducdo RNA/DNA, que fica aumentada.

7.2. Radiacao e o ciclo celular

Geralmente o ciclo celular consta das fases G;, S, G,, Divisao e de um metabolismo préprio. Os resultados
da irradiacdo sobre meristemas animais e vegetais revelaram o que se segue: (1) a radiosensitividade das
celulas depende da fase de divisao; (2) a irradiacdo causa inibi¢do ou atraso da divisao; (3) a irradiacdo inibe a
sintese de DNA na fase S e (4) a irradiacdo influi na transicdo de uma fase para outra.

Resumindo os resultados dos experimentos com inibidores da sintese do DNA, por exemplo, actinomicina
D, e da sintese de proteinas, por exemplo, puromicina e fluorofenilalanina, foi verificado o seguinte: (1)
inibicdo da sintese do RNA e proteinas em Gy, inibicdo da sintese do DNA e a consequente inibicdo da
divisdo celular; (2) inibigdo da sintese do RNA e proteinas logo no inicio da fase S néo altera a sintese de
DNA; (3) no meio da fase S, quando ocorre ativamente a duplicacdo do DNA, a sintese do RNAm diminui e
(4) inibicdo da sintese do RNA no periodo posterior da fase S e na fase G, causa inibic¢do da divisédo celular.

H& muito tempo tem sido observada inibicdo da sintese do DNA nas células irradiadas, e tém sido
suscitadas varias discussdes a respeito da causa desta. Porém, hoje, acredita-se que: (1) nas células irradiadas
com baixa dose (x 1000 R) ocorre primeiro o blogueio em G,, consequentemente a duplicacdo do DNA ndo é
alterada; (2) com alta dose ocorre inibi¢éo da sintese do DNA, diretamente.

Quando as células sao irradiadas podem ocorrer algumas alteracGes estruturais do DNA. Isto é possivel
devido ao fato de que a irradiagdo com UV causa a formacao de dimeros de timina, no DNA “in vitro”.
Entretanto, se tém poucas provas diretas de que, in vitro, e especialmente em seres vivos superiores, as
radiacBes ionizantes causam algumas modificagfes estruturais no DNA. Isto é, principalmente, devido a
dificuldade de separar o DNA da nucleoproteina.

7.3. Radiacao e metabolismo do RNA

Geralmente a sintese do RNA em si ndo ¢ afetada diretamente pela radiagdo. No RNA, tem-se 0 RNAm,
RNAr e RNAt. O RNAm e o RNAt sdo sintetizados no nucleo através do DNA e o RNAr é sintetizado a partir
dos precursores através do DNA e acumulado no nucléolo. Portanto se a irradiacdo causa alguns danos no
DNA, o RNA dependente do DNA e, consequentemente, afetado.

A inibicdo da sintese do RNA pela radiacdo ocorre nos tecidos altamente radiosensitivos, porém nos
tecidos menos radiosensitivos a sintese do RNA ndo é afetada, e pelo contrario, parece que aumenta, embora a
dose utilizada provocasse a inibicdo da sintese do DNA. As causas sdo: (1) inibicdo da sintese do DNA é um
reflexo da morte das células, portanto, nos tecidos menos radiosensitivos, ndo ocorre morte nem a inibicédo da
sintese do RNA; (2) para a duplicacdo do DNA necessita-se de toda a cadeia, porém para a sintese do RNA
necessita-se geralmente apenas uma regido determinada da cadeia de DNA. Portanto os danos provocados no
DNA podem ndo causar nenhum efeito na sintese do RNA; (3) a sintese do RNA ¢é feita na quase totalidade
das fases, menos nas fases de divisdo. Por essa razdo, comparando com a sintese de DNA, que ocorre somente
na fase S, a inibicdo da sintese de RNA ocorre dificilmente.

7.4. Aradiacao e o metabolismo de proteinas e a atividade enzimatica
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A sintese de proteinas em si ndo é afetada pela radiacdo. Porém se a radiacdo afeta 0 DNA e, mais ainda, o
RNAm, entdo a sintese de proteinas também sera afetada indiretamente. Isto porque a sintese de proteinas
ocorre em quase todas as fases do ciclo celular. Nos experimentos com animais a incorporacdo dos
precursores nas proteinas ndo € inibida, quando as sinteses de DNA e RNA sdo inibidas.

