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TEMAS EM FOCO

BACTERIAS FIXADORAS DE AZOTO ATMOSFERICO
EM TRIGO

T. Mello-Sampayo

Os cereais sio uma das principais fontes de alimenta¢do humana, O incre-
mento da sua cultura e da sua produtividade tem sido uma preocupacdo cons-
tante dos profissionais e cientistas que tentam responder as solicita¢Ges alimen-
tares duma populacdo mundial crescente, em fase de explosio demografica.

O melhoramento dos cereais tem sido feito, até hoje, explorando o poten-
cial genético do «pool» de variedades de cada espécie, de modo a aproveitar
duma forma eficiente, as adubac¢bes macicas de fertilizantes azotados, que sdo
incorporados no solo, no inicio e durante cada ciclo de cultura. A crise do
petroleo causou fundas repercussdes na industria de adubos azotados a qual &,
como se sabe, subsidiaria da destilagdo daquele produto natural. Os precgos tém
vindo a subir duma forma astronémica. Este facto e a consciéncia de que o
fim das reservas de petréleo possa representar o ocaso daquela industria, criou
o interesse em solugdes alternativas, como seja a de fornecer as plantas, por
meios biologicos, o azoto de que necessitam.

Existem na natureza bactérias que fixam o azoto atmosférico. De entre
elas destacam-se, pela sua importancia, as espécies do Gen.Rhizobium que vivem
simbioticamente associadas nas raizes das leguminosas, onde formam nédulos.
Nestes nodulos, as bactérias induzem a cisdo da molécula diatomica do azoto
atmosférico que, convertido a forma amoniacal, é aproveitado pelas plantas.

Héa poucos anos Johana Ddbereiner e os seus associados (Proc. Natl. Acad.
Sci., U.S.A. 72: 2389. 1972, Adv. Agron. 29: 1-38. 1977) da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, assinalaram actividades de fixacido de azoto atmos-
férico em Spirillum lipoferum associado a raizes de milho e de trigo. Sabe-se
que estes microorganismos normalmente infectam as camadas periféricas da
raiz ou rhizosfera e ai se instalam simbioticamente. A importincia econémica
desta associacdo ndo foi ainda avaliada convenientemente sendo as opinides
dos cientistas ainda bastante divergentes.

Recentemente, Rennie e Larson (Can. J. Bot. 57: 2771-2775. 1979) da
Estagdo Experimental Agricola de Lethbridge, Canada, decidiram efectuar uma
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série de ensaios a fim de testar o efeito de inoculagio com bactérias fixadoras
de azoto atmosférico no rendimento em matéria seca e em azoto de duas varie-
dades de trigo de primavera e de algumas linhas de substitui¢io delas derivadas.
As variedades experimentadas foram as cultivares Rescue e Cadet de Triticum
aestivum. As linhas de substituicio obtiveram-se substituindo reciprocamente
em cada variedade um par de cromossomas homdlogos (2A, 2B, 5B ¢ 5D) pelos
seus correspondentes da outra variedade. As bactérias experimentadas, isoladas
da rhizosfera de plantas infectadas, foram o bacilo C-11-25 (isolado pelos auto-
res) e o Azospirillum brasilense (fornecido por J. Débereiner). As plantas, das
quais se ensaiaram simultaneamente trés individuos de cada combinacdo, foram
cultivadas em fitotrdo a 15°C e 16 horas de luz diaria, em condi¢des assépticas
e com uma solu¢do nutritiva da qual se eliminou o carbono. Esta solucio foi
inoculada com uma concentragio de 10° células/ml de bacilo C-11-25 ou A.
brasilense, ap6s duas semanas de cultura das plantas, tendo-se também aumen-
tado a temperatura ambiente para 20°C. As plantas foram deixadas em cultura
por mais trés semanas e colhidas seguidamente, nelas se efectuando as determi-
na¢oes de matéria seca e de azoto (semi-micro Kjeldhal). Testemunhas nio
inoculadas serviram de controle.

Dos resultados obtidos hd a destacar que todas as combinagdes, excep-
tuando Rescue e a linha de substitui¢do do cromossoma 2A de Cadet em Rescue
acusavam aumento significativo de matéria seca e correspondente azoto, incor-
porado da atmosfera, quando inoculadas com A. brasilense. De especial signi-
ficado os aumentos sofridos pelas linhas de substituicio dos cromossomas 2A
e 2D de Rescue em Cadet os quais correspondem segundo os autores a quanti-
tativos respectivamente de 54.0 % e 41,6 % de azoto total derivado de fixacio
atmosférica. Também seis das combina¢des acusavam aumentos significativos
de matéria seca e azoto quando inoculadas com o bacilo C-11-25, sendo de
particular acuidade os aumentos sofridos pelas linhas de substitui¢io de cro-
mossomas 5B e 5D de Rescue em Cadet que significaram, de acordo com o
trabalho, respectivamente, quantitativos de 59,6 % e 59,0 % de azoto total
derivados de fixacdo bacteriana.

Os dados apresentados demonstram a capacidade das bactérias em quastae,
nas condigOes estritas do ensaio, para fixar o azoto atmosférico e proporciona-lo
as plantas com cujas raizes se encontram associadas. A experiéncia sugere que,
no computo final do azoto atmosférico utilizado pelas plantas, via bactérias
fixadoras, o genétipo da variedade é um factor a tomar em grande conside-
ragdo e que a variabilidade natural das cultivares pode ser ampliada através
da engenharia genética (leia-se, neste caso, manipulag¢io cromossomica).

Qualquer extrapolagdo destes resultados com vista a grands cultura, ndo £,
de momento, legitima, por demasiado precoce e precipitada. Outras experiéncias
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deveriio ser efectuadas e estdo seguramente na forja, nas diversas estacdes expe-
rimentais espalhadas pelo mundo. Mas o trabalho agora relatado vem rasgar
novos horizontes a ciéncia, confrontada como se encontra com a preméncia de
resolver o problema da caréncia de fertilizantes azotados.
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O CODIGO GENETICO NAO E UNIVERSAL'!

Leonor Osério-Almeida

Esta afirmac@o, que pareceria abusiva alguns anos atras, deixa de o ser
hoje, pelo menos no caso da mitocondria. Na realidade, ha varios coddes do
RNA mensageiro (mRNA) que na mitocondria, tém uma fun¢ido diferente da
considerada até agora como universal. Por exemplo, o codio UGA que, no
mRNA serve normalmente de sinal de terminagdo da cadeia proteica em sintese,
promove, na mitocondria, a incorporagio do aminoacido triptofano.

Sabe-se que a mitocondria é um organito semiauténomo dentro da célula
pois contém o seu proprio DNA que codifica a sintese de um pequeno numero
de proteinas da cadeia respiratoria (8 em leveduras), de sintetases, de RNAs
de transferéncia (tRNAs) ¢ de RNAs ribossomicos (rRNAs), necessarios a
sintese proteica mitocondrial. De todo este equipamento genético mitocondrial
conhecem-se actualmente, em leveduras, varias sequéncias nucleotidicas de
tRNAs ¢ dos respectivos genes.

Também ja foram descritas em mitocondrias de leveduras as sequéncias
aminoacidicas da subunidade 9 da trifosfatase de adenosina (ATPase) e da
subunidade II da oxidase do citocromo C (C.O.II), assim como as sequéncias
nucleotidicas dos respectivos genes.

Em mitocondrias de mamiferos igualmente se conhece a sequéncia amino-
acidica da subunidade II da oxidase do citocromo C bovino.

Foi a comparacio da sequéncia nucleotidica destes genes mitocondriais com
a sequéncia aminoacidica das proteinas correspondentes que permitiu tirar
conclusoes interessantes sobre o codigo genético mitocondrial.

Barrell e col. (Nature 282, 189; 1979) determinaram a sequéncia nucleo-
tidica de uma regidio do DNA mitocondrial humano que codifica uma sequéncia
de aminoacidos homologa da ja descrita para a C.O. II bovina. A homologia ¢ tal
que leva a concluir que essa regido do DNA mitocondrial humano deve corres-
ponder ao gene da C.O. Il humana. Contudo, no gene que codifica a proteina
C.O. II humana existem, na cadeia oposta 4 transcrita, trés sequéncias TGA
a que necessariamente corresponderdo, no mRNA outros tantos coddss UGA
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O CODIGO GENETICO TRADICIONAL

SEGUNDA BASE

U | C A : G
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i ) ser
uuG | UCA ( UAA — ‘ UGA SH e
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o M SR mmta N om M N b a2 sl |
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GUG ! | geG | GAG } . GGG G

As sequéncias nucleotidicas indicadas sio as que, no mRNA e lidas de 5 para 3,
especificam a incorporagio dos referidos aminodcidos na proteina em sintese.

Estes coddes ndo sao usados como sinais de terminagdo e, por comparagio com
a C.O. II bovina, correspondem a locais de incorporagio do aminoacido trip-
tofano.

Em paralelo com o que se passa no DNA mitocondrial humano, o gene
da C.O. II de levedura (Fox, T.D., Proc. Nat. Acad. Scie., 76, 6534; 1979) ¢
traduzido in vivo num polipeptideo que se pode considerar analogo a proteina
bovina, se 4 das sequéncias TGA presentes codificarem a incorpora¢io do trip-
tofano. A conclusoes semelhantes chegaram Macino e col. (Proc. Nat. Acad.
Sci. 76, 3784; 1979) ao estudar dois outros genes mitocondriais.

Barrell e col. (op. cit.) verificaram também que o coddo AUA (isoleucina)
¢ usado na mitocondria humana para especificar a metionina. No entanto, a
mitocondria de levedura usa exclusivamente o codio AUG para especificar a
metionina enquanto, por outro lado, utiliza o codio CUA (leucina) para espe-
cificar trzonina (Li e Tzagaloff, Cell /8, 47, 1979).
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Conhecendo a sequéncia nucleotidica destes genes, fizeram-se andlises da
frequéncia dos codoes utilizados e, com esses resultados, Barrell e col. (op. cit.
e Proc. Nat. Acad. Sci. 77, 3164; 1980) ¢ Bonitz e col. (Proc. Nat. Acad. Sci.
77, 3167; 1980) conseguiram penetrar mais profundamente nos segredos da
mitocondria de mamiferos e de leveduras, Verificaram assim que a mitocondria
destes organismos utiliza quase todos os coddes do codigo genético «universaly
mas prefere, no entanto, os codbes terminados numa adenosina (A) ou numa
uridina (U). Se olharmos para o cédigo genético e para as familias de coddes
que especificam cada aminoacido verificamos que, na maior parte dos casos,
essa preferéncia ndo altera o resultado final, pois que U ou C na 3.* posic¢do
nunca altera a natureza do aminoacido incorporado, passando-se o mesmo,
quase sempre, com a alternativa A ou G na mesma posi¢io. Existem, no entanto,
dois aminoédcidos — triptofano e metionina— que possuem um unico coddo
terminado em G (UGG e AUG respectivamente). Ora a mitocondria parece ter
resolvido este problema, substituindo-os por UGA e AUA respectivamente.
Dispensou o codio UGA das suas funcoes de terminagao e atribuiu-lhe a codi-
ficacdo do triptofano, e roubou a isoleucina o codio AUA encarregando-o da
codificacdo da metionina. No entanto a mitocondria de levedura conservou o
AUG para a metionina.

Recentemente, Barrell e col. (Proc. Nat. Acad. Sci. 77, 3164; 1980) anali-
saram a sequéncia quase completa do DNA mitocondrial de mamiferos (com-
binando os resultados conhecidos sobre DNA humano e bovino) e identificaram
23 possiveis genes de tRNA. Este nimero é também sugerido por outros autores
ao analisar os genes de tRNA no DNA mitocondrial de levedura (Bonitz e col.
op. cit.) e as sequéncias de tRNAs mitocondriais de Neurospora crassa (Heckman
e col. Proc. Nat. Acad. Sci. 77, 3159; 1980). Pode concluir-se que, dos 32 tRNAs
previstos na hipotese do «wobble» (Crick, F.H.C., J. Mol. Biol. 79, 548; 1966)
necessarios para traduzir os 64 coddes, a mitocondria apenas necessita de 23-24.

A mitocondria parece, portanto, «ignorar Crick» e utilizar, economica-
mente, um nimero minimo de tRNAs no seu sistema de traducio. Estes tRNAs
tém particularidades estruturais que ndo sz encontram nos tRNAs de proca-
riotas ou de eucariotas de sequéncias conhecidas.

Pode por isso perguntar-se se o sistema genético mitocondrial é produto
de uma evolugdo regressiva que conduziu a uma simplificagdo nas possibilidades
de leitura do cddigo genético ou se, pelo contrario, representa uma forma
primitiva de descodificaciio, caracteristico de organismos que parasitaram uma
célula hospedeira (teoria endosimbidtica). Ainda que a resposta a esta pergunta
ndo possa ser dada ja, os factos apresentados mostram que o cédigo genético
ndo é tdo necessariamznte universal como se julgava ha alguns anos, o que
leva a repensar com prudéncia a teoria estereoquimica da sua origem.
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CANCERIGENESE E TRANSFECCAO
DE CELULAS EUCARIOTAS

José Rueff

Quando falamos de cancerigénese envolvemos, por vezes, numa mesma fase
um processo que decorre, pelo menos sistematicamente, em quatro etapas—
(a) a inicia¢do cancerigénica, ou conjunto de modifica¢des que levam a célula
a cximir-se as regras gerais de homeostasia, em sentido lato; (b) a fase de cres-
cimento em que o tecido neoplasico exprime essa fuga aos mecanismos de
controlo do crescimento; (c) a fase de invasio em que o tecido exorbita os
limites de origem invadindo as estruturas anexas e por fim (d) a fase de metas-
tizagdo com emigracio e sobrevivéncia em outras regides do organismo.