A atividade enzimética é alterada pela radiagdo, porém uma enzima in vitro mostra radiosensitividades
diferentes para uma determinada dose de radiacdo. Isto porque o efeito da radiacdo sobre a atividade
enzimaética é um fendmeno secundario da morte celular, da alteracdo da ultraestrutura da célula e da alteraco
de populagéo celular.

7.5. Ociclo celular e a radiacéo

Tanto em animal como em planta o tecido mais afetado pela radiacdo é o meristema, portanto a
radiosensitividade de meristemas é alta. Na divisao celular necessita-se de energia, de onde vem essa energia?
Varias pesquisas mostraram que as substancias inibidoras da respiragéo e da fosforilagdo inibem a diviséo
celular quando as células sdo tratadas antes da divisdo celular. Porém é conhecido que a dependéncia do
oxigénio das células fica minima durante a divisao celular. Isto significa que a energia ndo é fornecida via
ATP durante a divisdo celular e sim por reservatdrio de energia que é feito antes da diviséo.

Radiagdo, em geral, causa danos na divisdo celular. O mecanismo desses danos € muito complicado,
porém uma explicacdo seria a seguinte: a célula possui compostos sulfidrilicos tais como cisteina e
cisteamina. H& muito tempo é bem conhecido que os compostos sulfidrilicos tém acdo protetora para a
irradiacdo, portanto, esses compostos funcionam como alvo para a radiagdo, e 0s danos causados pela radiacdo
é a consequéncia da inativagdo ou destrui¢do desses compostos.

Outro fendmeno €é o atraso da divisdo celular. Pontas de raizes de Vicia faba foram irradiadas com 200
rads de raios X e o seguinte foi observado: (1) as células que ja estavam em divisdo celular completaram a
divisdo, porém o atraso mitdtico ocorreu no ciclo seguinte a divisdo; (2) quanto mais cedo a fase de divisao,
maior periodo de atraso mitotico.

Com o avanco da técnica de autorradiografia com 3H-timidina, marcando os cromossomaos, foi verificado
que o atraso mitético ocorreu principalmente devido a danos ocorridos na fase G,. A fase G, € a que apresenta
maior radiosensitividade. Quando a fase G, é a que recebe maior radia¢do, ocorre imediata estagnagdo na
divisao, e isto resulta no atraso mitético como um todo. A ordem de radiosensitividade das fases do ciclo de
divisdo é Gz >S> Gl.

7.6. A radiacdo sobre os cromossomos, nucleos, mitocondrias e fuso de divisdo

Desde que foi inventado o aparelho micro beam tornou-se possivel a observacao dos efeitos da radiacdo
sobre pequena regido do nacleo. Este aparelho possibilita a irradiagdo com um feixe de 2 a 8 u de UV ou
prétons.

Quando uma parte do cromossomo for irradiada podera ser observado um fendmeno chamado paling, que
é a mudanca de cor preta para cinzenta ou transparente, no microscopio com contraste de fase. Esse fenémeno
pode ser observado em quase todos 0s cromossomos das células tanto em divisdo como em repouso. O
fendmeno comeca alguns minutos apoés a irradiagdo e aumenta em até trés vezes o diametro do feixe de micro
beam aplicado.

Ha indicios da perda da histona pela radiacdo em cromossomos, pois eles ndo mais se coraram na regiao
irradiada, além do aumento da viscosidade (stickiness) devido & despolimeriza¢do do cromossomo.

Geralmente pode ser observado 1 a 2 nucléolos numa célula somatica em repouso. Nas células
metabolicamente ativas podem ser observados maiores nucléolos e acredita-se que o nucléolo tem papel
importante no armazenamento de RNA e proteina.

As vezes pode ser observado aumento do nimero de nucléolos nas células irradiadas. O crescimento do
namero de nucléolos é um fendmeno ainda desconhecido. Quanto & mitocéndrias pode-se dizer que s&o
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muito sensitivas a irradiacdo. Apds irradiacdo foi verificado uma reducdo rapida no nimero de mitocéndrias,
porém esse numero foi recuperado cerca de 6 a 8 horas ap6s. Entretanto a forma dessa organela é que fica
alterada e torna-se mais alterada quanto maior for a dose da irradiacdo. O fuso de divisdo celular diminuiu
sensivelmente apos a irradiagdo com UV e foi constatado que a irradiacdo na prometafase e metafase causou o
desaparecimento parcial do fuso. A irradiagdo com micro beam no citoplasma proximo a regido do fuso
acromatico, impediu a sua formacdo e quando a irradiacdo ocorreu antes da formacdo do fuso, esse ndo se
formou. O desaparecimento ou ndo formacdo do fuso é devido a acdo indireta da radiacdo, pois ela forma
produtos toxicos para a célula.

Foi observado que a modificacdo do fuso é acompanhada pela modificacdo dos cromossomos. Se o fuso
de cada lado do plano equatorial sofre danos, os cromossomos também sofrem, porém se a irradiacdo atingiu
apenas um lado do plano, apenas esse lado fica prejudicado, podendo formar-se células sem nucleo.

8. A mutacdo induzida e 0 melhoramento de plantas

Atualmente, pouco se comenta sobre o uso de mutagdes induzidas no melhoramento de planta,
provavelmente porque é da area da pesquisa basica e que tem pouco aproveitamento na area aplicada.
Entretanto muitos pesquisadores dao continuidade aos seus trabalhos de busca de variagfes genotipicas em
plantas com a mutagdo induzida, seja derivada de radiagéo, seja com uso de mutagénicos. O pouco uso das
mutacOes induzidas comentado deve-se ao fato da casualidade das mutacGes além do que as indugdes afetam
mais genes qualitativos do que quantitativos, ou seja, o efeito produzido nas caracteristicas qualitativas € mais
imediato do que nas quantitativas. Caracteristicas como cor de tegumento, da folha, do caule, da flor séo
governadas por um ou poucos genes, por isso a alteracdo de um ou dois genes modifica logo o fenétipo.
Porém, as caracteristicas poligénicas, ditas quantitativas séo governadas por varios genes sujeitos ainda a acéo
ambiental. Por isso a modificagcdo de um gene nédo afeta o fenétipo total, ou seja, a maior producéo esperada
de grdo, por exemplo.

Para que haja selecdo é necesséria variabilidade genética, pois genotipos diferentes se manifestando
poderdo ser selecionados. O triticale, por exemplo, ¢ uma cultura alopoliploide derivada da reunido de
cromossomos de Triticum aestivum com os de Secale cereale, porém é de autoreproducdo e tendendo, seus
genes, para a homozigose e estreitando sua base genética. Por isso sementes de triticale foram submetidas a
radiacdo com raios gama e plantadas. Ja na geracdo M; foram encontrados mutantes quanto ao ciclo
vegetativo. O ciclo vegetativo normal do triticale esta entre 85 a 100 dias que estdo distribuidos em trés
classes distintas, porém a média dos mutantes ficou entre 88 a 116 dias distribuidos em cinco classes distintas
(PANDINI et al., 1997).

Essa variagdo permite que haja selecdo quanto ao tempo, pois o0 nimero de classes aumentou e a
variabilidade genotipica foi adicionada. Na area de floricultura a mutacéo induzida, apesar de ter alto custo,
pode ser aplicada com vistas a obter maior variabilidade fenotipica. Em crisantemos (Dendrathena grandifolia
Tzvelev) foram aplicadas vérias doses de raios gama a partir da fonte de cobalto 60 sobre mudas enraizadas. A
finalidade foi a de obter mutantes de coloragdo. Podas repetidas foram realizadas como prética cultural e para
ampliar os setores mutados. Das plantas analisadas vinte e cinco apresentaram mutagGes de coloragdo e quinze
mutacOes de formato de inflorescéncia. Isso evidenciou um aumento da variabilidade genética e abriu espago
para utilizar a técnica para obter variantes de flores (LATADO e TULMANN Neto, 1998).