De certo modo a célula neoplasica representa o resultado de um processo
evolutivo em sentido darwiniano em que a aquisicdo de um novo fenétipo con-
fere um aumento de possibilidades de sobrevivéncia em relacio a um meio
lesivo. Esta longe, porém, de ser claro qual o mecanismo iniciador do processo.
Desde ha mais de um século que se sabe que determinados virus, diversos
agentes quimicos e certos agentes fisicos sdo cancerigénicos em modelos experi-
mentais ou para o homem. Quando estudados em cultura de tecidos estes mesmos
agentes sio de um modo geral também todos transformantes, isto €, induzem
um conjunto de alteragdes fenotipicas caracteristicas que acompanham o esta-
belecimento de uma linha, entre as quais — perda de inibi¢do de crescimento
por contacto, menor exigéncia quanto a factores séricos, alteragGes em proteinas
de membrana, etc. Convira referir, porém, por uma questdo de univocidade na
utilizacdo dos termos, que o caracter transformado, assim definido, pode nido
acompanhar obrigatoriamente o cardcter tumorigénio, isto ¢, certas células
transformadas em cultura podem ndo gerar tumores quando injectadas em
animais de experiéncia. Parece mesmo que os dois caracteres poderdo ter con-
trolo genético diferente: a transformac¢do parece comportar-se como caracter
dominante, enquanto a capacidade tumorigénica seria recessiva (E. J. STAIN-
BRIDGE and J. WILKINSON. Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 75: 1466-1469,
1978). O estudo da transformagdo em cultura de tecidos reveste-se, porém, de
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inquestionavel valor pratico na abordagem, como modelo, ao problema da
cancerigénese.

De um modo geral, os ultimos anos de investigagdo em cancerigénese vieram
revelar, nomeadamente para os agentes quimicos, uma inequivoca interacc¢do
com o DNA, embora a comparticipagiio e a natureza exacta das lesdes genéticas
estejam por determinar. Neste sentido, o desenvolvimento da recente metodo-
logia de transfec¢@io de células eucariotas (N.G. COPELAND et al. Cell., /7:
993-1002, 1979), veio ja abrir novas perspectivas na andlise do problema. Pdde
verificar-se que a transfec¢io de células murinas NIH 3T3 por fragmentos de
DNA de células avidrias ou murinas previamente transformadas ou nfio trans-
formadas, era susceptivel de transformar as células receptoras normais (G.M.
COOPER et al. Nature, 284: 418-421, 1980). Utilizando agora DNA total nao
sonicado das células transformadas por este método de transfecgiio, os mesmos
autores puderam obter a transformacdo de células normais com uma eficiéncia
cerca de 100 vezes superior a da primeira transfecgao.

Uma primeira conclusio a extrair deste estudo, é que mesmo células normais
possuem genes de transformacao transferiveis e activos por transfeccio. A
diferenca significativa de eficiéncia de transformagio nas duas experiéncias de
transfeccdo, pode explicar-se admitindo que, no primeiro caso. s6 fragmentos
de baixo peso molecular tém a probabilidade de se inserirem na proximidade
de um promotor activo e serem assim transcritos a taxas muito superiores a da
sua eventual expressio sob controlo normal. No segundo caso ¢ presumivel que
os novos «reguldes» obtidos na primeira transfec¢iio sejam transmitidos integros,
portanto sem haver que sonicar previamente o DNA. Outro tipo de hipodtese
explicativa para estas experiéncias, serd admitir que a inser¢do de um fragmento
estranho numa regido de regulacio normal determine a expressio anormal de
genes implicados na transformacdo. De qualquer modo, as eficiéncias de trans-
feccao nao se modificam provenha o DNA inicial de uma célula dadora normal
ou transformada — € possivel supor-se, tendo em conta todos estes dados, que
a alterag¢do genética iniciadora diga respeito sobretudo a genes de regulagido e
que a lesdo em genes estruturais seja secundaria ou mesmo irrelevante para o
problema. De resto, muitos virus oncogénicos parece terem-se originado por
recombinac¢io com genes celulares normais, mas exprimindo-os sob outro con-
trolo: por exemplo, o gene scr do virus de Rous tem contrapartida no gene sarc
de células normais, mas a proteina que codifica € sintetizada em quantidades
muito superiores nas células transformadas pelo virus.

Muito ha seguramente a esperar nos anos proximos desta nova tecnologia
de programacdo genética de células eucariotas de que agora dispomos, ndo
apenas para o problema da cancerigénese mas em geral para a compreensio
da genética molecular de eucariontes e os ultimos vinte anos de genética mole-
cular bacteriana bem demonstraram a revoluc¢io que é capaz de operar.
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NOVAS MOLECULAS QUE MATAM O PROPRIO PAI
(OU EPIGENETICA MOLECULAR EM IMUNOLOGIA)

Luis J. Archer

Ainda ha poucos anos se julgava ser universal o mecanismo pelo qual uma
zona de DNA se transcreve em RNA mensageiro e este se traduz. integralmente,
em proteina.

Sabe-se agora que este esquema, inteiramente véalido para procariotas, ndo
se aplica sem importantes altera¢des a grande numero de genes eucariotas.

Nestes ultimos, a transcricio do DNA origina um RNA chamado pré-
-mensageiro (pré-mRNA), o qual, s6 depois de sofrer a excisdo de vérias das
suas zonas (chamadas «intrdes») constitui o verdadeiro mensageiro (mRNA)
que entdo se traduz integralmente na proteina final (F. Crick, Science 204:
264-271; 1979).

Logo que este facto se confirmou num grande numero de genes eucari6-
ticos, uma das primeiras perguntas recaiu sobre qual o agente catalisador de
excisdes tdo exactas e especificas no pré-mRNA.,

Slonimski e colaboradores forneceram evidéncia, este ano (Compt, Rend.
Acad. Sci. Paris, Série D 290: 89-96; 1980) de que, pelo menos em mitocdndrias,
2sse processo de excisio, também chamado maturagio do mRNA, ¢ catalisado
por uma proteina (chamada maturase ou m-proteina) sintetizada pela traducdo
duma zona do pré-mRNA que inclui nada menos que o préprio intrdo a excisar.

DNA
\
pré-mRNA intdlo S
Maturase N NN NnNer O
{

Proteina AP AP PP AL PPN

Cada maturase constituira, assim, uma proteina que s6 cumprird a sua
missdo se matar o proprio pai que a gerou! Por isso, as moléculas de maturase
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sdo, geralmente filhas unicas. S6 quando, por muta¢ido, uma maturase tiver a
sua actividade bioldégica muito reduzida ou anulada é que tera irmas e, conse-
quentemente, podera ser isolada. Este sistema de auto-regulag¢do (quanto menos
activa for uma maturase tanto mais coOpias terd) justifica que s6 agora tenham
sido vislumbradas estas importantes proteinas.

A anélise de vérios introes mostrou que sdo altamente hidrofébicas as pro-
teinas que eles codificam, o que as levara a ancorarem-se fortemente em mem-
branas biolégicas. Por essa razio, o modelo de Slonimski propde que as matu-
rases se fixam, pela sua extremidade carboxilica (ver figura), na membrana
mitocondrial ou nuclear e, pela sua extremidade aminica atraem pré-mRNAs
homélogos onde efectuam as devidas excisoes. Além de promoverem esta matu-
racio dos mRNAs, as m-proteinas teriam também, pela sua localizagio na
membrana nuclear, a fungdo de facilitar a exportacdo dos mRNAs para o
citoplasma através dos poros nucleares. Por isso sio também chamadas proteinas
mensageiras.

Uma pergunta basica ¢ a que se refere a utilidade deste complicado sistema
de matura¢io do mRNA. Sabe-se que o conjunto dos introes, para cada gene,
representa a maioria do pré-mRNA. Sendo assim, parece anti-econémico que o
nicleo tenha de conservar e replicar tdo grande quantidade de material genético
se a sua maior parte acaba por ser excisada e perdida.

Uma das respostas a esta pergunta comeca agora a ser dada pela imu-
nologia.

E bem conhecido que vertebrados superiores respondem a introdugdo de
substincias estranhas (antigénios) com a sintese de uma classe de proteinas
(imunoglobulinas) que revelam forte especificidade para cada um dos muitos
antigénios, mesmo que eles sejam substincias inteiramente artificiais.

Hé muito se pde o problema de explicar como poderdo os organismos supe-
riores ter capacidade genética para codificar os milhdes ou talvez milhares de
milhdes de imunoglobulinas diferentes.

As teorias de mutac¢do somética e de recombinagio génica pareciam insufi-
cientes para a completa explicagio do fenémeno. Danchin e Slonimsky (artigo
submetido para publica¢do) julgam encontrar a resposta adequada na maturagio
do mRNA que exposémos atras.

O mesmo pré-mRNA poderd dar origem a uma grande variedade de
mRNAs diferentes desde que distintos antigénios induzam excisdes e maturases
diferentes.

A maturacdo do mRNA aparece entio como um processo epigenético
altamente econémico capaz de permitir que a mesma regidao de DNA (e de pré-
-mRNA) comande a sintese de um bom nimero de imunoglobulinas diferentes.
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COOPERACION INTERNACIONAL EN LA MEJORA
DE PLANTAS

E. Sanchez-Monge

Departamento de Genética Agraria, Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agrénomos,
Universidad Politécnica, Madrid,

ABSTRACT

The aspects of the international cooperation in plant breeding that are
briefly discussed are: germplasm collection and evolution, training of plant
breeders, establishment of international plant breeding centers, and coope-
ration in matters such as legal aspects and organization of local centers.
Reference is made to the task of foreign experts and coordinators in the
development of national programs.

Entre los aspectos que ofrece la cooperacion internacional en mejora
genética vegetal, voy a hacer referencia a unos pocos, que juzgo de mayor
interés y que se refieren a: material vegetal y su evaluacién, formaciéon de
mejoradores, centros internacionales de mejora y cooperacién en materias de
legislacion, creacion de centros locales y exploracion y recogida de recursos
genéticos, haciendo en algin momento referencia al papel de los expertos y
coordinadores extranjeros en el desarrollo de los programas nacionales.

MATERIAL VEGETAL

El éxito en los trabajos sobre mejora genética vegetal puede verse limitado
por las disponibilidades de germoplasma y los mejoradores necesitan tener a su
disposicion una amplia gama de la variabilidad de la especie que tratan de
mejorar. Esta variabilidad debe ser recogida, evaluada y conservada y la coope-
racion internacional es indispensable para ello.

Conferencia invitada para la apertura de las XV Jornadas Luso-Espanolas de Genética.
Instituto Superior de Agronomia, Lisboa. 26-Sept. 1979,
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Han sido numerosas las reuniones de la FAO en las que se ha tratado de
los problemas de erosion genética. Resultado de estas reuniones han sido una
serie de recomendaciones que la FAO hace a los Ministerios de Agricultura
de los paises miembros, recomendaciones que no son obligatorias para los
gobiernos, por lo que en muchas ocasiones no se les hace el menor caso. Citemos
alguna de estas recomendaciones:

— SE RECOMIENDA que los estados miembros establezcan estaciones
nacionales e internacionales para la prospecciéon, recogida, evaluacion
y conservacion de germoplasma vegetal.

— SE RECOMIENDA la colaboracion entre naciones para la planificaciéon
y ejecucion de las exploraciones,

— SE RECOMIENDA la instalacion de una Estacion Europea para la
Introduccion de Patatas.

—SE RECOMIENDA el desarrollo de investigaciones sobre el origen,
genealogia, adaptabilidad, variabilidad y distribucién de especies agricolas.

— SE RECOMIENDA que se tomen medidas de cuarentena en las impor-
taciones de material, pudiendo proporcionar la FAO asistencia técnica
para ello.

En numerosos paises se ha hecho caso omiso a estas recomendaciones, en
algunos se ha tardado mucho en hacerlo y s6lo en unos pocos se han tomado
seriamente en cuenta.

Punto importante es el de establecer las prioridades de las plantas y de las
regiones que se van a explorar. Parece logico empezar por las plantas que mas
contribuyen a la alimentacién mundial y que son:

BLLOZ s e s e 21,2 %
fEigo T Jwimismanlons | o donmtineme. 19,6 %
AL o et i i e 54 %
SOrgos y mijos ......cocoeuenen.. 4,1 %

Las prioridades por regiones y por plantas que dan la FAO y el IBPGR
(International Board for Plant Genetic Resources) son las siguientes:

Regiones:
Mediterraneo
SO. de Asia
Asia Central
SE. de Asia
Islas del Pacifico
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Extremo Oriente

Etiopia

Africa Oriental

Africa Occidental
Altiplanicies americanas
América Central y Caribe
Zona Andina

Sudamérica subtropical

Plentas; 1.¢ classe:

trigo, cebada, sorgo, Phaseolus sp., Solanum sp. (tuberiferas), algodén,
remolacha azucarera y remolacha de mesa.

Plantas; 2. clase:

mijos, arroz, maiz, centeno, Vigna sp., garbanzo, soja, lenteja, Vicia sp..
cacahuete, guisante, casava, batata, flames, Musa sp., yute, girasol,
olivo, cafia de aziicar, arbol del caucho, cacao.

Supuesta ya realizada una recogida de material y conservado éste en un
centro adecuado, los mejoradores deben disponer de informacién respecto a
donde deben dirigirse para solicitar el envio de un cultivar determinado, o de

genotipos portadores de determinados genes, o de los que presenten determi-
nadas caracteristicas fenotipicas.

El primer intento de la FAO consistié en la publicacién de listas de material
de las colecciones de los mejoradores, y especialmente de las variedades indi-
genas y obtenciones locales. Se publicaron algunas listas de trigos, cebada y
arroz, no pudiendo decirse que resultaran demasiado ttiles. La publicacién no
ha continuado.

Lo que si resulta muy util es la informacién proporcionada por la FAO
acerca de las colecciones de germoplasma nacionales o internacionales que
ponen su material a disposicion de los mejoradores de todo el mundo. La publi-
cacion periddica de la FAO «Boletin de Recursos Genéticosy (antes «Pant
Introduction Newsletter») recoge las direcciones de los centros que mantienen
estas colecciones habiendo publicado ya las referentes a: arroz, trigo y especies
afines, maiz, cebada, avena, centeno, leguminosas para grano, sorgos y cacao.
En este mismo Boletin se recogen demandas de mejoradores para satisfacer sus
necesidades especificas de genotipos portadores de determinados genes.

En otra publicacién de la FAO sobre «Horticolas Tropicales y sus Recursos
Genéticos» se dan las direcciones de los Centros que mantienen colecciones de
tales plantas.
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Las direcciones de Centros que mantienen colecciones vivas de frutales
pueden encontrarse a través de un articulo de Pansiot publicado en 1963 en la
revista «Genética Agraria.»

Un aspecto en la recogida de germoplasma vegetal que a veces se olvida
o se trata como secundario es el de las especies silvestres afines a las cultivadas,
lo cual debe remediarse ya que en numerosos trabajos de mejora se ha demos-
trado que las especies silvestres pueden contribuir a avancs importantes en la
mejora de caracteres tales como resistencias a enfermedades, plagas y ambientes
adversos, amplitud de adaptacion, calidad, modificacion del modo de repro-
duccién, acortamiento de la talla, e incluso en los componentes directos de la
productividad. Las aloplasmias que pueden conseguirse con los citoplasmas de
las especies silvestres pueden proporcionar androesterilidades manejables para
la obtenci6n de semilla hibrida. En algunos casos el cruzamiento entre especie
cultivada y especie silvestre ha dado lugar a la aparicién de caracteres nuevos,
no esperados.

Son dignos de mencién también los esfuerzos de EUCARPIA (Asociacion
Europea para la Investigacion en la Mejora de Plantas) para conseguir la insta-
lacion de Centros Internacionales de conservacion del germoplasma, de los
cuales hay ya dos en funcionamiento, uno para el NO. de Europa en Brauns-
chweig, Alemania Federal, y otro en Bari, Italia, para el Sur de Europa. Estan
ya avanzadas las gestiones para el establecimiento de un Centro en Lund, Suecia,
para Escandinavia, y otros dos para el Centro y Este de Europa, probablemente
en Leningrado, Unién Soviética, v en Radzikow, Polonia.

En cuanto a Portugal y Espafa parece que ya se ha tomado en serie el
tema y se han iniciado los trabajos.

Otro interesante aspecto del intercambio internacional de material es el
que se refiere al de estirpes en segregacion procedentes de cruzamientos. El
CIMMYT practica a gran escala el envio de generaciones F. y F; de trigo y
triticale para que los mejoradores realicen la seleccion en sus condiciones
ambientales. Estos intercambios me parecen muy utiles, siempre que los mejo-
radores no descuiden por ello sus propios programas de cruzamientos y la
utilizacion en ellos del material indigena. La comparacién entre sus propias
estirpes en segregacion y las recibidas por intercambio puede ser un buen che-
queo de la eleccion de genitores que hizo el mejorador.

EVALUACION DEL MATERIAL

La colaboracién internacional en la evaluacién del material vegetal puede
hacerse al menos a dos niveles. Uno es el de la instalacién de los que pudieran
llamarse «campos de cribado» en donde en pequefias parcelas se observan colec-
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ciones de genotipos y se evalian en cuanto a resistencias, adaptacion y calidad.
De estos campos puede el mejorador extraer genitores para sus cruzamientos,
donantes para sus retrocruzamientos e incluso variedades que, tras su ensayo,
puedan multiplicarse en el pais.

Sélo a titulo de ejemplo puedo mencionar los campos para evaluacion de
resistencia a royas, oidio y fusariosis en trigos, cebadas y avenas y los de calidad
proteica en trigos, coordinados por diversos centros europeos y americanos.

El otro nivel de evaluacién del material es el de los ensayos comparativos
de producciéon de variedades en los que entran, con testigos comunes y con un
testigo local, variedades de alta produccién que pueden demostrar su valia en
pais distinto del de su origen. Ensayos de este tipo son los coordinados por el
CIMMYT para trigos comunes y semoleros y para triticale, los de EUCARPIA
para triticale y maiz, los del IITA para soja, etc.

Un punto criticable en estos ensayos internacionales es el retraso con que
se reciben las recopilaciones de resultados. El retraso no suele ser achacable
al centro coordinador sino a los investigadores locales que tardan en enviar sus
resultados.

CENTROS INTERNACIONALES

Estan en la actualidad en funcionamiento varios Centros Internacionales de
Investigacion Agraria en los que una de las actividades principales, o la prin-
cipal, es la mejora genética vegetal. Estos Centros suelen ser financiados en
parte por la nacién que los acoge y en parte por fundaciones como la Ford
o la Rockefeller, o por la CGIAR, siglas que corresponden al «Grupo Consultivo
sobre Investigaciones Agricolas Internacionales» que estd formado por la FAO,
el Banco Mundial y el programa de Las Naciones Unidas para ¢l Desarrolio.
Los Centros a que me refiero son:

— IRRI (Centro Internacional de Investigacion sobre el arroz) en los Baiios,
Filipinas, que trabaja en arroz.

— CIMMYT (Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo)
en el Batan, Méjico, que trabaja en trigos, triticale, cebada, maiz y
SOTgos.

— CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) en Palmira,
Colombia, que trabaja en yuca, maiz, arroz y judias.

— IITA (Instituto Internacional de Agricultura Tropical) en Ibadan, Nige-
ria, que trabaja en maiz, arroz, Names y leguminosas para grano.

— CATIE (Centro Agronomico Tropical de Investigacion y Ensefianza)
en Turrialba, Costa Rica, que trabaja en plantas tropicales.
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— CIP (Centro Internacional de la Papa) en Lima, Perd, que trabaja en
patata.

— ICRISAT (Instituto Internacional de Cultivos para Zonas Subtropicales
Semiaridas) en Hyderabad, India, que trabaja en sorgos, mijos y legu-
minosas para grano.

— ICARDA (Centro Internacional de Investigacion Agricola para Zonas
Aridas) en Siria y Libano, que trabaja en trigo duro, cebada, lentejas
y judias.

De estos Centros, los cuatro primeros han sido financiados por las funda-
ciones Ford y Rockefeller, los tres ultimos por la CGIAR y el quinto por la
OEA (Organizaciéon de Estados Americanos).

Los fines de los Centros Internacionales pueden ser varios entre los siguien-
tes: investigacion basica, creaciéon de nuevas variedades, formacién o entrena-
miento de mejoradores, coordinacion y distribucion del material para campos
de cribado y ensayos varietales, y asistencia a programas nacionales.

La investigaciéon basica que se realiza o se debe realizar en los Centros
Internacionales se refiere sobre todo a metodologia de la mejora genética
vegetal en sus aspectos de mejora de la productividad, mejora de las resistencias
a enfermedades (produccion de indculos, sistemas de inoculacion, evaluacion de
resistencias), mejora de las resistencias a plagas (cria o recogida de insectos,
dcaros y nematodos, métodos de infestacion, evaluacion de resistencias), métodos
de estimacion de la calidad de los productos y de disefio y andlisis de experi-
mentos, técnicas de campo, conservacion de colecciones, 2tc.

Los trabajos de mejora para obtencién de nuevas variedades o de estirpes
en segregacion, preseleccionadas para su distribucién, suelen ser paralelos a la
formacién o entrenamiento de mejoradores.

En cuanto a la ayuda que pueden prestar estos Centros a las campanas
nacionales puede ser enormemente valiosa siempre que se cumplan algunas
inexcusables condiciones. En lo que sigue calco casi exactamente las opiniones
del Premio Nobel de la Paz, Dr. Norman E. Borlaug, artifice de la llamada
«revolucion verde».

Los coordinadores, expertos o asesores que el Centro Internacional envie
a un pais deberan considerarse participantes activos en la campaia e integrarse
plenamente en los equipos nacionales adaptandose a las condiciones locales de
investigacion, entrenando a los cientificos jovenes y ayudando a lanzar cuanto
antes las nuevas obtenciones que causen impacto importante en la produccion
agricola del pais.

Desgraciadamente hemos visto casos en los que la incorporacién de misio-
nes de expertos a campaifias nacionales ha sido un rotundo fracaso entre cuyas
causas podrian destacarse dos. Una la falta de preparacion del cientifico impor-
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tado que no es denunciada por el equipo nacional que trabaja con €l porque
les resulta comodo de manejar sin que se meta demasiado en sus trabajos. Otra
la falta de decision de un experto bien preparado para denunciar los fallos de
la burocracia local que se muestra remisa en la concesion de los fondos de
financiacién que se prometieron al proyectar el programa. Tal denuncia deberia
ir acompafada de la amenaza de dimision del experto si las autoridades locales
no cumplen sus promesas.

Borlaug (1968) describe muy bien las condiciones para que tenga éxito una
campaiia nacional de mejora de la produccién vegetal con la ayuda de técnicos
proporcionados por un Centro Internacional.

— Estabilidad politica del pais.

— Convencimiento sincero de las autoridades nacionales de la importancia
del programa, lo que debe traducirse en su apoyo incondicional acom-
pafiado de la financiacién adecuada,

— Seguridad en la continuidad del programa por un minimo de cinco afios.

— Facilidad de los agricultores para la adquisicion de las semillas, abonos,
maquinaria, herbicidas, etc. para el manejo adecuado de las obtenciones.

— Flexibilidad en los presupuestos que deben concederse de tal manera
que el papel de lo que en Espafia se llama Interventor se vea reducido
al minimo o anulado totalmente.

- Asignacion de cientificos jovenes al programa para su entrenamiento al
lado de los expertos del Centro Internacional.

Si se cumplen estas condiciones basicas la direccion nacional del programa
debe ser capaz de manejar tres grupos de factores dando mayor importancia
a aquellos que limitan la productividad.

Factores técnicos, entre los que destaca por su importancia el abonado
adecuado. Las nuevas obtenciones varietales no solamente deben responder a
elevadas dosis de abonado sino que necesitan esas elevadas dosis. Se debe inves-
tigar el abonado adecuado a las condiciones locales.

Al incrementar el abonado, mejorar el control de la humedad o implantar
el riego, el problema de las malas hierbas se hace mas arduo y precisa la
adecuada utilizacién de herbicidas.

La utilizacion de una tnica variedad, la mas productiva de las obtenidas,
en una amplia zona del pais es muy peligrosa desde el punto de vista fitopa-
tologico. El fallo de una resistencia por aparicion, por ejemplo, de una nueva
raza de un agente patégeno puede causar una desastrosa epidemia.

Podiamos resumir todo esto diciendo que en los programas de mejora de
la produccién vegetal no basta con entregar a los agricultores la nueva variedad
sino que hay que acompafar la entrega con la informacion acerca de densidad
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y €época de siembra, herbicidas y plaguicidas que tolera la variedad y su modo
de aplicacion, dosis de abonado y practicas culturales apropiadas.

Factores psicoldgicos entre los que Borlaug considera de la maxima impor-
tancia la moral del equipo investigador local que al comienzo del programa
puede ser baja si los cientificos que lo forman no se han apuntado todavia éxitos
notorios. Es por ello muy importante que el primer intento sea ya un éxito.

No hay que temer el conservadurismo de los agricultores, pues hasia los
més retrogrados aceptan las novedades cuyos buenos resultados contemplan con
sus propios ojos. Mas de temer es el conservadurismo de los propios cientificos
quienes si no producen resultados no suelen ser criticados, pero que si lanzan
una mala obtenciéon o proponen una practica erronza puede perder su puesto.

Factores econdmicos, algunos de los cuales ya hemos mencionado y entre
los que deberan figurar también la adecuada comercializacion y precio para
los productos.

FORMACION DE MEJORADORES

Es muy importante el papel que pueden desempefar los Centros Interna-
cionales en la formacion o entrenamiento como mejoradores de los titulados
en Agronomia o Biologia entre los que preferentemente se debe reclutar este
personal.