A aveia (Avena sativa L.) é uma planta autbgama que necessita de aumento de variabilidade com vistas a
selecdo para um ideotipo agronémico que permite resisténcia a moléstias e consequente incremento de seu
cultivo e exploragdo econdmica. Porém, dado sua forma de reproducéo, levando cultivares a homozigose com
estreita base genética, e que a hibridacdo artificial é dificil, a inducdo de mutagdes é a técnica que permite
incrementar variabilidade, para ser usada pelo melhorista, principalmente nas caracteristicas adaptativas.

Baseado nisso genotipos de aveia foram submetidos a doses crescentes de mutagénico fisico, e a partir de
100 Gy, houve reduc¢des nas médias e incremento nas variancias para a caracteristica estatura de planta, o que
revela grande potencial de progresso genético. Esses resultados indicam que, para a caracteristica estudada, o
uso de mutagénico é recomendavel. Todavia, para ciclo vegetativo, igualmente estudado, ndo houve resposta
similar (NASCIMENTO JUNIOR et al., 1990).
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Para as caracteristicas germinacdo de sementes, estatura de plantas e sobrevivéncia das plantas, ndo houve
resposta positiva de incremento de variancia (COIMBRA et al., 1999).

Nesse ponto percebe-se que a estatura de planta foi objeto de estudo de ambas as pesquisas. No primeiro
houve resposta positiva pelo incremento da variancia, porém no segundo a resposta ndo foi a mesma. A
explicacdo para esse fato estd no uso de gendtipos e mutagénicos diferentes, portanto se esperaria respostas
diferenciadas. Além disso, a casualidade das mutacGes sempre estd presente. Mesmo que fossem genotipos
iguais e mutagénicos diferentes a resposta, para a caracteristica estatura de planta, seria diferente; se fosse
gendtipos diferentes e mutagénicos iguais, esperar-se-ia 0 mesmo resultado. Na possibilidade de se ter
gendtipos e mutagénicos iguais, mesmo assim, a resposta poderia ser diferente, devido as condi¢Ges
ambientais em que ambos os tratamentos foram realizados.

Variabilidade natural também pode ocorrer reforcando a possibilidade da ocorréncia de mutacoes
espontaneas nas culturas. Foi o que aconteceu com uma linhagem pura de aveia plantada nos EUA em que
plantas da cultura apresentavam suscetibilidade a ferrugem da folha com excecéo de duas plantas na linha que
se mostraram totalmente resistente a mesma doenga. A observacdo do pesquisador permitiu a selegdo das
plantas resistentes e que fosse criada a cultivar UFRGS 16, no Brasil. Apos ciclos de selecdo para adaptagédo
dessas, as condig¢des do Rio Grande do Sul, a cultivar foi explorada economicamente (FEDERIZZI et al.,
1999).

9. Conclusoes

As mutacdes induzidas servem ao melhoramento de plantas desde 1927 quando Muller mostrou em
Drosophila que raios X poderiam induzir variaces genéticas reconheciveis das que ocorriam naturalmente
(ALLARD, 1971) e servirdo, tendo sempre como objetivo 0 aumento da base genética dos organismos, no
caso, as plantas. Material tratado e avaliado serd para o melhorista uma fonte de elementos suscetiveis de
avaliacdo e selecdo. Para a area béasica serve como estudo das caracteristicas no que diz respeito as
modificagdes propriamente ditas (efeitos fisiologicos e morfoldgicos), onde poderdo ser avaliados os locais,
no DNA, que se modificaram pelas técnicas avancadas de eletroforese. Serve, igualmente, ao estudo da
heranca das modificagbes cromossdmicas e, por fim, para obtencdo de plantas mais produtivas e com
variaces fenotipicas desejaveis.
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Exercicios

Que tipo de mutacdo é mais prejudicial ao individuo que a possui: (Justifigque as respostas).
a. Transversdo ou Transicdo?

b. Delecdo ou duplicacdo em tandem?

c. Delecdo ou inversao?