Proporcionan entrenamiento entre periodos de tiempo variables, entre
otros, los Centros siguientes:

— Sobre «Recursos genéticos para paises en desarrollon el ICRISAT de
la India.

— Sobre «Mejora de trigos, triticale, cebada, sorgo o maiz» el CIMMYT
de Méjico.

— Sobre «Mejora de plantas tropicales» el IITA de Nigeria v el CIAT
de Colombia.

— Sobre «Mejora de la patata» el CIP del Perii.

Como ejemplos de cursos de formaciéon podemos citar:

— Sobre «Conservacion y utilizacién ds recursos genéticos vegetales» en
la Universidad de Birmingham, Inglaterra.
— Sobre «Mejora del arroz» en el IRRI en Filipinas.

— Sobre «Mejora de plantas» en Wageningen, Holanda.
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Ocasionalmente el Instituto Agronémico Mediterraneo, en -Aula Dei, Zara-
goza ha dado cursos sobre «Mejora de plantas horticolas» y «Mejora de la
remolacha azucarera» y estd en preparacién un curso sobre «Mejora Vegetal,
especialmente de cereales y leguminosas para granoy.

~En la formacién de mejoradores tiene también mucha importancia su
desplazamiento a Universidades extranjeras en las que tome cursos de posgrado
y obtenga su titulo de Doctor, Muchas Universidades europeas y norteameri-
canas admiten graduados extranjeros para la realizacién de estos estudios en
los que existen al menos dos peligros. Uno consistente en que al planificar el
programa académico para el joven cientifico, su tema de investigacion, que
deberia dirigirse en todo lo posiblé a problemas importantes de su patria, se
dirige en cambio a temas de interés para su profesor. Otro, que se presenta mas
frecuentemente cuando el doctorando trabaja en una Universidad norteame-
ricana es lo que pudiéramos llamar su «americanizacién» o sea el que se
acostumbre a trabajar con grades facilidades materiales y aparatos costosos Yy
pueda formarse la errénea idea de que sin todas estas facilidades es imposible
obtener resultados en mejora genética vegetal. Creo que en esta rama de la
Genética Aplicada puede empezarse a trabajar con parcelas, papel, lapiz Yy,
naturalmente, un minimo de materia gris y de ganas de trabajar sin misdo a
sudar y a mancharse los zapatos de barro.

Al reciclaje y puesta al dia de los mejoradores pueden contribuir eficaz-
mente por una parte sus visitas y estancias en Centros y por otra su asistencia
a Reuniones, Symposia y Congresos, que cuanto menos numerosos de asistencia
y mas monograficos suelen resultar mas eficaces.

A este respecto quicro destacar una vez mas la labor de EUCARPIA,
que desdel956 en que fué fundada y a través de sus secciones (patata, cereales,
forrajeras, biometria, fisiologia, mutacionss vy poliploidia, especies silvestres ¥
formas primitivas, maiz y sorgo, horticolas, frutales, ornamentales, oleiferas
y proteiniferas) organiza reuniones monograficas por plantas o temas, ademas
de sus Congresos generales.

OTROS ASPECTOS DE LA COOPERACION INTERNACIONAL

Quiero mencionar para terminar la ayuda que la cooperacion internacional
puede prestar en el estimulo a la creacion y en la planificacion de Centros
locales de mejora vegetal. La experiencia de los Centros Internacionales y de
los Nacionales de otros paises puede ser en estos aspectos muy 1til, sobre todo
en la elaboraciéon de presupuestos de funcionamiento realistas y flexibles.

También es necesaria la cooperacion internacional para la unificacién de
las legislaciones que protegen las obtenciones vegetales y para evitar que en
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las leyes de cada pais referentes a certificacion de semilla de las obtenciones
se caiga, sobre todo para plantas autégamas, en la imposicion de una unifor-
midad morfolégica exhaustiva para caracteres nimios que impide la multipli-
cacion de las variedades jovenes y de las variedades multilineas. A un agricultor
no le importara que en su campo de trigo haya plantas que tengan unos pocos
pelos mas que otras siempre que el campo sea uniforme en cuanto a aspecto
externo, talla, maduracion y calidad de grano y que obtenga un elevado ren-
dimiento.

Para terminar quisro expresar mi satisfaccion por el apoyo que mis colegas
espafioles y yo mismo hemos encontrado siempre en nuestros colegas portu-
gueses. Particularmente en mi caso por mi formacion al lado de los Profesores
Camara y Victoria Pires a los que dedico en este momento un carifioso recuerdo.
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BROTERIA-GENETICA, Lisboa, I (LXXVI), 105-111 (1980)

OS MINICOMPUTADORES NO ENSINO DA GENETICA
UM EXEMPLO DE CITOGENETICA

Amandio S. Tavares

Servigo de Genética Médica da Faculdade de Medicina do Porto
e
Centro de Genética Humana e Biologia Social do INIC

A evolugdo rapida dos minicomputadores, ora em curso, vem modificar
notavelmente as perspectivas de apoio da informatica ao servi¢o individualizado
de investigagdo ou ensino. Técnicas de colheita e armazenamento de dados e
métodos de analise desses dados, que s6 o recurso a computadores permite
utilizar, estdo agora ao alcance dos utentes, com a vantagem de uma decisdo
mais rapida sobre alteragdes do curso ou do protocolo duma experiéncia.

A aplica¢io dos minicomputadores — especialmente daqueles que dispoem
de monitor video — no ensino tem sido ja largamente referida, em particular
no campo da Logica, da Fisica e da Matematica. Outra interessante area de
aplicacio é constituida pela Genética: a analise genética duma populagio e da
variacio da sua estrutura presta-se muito bem para este tipo de equipamento,
como pudemos ja demonstrar no Centro de Genética Humana e Biologia Social,
onde foi desenvolvida uma razoavel biblioteca de programas de Genética, foca-
dos no Homem.

O minicomputador serve ainda para demonstrac¢io de fenémenos de Cito-
genética, em apoio de filmes ou outros meios audio-visuais de exposi¢do. Os
elementos celulares de importincia genética podem ser simulados no monitor
e a modificacio da sua estrutura ou posi¢do pode ser acompanhada pelo aluno,
que dispde ainda da faculdade de modificar as condi¢oes e os pardmetros de
um determinado mecanismo.

A titulo de exemplo, apresentamos o programa intitulado «Modelo de
recombinagdo génica por crossing-overs em geracdes sucessivasy, por nos desen-
volvido no Centro de Genética Humana e Biologia Social e que supomos
preencher os objectivos que acima referimos, na base de equipamento WANG
2200 C.

O mecanismo de recombina¢io génica constitui para os geneticistas um
poderoso meio de enriquecimento genético duma populagdo. Na sua auséncia,
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os mecanismos de selec¢io natural tornar-se-iam muito mais extremistas na
sua acc¢do. Nao nos convém entrar aqui em pormenores citologicos sobrz a
génese do crossing-over e sua regulacdo, limitando-nos as suas consequéncias
e a descricio sumadria do fendémeno.

Durante a meiose, os cromossomas que constituem cada par replicam
(como e2m qualquer divisao celular) e emparelham-se, formando uma tétrada.
Cada cromossoma (um de origem paterna, o outro de origem materna) esta,
pois, representado ai duas vezes, por se ter dado a replicacao, e, em principio,
cada elemento da tétrada ira para um dos guatro gamzias que se formam.
Todavia, antes dessa separacio, podem verificar-se trocas (crossing-overs) entre
os elementos da tétrada: no esquema classico, pedagodgico, elas dao-se apznas
entre um cromossoma-filho de origem paterna e um cromossoma-filho de origem
materna, mas na realidade podem intervir no fenémeno todas as combinacdes
de pares de cromossomas-filhos que constituem a tétrada.

Entre os factores que governam estas trocas, dois tém interesse aqui: a
distncia do ponto de troca ao centromero = a distancia entre dois pontos de
troca, que, provavelmente por razoes de ordem mecanica, nio podem descer
abaixo de certos valores minimos. Fora este condicionamento, os pontos de
troca distribuem-se ao acaso ao longo dos cromossomas.

Como resultado deste fenémeno, o segmento entre um ponio de troca e
a extremidade do cromossoma-filho é trocado, com todos os genes que contém,
com o s:gmento correspondente do cromossoma-filho que participou no pro-
cesso. Como a separacdo dos cromossomas-filhos (anafase) se da do centromero
para as extremidades, a existéncia de dois pontos de troca no mesmo braco dum
cromossoma ira devolver ao cromossoma-filho uma parte (a distal) do segmento
que cede ao outro.

Daqui resulta uma variedade enorme de combinagdes dos genes situados
ao longo dos cromossomas: se tivermos um individuo que possua apenas genes
de origem paterna num dos cromossomas = genes de origem materna no homo-
logo, os cromossomas presentes nos seus gametas conterio genes de uma e
outra origem em propor¢des muito variaveis. Isto acarreta, para a populagio,
um numero muito elevado de combinagbes génicas, o que representa maior
riqueza genética,

O esquema estatico das trocas por crossing-over, habitualmente utilizado
na apresentacio deste fendmeno, pode ser substituido com vantagem por um
esquema dindmico, em geragdes sucessivas, apresentado no visor de um mini-
computador, de acordo com um programa semelhante ao que se inclui em
apéndice e cuja estrutura se explana a seguir.
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OBJECTIVO DO PROGRAMA

O ponto de partida inicial é constituido por dois cromossomas, um de
origem paterna, o outro de origem materna, identificados pelos simbolos do
centromero (respectivamente, «*» e «+»). A esses cromossomas pode ser atri-
buido o comprimento de qualquer cromossoma humano ou ainda de qualquer
indice de bragos: assim, por exemplo, o cromossoma humano n.” 1 contera
neste modelo 19 genes no brago curto e 21 no braco longo. Os bragos curto
e longo do cromossoma de origem paterna estio contidos nos alfanuméricos
AS$ e C8, e os do de origem materna nos alfanuméricos B$ e DS, respecti-
vamente (linhas 120 a 200).

Durante a replicagdo dos cromossomas que se verifica antes de cada divisdo
celular, podem verificar-se mutac¢oes dos genes neles contidos, com uma fre-
quéncia que habitualmente orca entre 10~* e 10~ para cada gene. Esta situagdo
¢ simulada pela adi¢io de uma unidade ao simbolo numérico de cada gene se
um numero ao acaso ¢ superior a um valor correspondente a taxa de mutacéo;
também se pode verificar a mutagdo inversa, qus é representada aqui pela
subtrac¢do de uma unidade ao simbolo numérico do gene, nas mesmas condi-
¢oes. Dado que as divisdes celulares que conduzem a formagdo de uma gonia
sdo vérias, a possibilidade de mutag¢io d= genes na goénia é 5 vezes maior que
na tétrada.

Também o nimero de quiasmas nas células humanas esta calculado, na
ordem de 4,1 por cromossoma, em média. O niimero de quiasmas numa tétrada
¢ a sua localizag¢io (tendo em conta a interferéncia de outros quiasmas e da
proximidade do centréomero) sdo fixados pela subrotina de linhas 500 a 570.

As funcgoes ‘1 e ’2 (linhas 300 a 405) correspondem a impressio dos cro-
mossomas de centromero paterno ¢ materno, respectivamente. Depois de impri-
mir os zlementos da tétrada, calcula-se o numero de genes diferentes de «0»
(simbolo inicial dos genes do cromossoma materno) existentes no cromossoma
paterno — valor que serve até certo ponto, de medida da transferéncia de genes
de um cromossoma para outro por efeito do fenomeno de crossing-over.

A imagem apresentada no visor termina por fornecer o nimero de gera-
¢oes, o total de mutagdes verificadas, a média de mutagdes por locus e a média
de mutag¢dss por locus por geragdes, e os novos arranjos genéticos obtidos por
crossing-over sdo utilizados para a constituicio da gonia na geragdo seguinte
(Fig. 2).

Este modelo ¢ util para demonstrar graficamente o fenémeno do crossing-
-over ¢ os seus efeitos na determinag¢do da grands heterogeneidade de combi-
nagdes génicas possiveis numa populagdo. Dado que cada cromossoma contém,
neste modelo, um reduzido nimero de genes, a influéncia da mutacio s6 sera
observavel para taxas de mutagdo muito elevadas.
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APRESENTACAO DOS RESULTADOS

O visor apresenta primeiro a definigdio do modelo (Fig. 1) e solicita as
instrugdes: a paragem € util para um ensaio mas torna-se mais eficiente a
suspensdo por um tempo proporcional ao valor atribuido a N. Da mesma
forma, a alternativa de mutagdo ¢é posta, sendo preferivel ndo a incluir no
ensaio. O niimero médio de quiasmas por cromossoma no Homem sera utilizado
se ndo for fornecido outro valor; igualmente é dada a escolha entre os cro-
mossomas da espécie humana (de que s¢ fornecem os parametros correspon-
dentes aos bragos curto e longo) e um par de cromossomas com o comprimento
total de 41 segmentos, cada um deles definidos por um gene como se indicou
atras.

Esta fasz de instrugdes corresponde as linhas 100 a 160. Entra-se depois
na fase des operagio, que compreende primeiro a descricio do par de cromos-
somas escolhido (na Fig. 2 esta representado o exemplo com o par | do cario-
tipo humano) e que s2 mantera nas imagens que posteriormente irdo aparecer
no visor, para confrontar os resultados obtidos com o esquema inicial.

Esse par é copiado para a gonia (linhas 3 e 4) ¢ desta para as linhas 5 e 9;
na linha 8 as setas indicam os pontos de crossing-over e as linhas 6 ¢ 7 des-
crevem os dois cromossomas internos da tétrada, ja com o resultado dos entre-
cruzamentos. Trata-se, como se vé, do modelo mais simples de tétrada, que
podera ser tornado mais complexo se se desejar. Sao esses cromossomas inter-
nos, com novas combinacoes génicas, que serdo utilizadas para o individuo da
gera¢iio seguinte e aparecerdo copiados na gonia no proéximo ciclo.

A ultima linha indica o nimero de gera¢io, o nimero de mutagdes veri-
ficado (as mutagoes identificam-se pelo aparecimento de algarismos acima de
«1»: de cada vez que um gene ¢é replicado, i.e., em termos de computador,
copiado, gera-se um nimero ao acaso que ¢ confrontado com a taxa de mutagdo;
se se verifica mutacdo, ¢ adicionada uma unidade ao valor numérico do gene),
o nimero de mutacbes por locus ¢ o numero de mutacdes por locus e por
geracao.

O cursor do visor desloca-se ao longo do cromossoma, a partir do centro-
mero para as 2xtremidades, isto é, de acordo com o desenvolvimento dos quias-
mas, no sentido da sua terminalizacdao. No caso de o sistema possuir uma
memoria reduzida, o programa pode ser simplificado, eliminando esse aspecto
grafico e apresentando apenas os cromossomas tal como eles se véem no final
de cada fase do processo.

Trabalho do Centro de Genética Humana e Biologia Social
do Instituto Nacional de Investiga¢io Cientifica
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MODELO DE RECOMBINACAO GENICA
POR CROSSING-OVERS EM GERACOES SUCESSIVAS

O MODELO INCLUI

I. DEFINICAO DE | PAR DE CROMOSSOMAS, | COM GENES ’l’, E OUTRO COM
GENES 0/

2. OU DE UM PAR DE CRS. DADO

3. CENTROMERO PATERNO DEFINIDO POR ’*’, O MATERNO POR '+’
4. TOTAL T DOS GENES NAO-/0’ NO CR. DE CENTROMERO PATERNO
5. MUTACAO AO REPRODUZIR O CROMOSSOMA

6. POSSIVEL PARAGEM EM CADA GERACAO

PARAGEM 0 SUSPENSAO N

S/ MUTACAO 0

TAXA < >.0001

QUIASMAS NO HOMEM

FREQ. MEDIA DE QUIASMAS = 4]

NO. AO ACASO

CRMS, DADOS 3

CR. HUMANO NO. (X =23, Y = 24) — OUTRO 0

P=9 Q=21
Fig. 1 — Instrugdes iniciais
TRTRLER R e e * et nanneaanernnl CR. INICIAIS
0000000000000000000 + 000000000000000000000 T 40
TRLTRIn Rt *annnnaananaanannannl GONIA
0000000000000000000 + 000000000000000000000 T 40
TRIT I R *nnnenangaananennantl TETRADA
11100000000001 11111 * 1111111000000001111111 T 31
1001111111111000000-+000000011111110000000
T T ) T

0000000000000000000 + 000000000000000000000
GER 1 MUT. TOT 1 /LOC 0.025 /LOC/GER 0.025

Fig. 2 — Imagem obtida no visor ao cabo de um ciclo. Uma mutagio no 2.° cromossoma-
-filho interior, na extremidade da esquerda.
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LISTAGEM DO PROGRAMA

5 REM RECGENI

10 DIM AS19, BS19, C$23, DS23, ES23, IS1, P$41, MS841, C(10), K(10), P(10)

20 PRINT HEXI(03); TAB (15); “"MODELO DE RECOMBINACAO GENICA”: PRINT
TAB(9); “POR CROSSING-OVERS EM GERACOES SUCESSIVAS”: PRINT: PRINT”
O MODELO INCLUE”

3¢ PRINT “1. DEFINICAO DE 1 PAR DE CROMOSSOMAS, 1 COM GENES ‘I')”:
PRINT TAB(5); “E OUTRO COM GENES 0"”: PRINT ”2. OU DE UM PAR DE CRS.
DADO”

40 PRINT ”3. CENTROMERO PATERNO DEFINIDO POR "*', O MATERNO POR "+
PRINT “4, TOTAL T DOS GENES NAO-'0' NO CR, DE CENTROMERO PATERNO”.
50 PRINT ”5. MUTACAO AO REPRODUZIR O CROMOSSOMA”: PRINT ”6. POSSI-
VEL PARAGEM EM CADA GERACAO”: STOP

100 PRINT HEX(03): C, D, I = 0: A =.0001: INPUT "PARAGEM 0 SUSPENSAO N”,
B: INPUT “S/ MUTACAO 07, A: IF A =0 THEN 120: INPUT "TAXA <>.0001", A:
A=A/

110 D = 4.1: INPUT “QUIASMAS NO HOMEM”, D: IF D =0 THEN 120: INFUT
“FREQ. MEDIA DE QUIASMAS = 4.17, D: D = 15.7/D

120 INPUT "NO. AO ACASO”, X: INPUT, “CRMS. DADOS 3%, I: IF I = 0 THEN 140

130 INPUT: B3 INPUT ME: L= LEENSER — 1P = POSI(PS =" %) —11G =L —P:
GOTO 200
140 INPUT “CR. HUMANO NO. (X =23, Y = 24)— OUTRO 0%, P: IF P = 0 THEN 1
50: RESTORE P*4+1: READ P, Q, XI, X2: PRINT "P="; P; "Q = “; Q: INPUT O:
GOTO 160

150 INPUT “COMPR. RAMO CURTO, LONGO (P+ Q<41 P<20 Q<24)". P, Q
160 L = P + Q: INIT (30) MS: INIT (31) PS: STR (PS, P + 1, 1) = "*”: STR (M$, P + 1.
="+

200 AS = STR (PS, I, P): BS = STR (MS, I, P): CS = STR (PS, P + 2, Q): DS = STR
(MS, P+ 2, Q): O, G=0: RESTORE: PRINT HEX (03);: GOSUB ‘I: PRINT “CR.
INICIAIS”: GOSUB ‘2: PRINT “T”; L

205 0= 0+ 1: A= A*10: RESTORE 2: GOSUB ’l: PRINT “GONIA”: GOSUB "2:
PRINT “T”; M: PRINT: PRINT: PRINT: PRINT TAB (64); TAB (64); TAB (64): A = A/
10: GOSUB ‘2: GOSUB ‘I: PRINT “TETRADA”: IF P=0 THEN 210: Y=P: ES=AS:
GOSUB 510: H =J

210 Y = Q: ES = CS: GOSUB 510: PRINT TAB (P + 2); HEX (0A0AOA);

220 IF J =0 THEN 240: FOR 1= ITO }: STR (CS$, C (I)) = STR (D3, C (I)): STR
(D3, C (1)) = STR (ES, C (I)): STR (ES, C (I) = STR (CS, C (1))

230 FOR W = 1TO C (I): PRINT HEX (09);: NEXT W: PRINT ”1”;: FOR W = ITO
C (I) + 1: PRINT HEX (08);: NEXT W: NEXT I

240 IF H = 0 THEN 260: ES = AS: FOR 1 = ITO H: W =P —P (I) + I:'STR (AS. I. W)
= STR (B3, 1, W): STR (BS, 1, W) = STR (E$, 1, W): STR (ES, 1, W) = STR (AS, 1. W)
250 FOR W = ITO P (I): PRINT HEX (08);: NEXT W: PRINT “{”:: FOR W = ITO
P (I) — 1: PRINT HEX (09);: NEXT W: NEXT I

260 PRINT: GOSUB ‘1: PRINT “T”; M: GOSUB “2: PRINT HEX (0A); J + H; "CRUZ.":
PRINT: PRINT: PRINTUSING 700, O, G, G/L; G/L/0: X = RND (X): IF B > 0 THEN
270: PRINT HEX (0C);: INPUT X: GOTO 205

270 Z = 1: FOR I = ITO B: Z = Z{B: NEXT I: PRINT: GOTO 205

300 DEFFN ‘I: READ U: PRINT HEX (01); IF U =0 THEN 310: FOR I = ITO U:
PRINT HEX (0A);; NEXT 1
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310 IS = ”*”: PRINT TAB (P + 2); I1S;: IF P =0 THEN 320: ES = AS: GOSUB 410:
A8 = E$

320 ES = CS$: GOSUB 410: C$ = E$: M = U: PRINT HEX (0C):: FOR W = 1TO 52:
PRINT HEX (09);: NEXT W: RETURN

330 PRINT HEX (0C);: FOR W = ITO 52: PRINT HEX (09):: NEXT W: RETURN
400 DEFFN “2: IS = “+”: PRINT TAB (P + 2); IS;: IF P =0 THEN 405: ES = BS:
GOSUB 410: BS = ES

405 ES = DS: GOSUB 410: DS = ES$: GOTO 330

410 Y = LEN (ES): FOR W = 1TO Y: I=W: IF Y =QTHEN 415: I=P +1—1
415 01 = 01 + X: IF O = 0 THEN 430: IF RND (01) > A/10THEN 420: V = 0: GOTO
425

420 IF RND (Ol) < (1 — A) THEN 430: CONVERT STR (ES. I, 1) TO V: V=V + [:
IF V<10 THEN 425: V=10

425 CONVERT VTO STR (ES, I, 1). (#) G=G *+ I

430 IF IS = “+” THEN 435: IF STR (E$, I, 1) = "0” THEN 435: U=U + 1

435 IF Y = Q THEN 450: PRINT HEX (0808);

450 PRINT STR (ES, I, I);

460 NEXT W: IF Y = Q THEN 470: FOR I = 1TO P: PRINT HEX (09):: NEXT I:
GOTO 480

470 FRINT

480 RETURN

500 IF D =0 THEN 510: U = INT (Y/D +.5): GOTO 520

510 X=X+ U+ 1: U=INT ((X2 —XI) *RND (X) *Y/40 + .5) + Xl

520 FOR I = 1TO U: X=X+ U + 1: K (I) =INT (RND (X) *Y + .5): NEXT I: I,
K=0

530 FOR I = ITO U: IF K (I) <2 THEN 550: IF K (I) =Y THEN 550: K=K + I:
IF 1 =1 THEN 540: FOR W = 2TO K: IF ABS (K () —C (W—1))<3 THEN 550:
NEXT W

540 J=J1+1: C H=K (I

550 NEXT I: FOR 1 = 1TO J: FOR W = ITO J: IF C (I) > = C (W) THEN 560: U = C
w:cw=Ccmm:c@m=U

560 NEXT W: NEXT I: IF Y = Q THEN 570: FOR I =1TO J: P (I) = C (I): NEXT I
570 RETURN

700 % GER. £+ = MUT. TOT £=5=£ /LOC HEEF#,E /L/GER :,L- L=
800 DATA 0, 3, 6, 8, 19, 21, 2, 5, 15, 23, 2, 5, 14, 16, 2, 4, 8, 21, 2, 3, 7, 20, 2, 4, 10, 17,
2. 4,9,°15, 2,,4,8, 15, 2,3, 7, 14,2,.3, 6,14, 2, 3,9, 13, 2, 3,5, 14, 2, 3, 3,14, 1, 3,3, 13,
1, 3,302 1,:3,:6; 8,72,.3, 4:°9, 2: 3.:3,:9, 1;.2::5, 6; 152

810 DATA 'S, 5; 1;:2::2:5: 1; 2:2::6; 1,02::8::14, 2, 3,02 71, 2
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BROTERIA-GENETICA, Lisboa, I (LXXVI), 113-130 (1980)

ALGUNS ASPECTOS DE MUTAGENESE AMBIENTAL *
Robert De Boelpaepe

Laboratério de Ecologia Aplicada, Universidade dos Acgores, 9502 Ponta Delgada Codex,
Portugal

RESUME

Le présent article est consacré i la mutagenése de I'environnement et
précisément a1 la toxicologie génétique. Ce domaine de recherche, actuellement
en expansion rapide, vise la protection des ressources naturelles et surtout le
maintien du patrimoine héréditaire des étres vivants, seule garantie pour la
perpétuation et le bien-étre de notre espéce elle-méme.

L'auteur s’efforce de donner une vue d’ensemble sur les effets altéragénes
des agents chimiques les plus variés, liés aux activités humaines et introduits
ou non volontairement dans I'environnement (produits industriels, drogues
pharmaceutiques, cosmétiques, additifs alimentaires et pesticides). Comme
I'évaluation des risques de I'environnement est un probléme crucial pour
’humanité, les divers aspects abordés dans cet article incitent i ume prise
de conscience de la part des autorités compétentes en matiére de protec-
tion de I'environnement et de santé publique, voire méme des instances
politiques.