Baseado no exercicio 6 da unidade 1, considerando a fita sense, a que inicia por ADENINA na
extremidade 5°, se ocorrer uma delecdo na 5 base e a adicdo de uma citosina imediatamente apos o 23°
desoxirribonucleotideo, qual sera a cadeia polipeptidica a partir desse DNA mutado? (Considere gue 0s
introns ndo sejam alterados). R: Tirosina - ponto final - alanina - tirosina — serina — serina.

Tendo a seguinte sequéncia de DNA - TACTAGTAATGACTACGACTGATC.
a. O seu RNA,, sera constituido de que nucleotideos? R: RNA,, - AUGAUCAUUACUGAUGCUGACUAG;

b. A proteina sera constituida de quais residuos de aminoacidos? R: Residuos da proteina - Met — Iso — Iso — Treo
Asp — Ala— Asp —P.F.

c. Se houver a incluséo, por acdo de mutagénicos do nucleotideo de Adenina entre o quarto e 0 quinto
nucleotideo, de quais residuos sera formada da cadeia proteica? R: Residuos da proteina Met — Iso — His — Tir
—P.F.—Cis—P.F.-Leu

d. Esta mutagdo de ponto alterou a estrutura primaria de cadeia de proteina? R: Sim.

O filamento de DNA abaixo descrito servira de informagdo para a producdo de uma proteina especifica
que determinard o aparecimento da cor verde nas folhas. Entretanto, foram detectadas variagdes dessa
sequéncia de DNA como a alteragdo do 6° nucleotideo que é A ao invés de G e no 18° que é A ao invés de
C. Essa proteina alterada também condiciona cor verde nas folhas.

TACGTGTCCAACTTGGCCGTAATC

a. De quais residuos de aminoacidos sdo constituidas ambas as cadeias de proteina. R: Cadeia de proteina
normal - Met — Arg — Leu — Asp — Arg — His — P.F. | Cadeia de proteina mutante - Met — Arg — Leu — Asp — Arg — His — P.F.

b. Mostre o que esta acontecendo e relacione com as propriedades do c6digo genético. R: As cadeias no se
alteraram devido a propriedade de redundancia do c6digo genético.

Considerando um segmento normal com varios genes no DNA abaixo, construa:
[AIB|CID[E[F|G[H]

Uma delegdo. R: ABDEFGH

Uma duplicacdo em tandem. R: ABCDCDEFGH

Uma duplicacdo invertida. R: ABCDEFFEGH

Uma inversao. R: ABCDEFHG

Uma transposicao simples e construindo outro segmento de DNA faga uma transposic&o reciproca. R:
ABCDEFG1 (outro cromossomo) — 2345678910 | ABCD123 (outro cromossomo) — 45678910EFGH

f. Construa para cada segmento uma sequéncia de DNA com nucleotideos e faca as alteracdes (A) e (B).
g. Combine (C) e (D) e faga com em (F).

®o0 o

Em milho (Zea mays) a taxa de mutacdo de alguns genes foram estabelecidas. Se o gene Sh (endosperma
normal muta) para sh (shrunken — endosperma contraido) numa velocidade de 0,0012/100.000 gametas,
qual serd a quantidade de plantas mutantes que poderdo aparecer numa populagdo de 50.000 plantas.
(Considere que cada planta produza 1 milh&o de gametas). R: 6 plantas.

Foram analisados 2 milhGes de grdos de pdlen de plantas de milho onde o gene C para endosperma
colorido estava presente. Percebeu-se que varios graos de polen apresentavam uma mutacéo para o alelo ¢
(endosperma incolor). Considerando que a taxa de mutacdo desse gene é de 0,23/100.000 gametas,
quantos graos de polen terdo a mutacao estudada? R: aproximadamente 5 plantas.



8. Considerando as informacdes constantes na tabela 4.5 verifique qual o resultado fenotipico do cruzamento
de plantas com os seguintes gendtipos:
a. AACCRRPP x aaccrrpp; R: roxo
b. AACCRRPP DtDt x aaccrrpp; R: variegada de roxo
c. AACCRRpp dtdt x aaccrrPP DtDt; R: variegada de roxo
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