INTRODUCAO

A invasao do ambiente nas tltimas décadas por um nimero crescente de
agentes poluentes, os pesticidas, o gas de combustdo dos carburantes, os residuos
radioactivos ¢ os produtos quimicos entrando na composi¢io de medicamentos,
alimentos e bebidas tem vindo a manifestar consequéncias nefastas ao nivel
da qualidade de vida. A accio toxica de muitos desses agentes é actualmente
do conhecimento geral, o mesmo nido se podendo dizer acerca dos seus efeitos

* Comunicagiio apresentada no Curso de Genética organizado pela Universidade Nova
de Lisboa no Hospital Distrital de Ponta Delgada de 21 a 22 de Abril de 1980,
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perniciosos a longo prazo. Este aspecto merece a consciencializagio por parte
do grande publico, pois é bom salientar-se que certos produtos industriais e
contaminantes podem exercer modificagdes irreversiveis sobre o patrimoénio
hereditario dos seres vivos e conduzir a extingdo de diversas espécies.

Surgiu assim a necessidade do desenvolvimento de um novo ramo da ciéncia
incidindo sobre o estudo dos efeitos genéticos provocados por agentes fisicos
¢ quimicos sobre uma grande faixa de organismos vivos. Tal dominio, designado
por Mutagénese Ambiental, hoje em dia estuda também os efeitos sobre o
homem.

O objectivo final da mutagénese ambiental é de definir os riscos genéticos
a que se expde o homem a partir de um consenso de resultados obtidos em
sistemas vivos de testagem apropriados (microrganismos, plantas superiores,
insectos, mamiferos, culturas celulares), uma vez que ndo ¢ possivel fazer a
testagem sobre o ser humano.

Apesar das radiacOes ionizantes continuarem a representar um perigo evi-
dente para a nossa sociedade, em virtude dos possiveis acidentes nucleares, ha
um outro perigo ndo menos pernicioso e que diz respeito a todos, ou seja a
contaminag¢do do ambiente por produtos quimicos lan¢ados continuamente pelas
industrias. A larga intrusio dos toxicos no ambiente e os perigos que deles
advém constituem uma area de interesse para os Servicos da Saide Publica
e o geneticista-médico. E imperativo que o publico se torne cada vez mais
consciente do perigo que corre pelo uso abusivo de produtos quimicos tais como:
drogas farmacéuticas, conservantes alimentares, cosméticos, pesticidas e outros.
Um aspecto muitas vezes pouco conhecido é o dos efeitos produzidos a longo
prazo por certos toxicos, nem sempre facilmente detectaveis, sendo irreparaveis
e com graves consequéncias ao nivel do patriménio hereditario.

A Toxicologia Genética, novo ramo da genética actualmente em relevo,
tem a responsabilidade de considerar os efeitos da exposi¢dao dos individuos das
popula¢cdes humanas aos agentes genotoxicos. Em relagdo com este problema,
devem desenvolver-se medidas efectivas no sentido de determinar a probabi-
lidade do éxito da transmissio de qualquer dano produzido nas células germi-
nais e avaliar o seu efeito nas futuras geragoes.

Os efeitos dos toxicos a longo prazo podem ser classificados em 3 cate-
gorias: efeitos cancerigenos, teratogénicos e mutagénicos. Os efeitos mutagé-
nicos dos produtos quimicos correspondem a alteragoes do material genético
podendo produzir-se a varios niveis:

1 — Modificag¢bes restrictas apenas a um gene (muta¢des pontuais) ou
pequenas delecgdes de um ou varios genes, sendo estas dificilmente
distinguiveis das mutagdes pontuais:
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2 — Danos atingindo uma grande parte da estrutura do cromossoma (ex.
ganhos, perdas ou translocagdes de segmentos cromossémicos = muta-
¢des cromossOmicas estruturais);

3 — Modificagdo do numero de cromossomas por ganhos ou perdas de
cromossomas inteiros resultando de uma nao-disjuncdo (mutagdes
numéricas do genoma).

Na aceitagdo mais larga do termo, as aberracoes cromossémicas incluem feno-
menos de natureza muito diferente tais como os rearranjos cromossémicos e
as variagoes do genoma.

As mutacoes s6 passam de uma geracdo para a outra se ocorrerem ao nivel
do tecido germinal dos individuos, origem das futuras células reprodutoras.
Podem, contudo, também afectar as células somaticas e, apesar de neste caso
ndo haver um risco de transmissio por via sexuada, ha outros riscos relacio-
nados com indug¢io de céncro e nalguns casos de teratogénese.

Para além dos mutagéneos quimicos classicos como os agentes alquilantes,
analogos das bases puricas e pirimidicas, 6xido de etileno e outros, existe ainda
um grupo de substancias (criptomutagéneos) que, ndo sendo directamente muta-
génicas, se transformam no organismo em produtos mutagénicos. Este feno-
menos resulta quer, da auséncia ou deficiéncia de um mecanismo de destoxicagio
adequado, quer da interac¢io de outras substidncias presentes no organismo
como nitritos, nitrosaminas, dietilcarbonato, etc. Estas substancias merecem
um estudo metabolico aprofundado especialmente no tocante aos mamiferos.
Sabe-se ainda que a inibi¢io de certos sistemas enzimaticos pode transformar
uma substancia inofensiva num agente mutagénico ou cancerigeno. E através
desta via que devem ser encaradas as potencialidades toxicologicas de certos
produtos quimicos, nomeadamente os pesticidas largamente utilizados na Agri-
cultura.

TESTES DE MUTAGENICIDADE

Existe toda uma série de testes que permitem detectar o grau de mutage-
nicidade dos produtos quimicos. Estes testes tomam em considera¢io as pro-
priedades quimicas e fisicas do produto permitindo uma resposta expedita as
seguintes questoes fundamentais:

a) Podera um composto ou seus metabolitos provocar uma lesio ao nivel
do ADN e/ou induzir muta¢des pontuais?

b) Podera a substidncia ou seus metabolitos provocar mutagdes cromosso-
micas ¢/ou mutagdes genOmicas?
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Todo o processo para deteccdo da mutagenicidade deve incluir um teste
especifico para cada um dos aspectos referidos. Actualmente, os testes usados
para avaliacao dos efeitos genéticos potenciais, quer no que respeita a induc¢io
de mutagoes génicas ou a produgdo de danos ao nivel do ADN, utilizam geral-
mente como material biologico os procariotas. No que respeita as potenciali-
dades de produciio de rupturas cromossémicas utilizam-se eucariotas.

A titulo informativo, os testes geralmente usados para determinar o poder
mutagénico ou carcinogénico de produtos quimicos s@o: testes sobre micror-
ganismos procariotas e fagos; testes sobre microrganismos eucariotas; testes
de mutagenicidade sobre células de mamiferos em cultura; testes de medida
do efeito da reparagio do ADN e da inibi¢do da replicagio do ADN; teste de
transformacio in vitro; testes in vivo em mamiferos; testes em insectos: e testes
citogenéticos in vitro e in vive em mamiferos. Existem também alguns métodos
para avaliacio das potencialidades mutagénicas dos produtos quimicos ambien-
tais que utilizam plantas tais como Tradescantia (UNDERBRINK er al., 1973:
SCHAIRER et al., 1979), cevada EHRENBERG, 1971), soja ou pélen VIG, 1975).
Dada a complexidade do dominio vegetal, estes testes sio de uso menos corrente,
incitando a pesquisa cientifica a4 descoberta de outros materiais que respondam
mais rigorosamente aos objectivos formulados.

MUTAGENICIDADE DE PRODUTOS UTILIZADOS NA INDUSTRIA

Numerosos produtos quimicos muito usados na industria mostraram ser
mutagénicos em determinados organismos. Entre os mais correntes, desta-
cam-se:

B-propriolactona, etileneimina, 4-amino-bifenilo, 4-nitro-bifenilo, eter de
bis(clorometilo), benzidina e cloreto de vinilo. Todos eles tém estado associados,
nos ultimos anos, com a carcinogénese ligada as condigbes de trabalho. Mais
particularmente, o cloreto de vinilo empregava-se na inddstria como propulsor
nos aerosois-sprays, nomeadamente lacas para cabelo. aeroséis para perfumar
os ambientes e aerosbis de pesticidas. E também polimerizado para formar o
cloreto de polivinilo que serve para fazer materiais de empacotagem, recipientes
plasticos para bebidas alcodlicas ¢ muitos outros produtos manufacturados.
Ha poucos anos foi mostrado que o cloreto de vinilo tem uma actividade carci-
nogénica e também mutagénica. A pesquisa mostrou que causa o angiosarcoma
no figado do rato, tendo a mesma doenca sido detectada em trabalhadorss de
quatro fabricas produtoras de cloreto de polivinilo nos U.S.A. Além da expo-
sicdo crénica de trabalhadores fabris ao cloreto de vinilo, uma outra fonte
com um maior impacto ao nivel das populagdes humanas estd representada
pelos alimentos e bebidas empacotadas com matérias plasticas contendo cloreto
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de polivinilo. A ingestdo oral diéria de cloreto de vinilo pelo homem foi avaliada
ser inferior a 100 pg. Os conhecimentos actuais da carcinogénese quimica indi-
cam ndo ser possivel estabelecer um nivel de exposi¢gio minima a partir do
qual se manifestaria a actividade carcinogénica do produto. Por tal razdo, a
minimizacio dos riscos impde medidas preventivas (Ver artigo de revisio de
BARTSCH ¢ MONTESANO, publicado no Mutation Research 32, 7975). Convém
acrescentar que o cloreto de vinilo deu resultados positivos em testes de muta-
genicidade a curto prazo sobre Salmonella typhimurium BARTSCH et al., 1975;
RANNUG er al., 1974) e leveduras LOPRIENO et al., 1976).

MUTAGENICIDADE DE DROGAS FARMACEUTICAS

No tocante as drogas farmacéuticas, muitas revelaram-se mutagénicas,
levantando um problema complicado em virtude do paradoxo: beneficio para
a saude < risco genético. Tal é o caso da hicantona, droga usada no trata-
mento da esquistossomiase e que tem sido extensivamente estudada nos ultimos
anos. A esquistossomiase é uma doenga provocada por um verme parasita
(trematodo) do género Schistosoma, cujas trés espécies responsaveis infectam
algumas centenas de milhdes de seres humanos. Schistosoma hematobium é
correntemente encontrado na Africa e Asia. S. mansoni encontra-se distribuido
na Africa, América do Sul e Indias Ocidentais. S. japonicum existe na Asia.
A hicantona mostrou-se altamente eficaz em relacdo as duas primeiras espécies
supracitadas (DAVIS, 1975; KATZ, 1975) e foi considerado desde 1949 pela Orga-
nizagio Mundial da Satide (O.M.S.) como um dos melhores agentes esquistos-
somicidas para o tratamento das populagdes. Avaliou-se que mais de um milhdo
de individuos foi tratado até a data actual (1978) com a hicantona. Este pro-
duto foi descoberto por Rosi e seus colaboradores (1965) num meio de fermen-
tagdo apOs incubac¢io da lucantona com Aspergillus seleratcrium. Inicialmente,
a mutagenicidade da hicantona foi evidenciada na Salmonella e no bacterié-
fago T4 (HARTMAN et al., 1971). Esta droga pode ser considerada como agente
super-mutagénico para os sistemas bioléogicos testados, tais como Newrospora
crassa (ONG e DE SERRES, 1975) e células de mamiferos em cultura (CLIVE
et al., 1972; CLIVE, 1974). Em face de tais efzitos perniciosos, muitos investiga-
dores pensam que com a aplicagdo da hicantona esta a iludir-se a cura temporéria
de uma doenga, com o risco de contrair uma outra mais séria. Assim, os danos
genéticos provocados pela hicantona nas células somaticas de doentes tratados
poderiam estar na origem de cincros aparecidos nos ultimos anos. Ha uma
certa evidéncia de que a hicantona seja mutagénica nos mamiferos. Foi mos-
trado que a incidéncia do hepatoma é maior quando os ratos e hamsters, infec-
tados com Schistosoma mansoni, eram tratados com hicantona. Foi também
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observado que o tratamento prolongado, durante um ano ou mais, de ratos
atacados de esquistossomiase podia produzir hiperplasia hepatocelular (HAESE
et al., 1973, 1976). O mecanismo do efeito carcinogénico da hicantona induzido
nos ratos e hamsters infectados é ainda desconhecido. Pensa-se que os danos
produzidos nas células germinais da espécie humana poderiam aumentar a fre-
quéncia de diferentes doencgas genéticas que persistiriam assim durante muitas
geragdes. Os dados experimentais no que diz respeito a mutagenicidade, carci-
nogenicidade sio ainda limitados, nao possibilitando uma extrapolagdo para
o homem. SO estudos mais aprofundados e mais vastos sobre as numerosas
populagdes tratadas com a hicantona permitirdo avaliar exactamente 0s riscos
genéticos desta droga esquistossomicida.

MUTAGENICIDADE DE COSMETICOS

No campo dos cosméticos, os cientistas Americanos, Ingleses ¢ Japoneses
descobriram através de testes expeditos de mutagenicidade («short-term tests
for mutagenicity»), que a maioria dos colorantes para cabelo sio poderosos
mutagéneos. Nos Estados Unidos, resultados de investigagoes recentes (AMES
et al., 1975) mostraram que 89 % (150/169) de preparacdes comerciais de tipo
oxidativo eram mutagénicas na Salmonella. Estudos semelhantes empreendidos
no Japao pelo Dr. Sugimura director do Centro Nacional de Investiga¢io para
o Cancro, revelaram, através de testes adequados sobre Salmonella, E. coli,
Bacillus subtilis e leveduras, que 82 % (146/179) de tintas Japonesas para
cabelo tinham uma ac¢io mutagénica. Problemas comparaveis foram também
levantados em 1975, na Inglaterra, pelo Dr. Searle e seus colaboradores. Inves-
tigagoes actualmente em curso para detectar os produtos mutagénicos, dentro
da enorme gama integrada em preparagdes comerciais, fornecerdo dados
preciosos para informar correctamente os consumidores dos perigos a longo
prazo. Contudo, o problema da mutagenicidade das tintas para cabelo apre-
senta-se extremamente espinhoso pelo facto de a adigdo de peréxido ao produto
de base da tinta, previamente a aplica¢do, produzir um grande numero de
analogos de estrutura semelhante ¢ ainda mesmo mais complexa. Nao se sabe
ainda sob qual forma existem estes produtos no organismo humano, como sdo
metabolizados, em que tecidos se distribuem, se podem ser excretados rapida-
mente e se a urina pode conter metabolitos mutagénicos. Apesar dos poucos
dados disponiveis, os resultados de investigagdes actuais mostram que as tintas
sdo absorvidas pelo couro cabeludo durante o processo de colora¢do (KIESE e
RAUSCHER, 1968), tendo-se encontrado ingredientes da tinta na urina, algum
tempo apés aplicacio (MARSHALL e PALMER, 1973). Em virtude das tintas
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para cabelo terem uma actividade mutagénica, é imperioso avaliar mais rigorosa-
mente os efeitos toxicolégicos e genotéxicos dos muitos outros cosméticos antes
da sua comercializagdo.

MUTAGENICIDADE DE PRODUTOS ALIMENTARES, ADITIVOS
E CONSERVANTES

No dominio da alimentacdo, chega-se a um problema complexo de saber
quais sdo as substincias cancerigenas ou mutagénicas presentes nos produtos
alimentares ou podendo aparecer na comida. Neste caso, é evidente que toda
a gents estd exposta aos riscos potenciais de numerosos compostos cujas pro-
priedades estio ainda mal ou ndo conhecidas. Certos argumentos podem dar
origem a polémicas, pois a via cientifica consiste na extrapolacao para o
homem de dados obtidos a partir de testes biologicos escalonados, desde os
microrganismos aos mamiferos, na condicdo de os resultados serem repro-
dutiveis sobre um grande nimero de sistemas biologicos diferentes. Recente-
mente identificou-se em certos alimentos cozinhados, tais como bifes e «ham-
burgers» (COMMONER et al., 1978), bem como nos fragmentos carbonizados de
carne de vaca e peixe (NAGAO er al., 1977; SUGIMURA et al., 1977), uma nova
categoria de substancias mutagénicas, sendo algumas delas derivadas de amino-
-y-carbolinas. Ensaios de detec¢do do poder mutagénico e das prepriedades
toxicas destas moléculas foram integralmente realizados sobre o bacilo do tifo
(Salmonella typhimurium TA 98), onde estas substancias se revelaram incon-
testavelmente activas.

Outras substancias reputadas mutagénicas ou pré-mutagénicas sao os flavo-
noides, extremamente espalhados na naturzza e nomeadamente na alimentacao.
E o caso da quercetina, que foi mostrado ser transformada no figado dos mami-
feros ¢ do homem num principio cancerigeno e mutagénico (BJELDANES e
CHANG, 1977: BROWN et al., 1977; SUGIMURA et al., 1977). E utépico
pensar extirpar dos alimentos as substincias potencialmente mutagénicas ou
cancerigenas. ATpesar do facto das concentracboes de mutagéneos na comida
serem extremamente baixas, a sua acumulagdo durante a vida de uma pessoa
pode ser suficiente para provocar dano genético nas células somaticas, o que
poderia estar na origem da apari¢do do cancro. Em virtude de ndo ser possivel
minimizar tal risco potencial, convém contudo salientar que as quantidades de
substancias mutagénicas presentes na comida cozinhada, didria, sio extrema-
mente pequenas de tal modo que podem ser metabolicamente inactivadas. Efec-
tivamente pensa-se que a espécie humana possua muito provavelmente enzimas
.capazes de inactivarem os agentes mutagénicos aos quais estd continuamente
exposta durante muitas geracdes,
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Nio se podem também ignorar os perigos reais de certos conservantes e
aditivos alimentares. Tal é o caso do AF-2 (furilfuramida, derivado do nitro-
furano), largamente utilizado como conservante alimentar, no Japio, desde
1965. Este produto revelou-se um poderoso mutagéneo sobre E. coli (KADA,
1973; KONDO e ICHIKAWA-RYO, 1973) bem como sobre células humanas em
cultura (TONOMURA e SASAKI, 1973). Os resultados japoneses foram confir-
mados posteriormente com outros microrganismos: Salmonella (MCCANN et al.,
1975), leveduras e Neurospora (ONG e SHAHIN, 1974). Para além de ser um
agente super-mutagénico, a furilfuramida foi reconhecida cancerigena pois indu-
ziu tumores gastricos nos ratinhos (IKEDA et al., 1974), o que obrigou a retirar
do mercado todos os produtos alimentares contendo este conservante. Outros adi-
tivos alimentares, tais como o nitrito de sédio, o bissulfito de sédio e derivados
do nitrofurano, estruturalmente semelhantes ao AF-2, sdo também mutagénicos.
O nitrito de sodio e o bissulfito de sodio, largamente utilizados em paises desen-
volvidos tornam a situagio espinhosa devido ao facto de serem mutagéneos
fracos e de ndo se dispor, até a data presente, de meios para avaliar os efeitos
da exposi¢dao cronica, em relacio a qualquer tipo de agente mutagénico, sobre
o ser humano.

MUTAGENICIDADE DE PESTICIDAS

O uso cada vez mais extenso dos pesticidas no controlo das pragas e
doencas levou os cientistas a suspeitar e evidenciar os seus efeitos nocivos para
o ambiente ¢ para a saude publica. Hoje em dia, sabe-se que numerosos pesti-
cidas sdo potentes mutagéneos sobre um grande nimero de sistemas experi-
mentais, desde os microrganismos até aos mamiferos. Alguns, tais como o
dibrometo de etileno, o heptacloro ¢ o clordano, além de serem mutagénicos,
revelaram-se carcinogénicos em testes com ratos e ratinhos. Os efeitos gené-
ticos potenciais dos insecticidas organofosfatados para o genoma humano come-
¢aram a fazer parte dos programas de investigagdo, desde que foi descoberta
a accdo mutagénica do fosfato de trimetilo nos ratinhos (EPSTEIN et al., 1970).
Os organofosfatos sio agentes alquilantes, propriedade revelada através do
teste NBP. Este baseia-se na reacciio da 4-(4-nitrobenzil) piridina com os agentes
alquilantes para formar produtos de alquilacio colorados, que podem ser anali-
sados por colorimetria. O diclorvos (2,2-diclorovinil dimetilfosfato) produz a
metilacdo das bases do ADN in vitro (LOFROTH, 1970). bem como nas bactérias
¢ células de mamiferos (WENNERBERG e LOFROTH, 1974). O diclorvos, o
dimetoato, o metilparatido, o oxidemetdo-metilo, em concentracdes de 10**M
ou superiores, induzem mutacgdes génicas em microrganismos in vitro. A nio
deteccio de efeitos mutagénicos, em concentragdes inferiores aquela, deve ser
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considerada como resultante da falta de sensibilidade do sistema biolégico testado
e ndo a auséncia de efeito do produto. Isto é sugerido pela comparagdo das
relacdes dose-efeito, obtidas em varias sistemas microbianos. Nas condigoes de
aplica¢io como insecticida, o diclorvos encontra-se nos tecidos dos mamiferos
tratados em concentracoes diminutas, inferiores as mais baixas concentra-
¢coes constatadas como mutagénicas para os microbios in vitro. O risco muta-
génico deste produto podera talvez ser insignificante, mas seria desejavel, no
cntanto, conseguir determina-lo quantitativamente. O insecticida malatido apre-
senta uma toxidade relativamente baixa para os mamiferos [LD50 para os
ratos per os = 1200 mg/kg (FEST e SCHMIDT, 1973)], devido ao facto de, por
hidrolise de um grupo carbetoxi, ser convertido em acido malatido, fraco inibi-
dor da colinesterase, enzima essencial para a transmissio neural. Sendo este
acido um triester do acido fosférico ¢ como tal um agente alquilante potencial,
¢ imprescindivel realizar testes para a mutagenicidade do malatido nos mami-
feros, no sentido de averiguar se constitui um risco genético para o homem.

No campo dos herbicidas, convém assinalar o caso interessante da atrazina,
usada largamente em pulveriza¢des do solo para sementeira de milho. Este
produto quimico, possuindo uma actividade genotoxica praticamente nula, €
metabolizado pela planta num agente(s) capaz de induzir em leveduras altera-
¢Oes genéticas, originadas por conversdo génica (GENTILE e PLEWA 1975,
1976). Em testes realizados com euraciotas superiores (grios de pdlen de milho) tal
metabolito(s) revelou-se mutagénico, induzindo uma reversio génica no locus
«waxy» (GENTILE ¢ PLEWA, 1976). Os mesmos autores mostraram ainda que
extractos das cariopses de plantas de milho, tratadas com atrazina, aumentavam
a frequéncia de conversio génica em Saccharomyces cerevisiae.

Em face destes resultados, é de poOr reservas a utilizacdo da atrazina, ndao
apenas por as alteragoes genéticas, produzidas nos gametéfitos do milho, pode-
rem comprometer a manuten¢io das qualidades inatas das linhas seleccionadas
para a multiplica¢io, mas ainda por o agente mutagénico ter possibilidade de
passar na cadeia alim2ntar.

DISCUSSAO FINAL

Apos todas estas consideracdes pode concluir-se que os mutagéneos qui-
micos tém hoje em dia um largo espectro de distribui¢iio, que se estende desds
os produtos para consumo do homem até ao espago vital em que este se inserz.
Como ¢ impossivel na pratica testar sistematicamente todos os agentes quimicos
a que estio sujeitas as popula¢des humanas, ¢ necessario dar prioridade ao
estudo das substiancias a que o homem estd mais largamente exposto, por expo-
sicao aguda ou cronica, através de preparagdes comerciais ou formulagdes cli-
nicas, durante os estadios dz reprodugdo.
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Os cientistas tém uma grande responsabilidade nas tomadas de posi¢io
e na adverténcia do grande piblico. Ndo seria conveniente denunciar os riscos
potenciais de substancias cujas propriedades estdo ainda mal conhecidas, tais
como substancias mutagénicas aparecidas nos alimentos, como resultado ou
nio de uma cozedura. Sendo estas impossiveis de eliminar na pratica, dado
as suas concentragoes serem extremamente baixas, ndo ¢ de recear que possuam
uma acg¢io eficaz. Consequentemente, ndo se devem ultravalorizar os riscos
quando se dispde de dados cientificos insuficientes nem minimiza-les em face
de uma limita¢cio de dados. Importa acentuar que um produto quimico uma
vez revelado mutagénico para as bactérias, nio deve ser alvo de extrapolagio
para o caso humano, sem ter sido testado sobre um grande numero de sistemas
biologicos, indo até aos mamiferos, ou sobre células humanas em cultura.
No entanto, existem diferengas profundas entre bactérias e o ser humano.
Com efeito, ao contrario das bactérias, pensa-se que o hom=m tenha adquirido
ao longo da sua evolu¢do mecanismos que lhe permitem uma destoxicacio em
relagdo a substancias muito variadas. Assim, se o homem possuir no seu tubo
digestivo um equipamento enzimatico apropriado para a degrada¢io de muitas
substancias mutagénicas, o problema da mutagenicidade nunca atinge as
mesmas propor¢oes que nos seres vivos mais simples, destituidos de tais sistemas
de destoxicagdo.

Dispensa-se muita aten¢do, actualmente a detecgio dos efeitos muta-
génicos dos produtos quimicos, nio s6 com o intuito de proteger as geracoes
futuras mas também de evitar os efeitos deletérios no presente, dada a estreita
correlagio entre poder carcinogénico e o mutagénico. Em virtude da maioria
dos agentes mutagénicos ter efeitos cancerigenos, torna-se imperioso reduzir
a um nivel minimo as exposi¢des a tais agentes. Os problemas ligados a ava-
liagdo dos riscos genéticos e carcinogénicos dos produtos quimicos ambientais
e a protecgdo das populagdes humanas desencadearam uma intensa colaboracio
internacional, levando a criacdo da «International Association of Environmental
Mutagen Societies» e mais tarde da «International Commission for Protection
against Environmental Mutagens and Carcinogens» (ICPEMC). Tal comissiio res-
pondeu a necessidade imperiosa de actualizar o conjunto dos conhecimentos
no dominio da mutagénese e carcinogénese, com intuito de formular recomen-
dagoes que podem servir de base para regulamentacio e estimular novas vias
de investigacdo.

Perante a situacio presente, em face dos perigos provocados pela prolife-
ragao de novas moléculas sintéticas, com propriedades biolégicas pouco conhe-
cidas, incumbe aos cientistas desenvolver métodos adequados no sentido de
averiguar a mutagenicidade ou, de uma maneira mais geral, a toxidade de tais
produtos, fruto da evolu¢io da quimica.
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BROTERIA-GENETICA, Lisboa, I (LXXVI), 131-134 (1980)

GENETICA DA SENSIBILIDADE AO HALOTANO
UMA SITUACAO COM GRANDE INTERESSE ACTUAL
NO MELHORAMENTO PORCINO

J. C. Antunes-Correia

Departamento de Genética, Escola Superior de Medicina Veterindria, Lisboa, Portugal.

«Hence if man goes on selecting, and thus augmenting any peculiarity, he
will almost certainly modify unintentionally other parts of the structure, owing
to the mysterious laws of correlationy.

Esta afirmagdo de Darwin, em «The origin of Species», encontra uma
materializacdo perfeita na situagdo que sz descreve nesta nota. De faclo, os
melhoradores na sua ansia de perfeicdo, tém procurado obter uma conformacao
muscular extrema de algumas racas de porcos, afastando-se cada vez mais do
equilibrio, préprio da espécie. E o que sucede nas ragas hipermusculadas como
o Pietrain e o Landrace Belga e Alemdo, onde ao mesmo tempo que foram
melhorando as caracteristicas morfolégicas se foi desenvolvendo uma maior
sensibilidade ao stress traduzida pelo sindrome de stress porcino (PSS), pelo
sindrome de hipertermia maligna (MHS) e pelo aparecimento de carnes pdlidas,
moles e exsudativas (PSE). Estas sdo situagbes com grande peso econémico,
pelas implicacdes que apresentam nos programas de melhoramento de suinos.
Na realidade, sao susceptiveis de provocar prejuizos consideraveis devido a
mortes subitas, assim como se podem traduzir na depreciagdo do valor das
carcacas de alguns dos animais atingidos. A despzito de tudo, as ragas onde
estas situagdes sdo mais exuberantes, encontram-se entre as mais evoluidas do
Mundo. Isto deve-se ao facto de possuirem uma conformagdo excepcional, uma
maior percentagem de pecas nobres e uma menor espessura de toucinho, o que
as torna mais apreciadas quer na explora¢do em raga pura, quer em cruzamentos.

Face a este conflito de situagoes, o ideal para o melhorador seria eliminar
os principais aspectos negativos continuando a conservar os positivos. Até ha
poucos anos tal era dificil. Hoje porém ja se podem atingir estes objectivos
através da aplicacdo dos testes de seleccao contra o «stress», que apresentam
um largo interesse, tanto do ponto de vista da genética aplicada como funda-
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mental. Tudo comegou quando foi demonstrado que os porcos reagem de dois
modos diferentes ao anestésico halotano. Uns entram em anestesia profunda,
resistentes ao halotano, enquanto os sensiveis ao halotano manifestam crises
de hiperexcitabilidade e desenvolvem o sindrome de hipertermia maligna, com
a manifestacio de temperaturas até 43°C, a que se pode seguir a morte.
Este sindrome faz-se acompanhar de uma sintomatologia tipica de hipermeta-
bolismo, expresso na rigidez muscular, deplec¢io de ATP, maior consumo de
oxigénio, formagdo de lactato e eleva¢io de temperatura. Ao mesmo tempo
observa-se, quer uma taquicardia, quer uma arritmia cardiaca. Ha igualmente
uma concentracdo mais elevada de creatina quinase, lactato desidrogenase,
catecolaminas, glucose, assim como se manifestam diversas alleragdes electro-
liticas no sangue. Os niveis da creatina fosfoquinase sérica sdo supszriores nos
animais sensiveis, quando comparados com os resistentes, possivelmente como
consequéncia do nimero de células musculares lesadas por alteracdes da mem-
brana, ou por degenerescéncia da fibra muscular.

Foi verificado por vérios Autores que esta reac¢do ¢ determinada por um
gene autossOmico recessivo com penetrincia total. Os animais sensiveis sdo
homozigoticos, Hals Hals, enquanto os resistentes ou sdo homozigéticos, Hal+
Hal+, ou heterozigéticos Hal+ Hals. Ao aplicar este teste a animais com
cerca de 25Kg, torna-se possivel despistar o gendtipo dos homozigotos reces-
sivos e a partir dai fazer a sua selec¢io.

As frequéncias génicas e implicitamente a frequéncia da sensibilidade sao
bastante diversas entre as racas. Assim numa pesquisa realizada ao longo de
um ano, numa estacido de testagem, foi observada uma incidéncia de 22 % de
reagentes no Landrace holandés, contra 3 % no yorkshire holandés (Eikelem-
boom e col. 1978). De um modo geral as ragas Landrace mais bem conformadas.
apresentam frequéncias mais elevadas do gene, atingindo por vezes valores de
0,8 ou mesmo superiores.

O locus para a sensibilidade ao halotano esta ligado ao da fosfohexose
isomerase, da 6-fosfogluconato desidrogenase, ao locus H do sistema de grupos
sanguineos ¢ a um pequeno numero de genes maiores responsaveis pela boa
conformag¢ido muscular. Teria sido de resto a selec¢io para este tultimo aspecto
e devido ao «hitch hicking effecty, que justificaria hoje a tdo elevada frequéncia
deste gene nalgumas ragas de porcos bem conformadas.

Torna-se hoje possivel fazer o despiste dos animais sensiveis ao stress,
ndo s6 através do teste do halotano, mas igualmente através da andlise de
diversos parametros bioquimicos como a creatina quinase e a presenc¢a do alelo
a do grupo sanguineo H. Todas estas, sdo provas que podem ser realizadas
durante a testagem individual. O seu uso esta hoje bastante expandido, e faz
parte das condi¢bes normais de avaliacio genotipica de reprodutores em varios
paises.
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Embora nao tenha sido até agora descrita qualquer relagdo entre o sindrome
de stress do porco, e a cardiomiopatia de varias espécies ¢ humana, pensamos
que tanto a nivel de lesdes como de alteragoes de diversos isoenzimas parece
haver apreciaveis homologias. O porco poderia assim e a este proposito ocupar
uma vez mais uma posi¢do de imporiancia como modelo zxperimental. Deste
modo aquilo que é um problema com elevado interesse pratico apresenta tam-
bém um elevado interesse basico, justificando plenamente o interesse dos cien-
tistas de diversos paises, traduzido ndo s6 no elevado numero de linhas de
investiga¢io que em todo o Mundo a ele se dedicam, mas também pelo nimero
de Congressos e Reunides Internacionais que o tém abordado.

(Trabalho subsidiado pelo INIC/PL,)
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BROTERIA-GENETICA, Lisboa, I (LXXVI), 135-168 (1980)

LOCALIZACAO GENETICA
NOS CROMOSSOMAS HUMANOS

Amandio S. Tavares e M. Carmo Tavares

Servico de Genética Médica, Faculdade de Medicina do Porto
e Centro de Genética Mumana e Biologia Social do INIC

A cartografia genética do cariétipo humano tem uma dupla importancia:
no aspecto cientifico teérico, ajuda a compreensdo da evolugio do Homem e
¢é indispensavel para o estudo das alteragdes cromossomicas que poderdo ter-se
verificado nos Primatas primitivos, uma vez que os segmentos cromossémicos
interessados nessas alteragdes s6 podem ser correctamente definidos pelos genes
ai localizados; para o médico pratico ou para o genetista clinico, o conheci-
mento dos genes situados em regides muito préximas, que serdo provavelmente
herdados em comum, é necessario para a interpreta¢do etiopatogénica das
doengas cromossoémicas e permite a identificacio de individuos de alto risco
para certas afec¢bes porventura nao identificaveis ao nascimento e que sabemos
estarem ligadas a genes de facil demonstracdo (sindrome de unha e rétula
/sistema ABO, eliptocitose/sistema Rh), colaborando assim no diagnostico
precoce dos afectados, de forma a facilitar a terapéutica, e no conselho genético
pela indica¢do de portadores.

Até uma época recente, a Genética humana dispunha apenas da técnica
classica da anélise de frequéncia de recombinagiio de genes em familia, o que
na espécie humana era pouco informativo pelo reduzido nimero de filhos
por casal e o longo intervalo de procriacdo. Além disso, poucas eram as familias
informativas, sobretudo nos casos de genes recessivos autossomicos, pela conhe-
cida dificuldade na identificacio da sua existéncia pelo exame fenotipico.

A descoberta das doencgas por alteragoes cromossomicas ¢ o desenvolvi-
mento de novas técnicas de citogenética molecular permitiram a introducio
de uma nova metédica na cartografia genética, que se tem mostrado altamente
fecunda e permite marcar, com o rigor correspondente ao nivel de observagio
optica dos cromossomas, a localiza¢io de genes importantes no ponto de vista
médico.
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Esta nova metodologia inclui:

1. o estudo de doentes com cromossomopatias, especialmente o efeito de
dose, confirma a localizacdio de um gene no segmento comprometido
na anomalia cromossémica, mas € util apenas quando essa localizagido
jd estda provisoriamente feita.

2. a andlise bioquimica de células com anomalias cromossomicas, obtidas
por cultura de células de pacientes ou por irradiagio de culturas de
células normais, permite levar mais longe o estudo do efeito de dose.
a fusdo de células humanas com células de outras espécies (designada-
mente de ratinho e hamster), seguida de selecgao em meios de cultura
apropriados ou cotransferéncia depois de irradiagdo, determina o apare-
cimento de linhas celulares hibridas, onde o numero de cromossomas
humanos é muito reduzido ¢ o achado de proteinas humanas estd rela-
cionado com os segmentos cromossémicos humanos conservados.

4. a hibridagao de DNA in situ, com acidos nucleicos (DNA e RNA)
marcados com radioisotopos e correspondentes ao produto de um deter-
minado gene, marca a nivel molecular a situagio desse gene, mas sO
pode ser usado para aqueles loci cujo estudo bioquimico (isolamento do
gene e sua recombinacdo, andlise sequencial, etc.) esteja adiantado.

5. a hibridacao cruzada fotcquimica, com psoralen e derivados, pode auxi-
liar a identifica¢do, pela marcagdo in situ de genes ja localizados por
outros métodos.

78]

6. a utilizacdo de radiagoes ionizantes e da 5-bromo desoxi-uridina (BrdU ),
esta ultima associada a radiacdo ultravioleta e o Hoechst 33258, aumen-
tam notavelmente a variagdo cromossomica nas culturas de hibridos,
criando novas combinacGes e rearranjos estruturais,

Estas técnicas verificam entre si os resultados obtidos, levando cada vez
mais longe a localiza¢@ao de genes na espécie humana, a ponto de neste momento
possuirmos ja informac¢do, mais ou menos completa, sobre mais de duas cen-
tenas de genes. No Apéndice anexo e nas Figuras que ilustram este trabalho
indicam-se os dados existentes na literatura até Agosto deste ano, devendo
ter-se em conta que se tentou fazer uma sintese das localizag¢des observadas, por
vezes contraditérias. Os esquemas de bandas constantes das Figuras sao os
descritos por Yunis e cols. (1980).

A maior dificuldade na obtencio de um mapa de alta resolu¢io reside
actualmente na defini¢do das bandas, que ja se encontra no limite da obser-
vagdo Optica, e na obtencgio de sondas puras e com uma forca de sinal radiactivo
suficiente para permitir a detec¢do da sua presenga. Se, quanto as bandas,
continua dificil o salto da microscopia 6ptica para a electronica, a preparacio
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de sondas por cloning de DNA recombinante, que permite identificar sequén-
cias de DNA, acarretara a utilizagdo, num futuro préximo, de novo arsenal
biolégico neste campo: '

1. sondas duplas que hibridizam nas duas cadeias, aumentando assim a
intensidade de sinal;

2. fixagdo de varias moléculas de sondas a um ponto tnico, por concate-
nacao;

3. marcagdo radiactiva adicional no DNA vector associado;

4, produgido de sondas em quantidades quase ilimitadas, permitindo a ané-
lise quantitativa mais rigorosa.

E tendo em mente a rapidez de progresso neste tema que se apresenta a
listagem de localizagbes, actualizada a partir do catdlogo de Shows e Mac-
Alpine, onde se resumem os dados apresentados a Conferéncia de Edimburgo
sobre o Mapa Cromossomico Humano, realizada em 1979. De certeza que os
dados agora publicados ja estardo desactualizados quando o presente numero
da ievista for impresso: é este um dos maiores aliciantes da Genética.

Trabalho do Centro de Genética Humana e Biologia Social
do Instituto Nacional de Investigagdo Cientifica

REFERENCIAS PRINCIPAIS

SHOWS, T. B. e P. J. McALPINE — The 1979 catalog of human genes and chromosome
assignments, Cytogenet. Cell Genet.,, 25: 117, 1979.

YUNIS. 1. 1., . R. SAWYER e K. DUNHAM The striking resemblance of high-reso-
lution G-banded chromosomes of man and chimpanzee, Science, 208: 1145, 1980.

NOTA — A lista completa de referéncias dos artigos que permitem a actualizagio do
catilogo de Shows e MacAlpine serd publicada em trabalho mais extenso sobre o tema.
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MARCADOR CADEIA IG ALFA-1
MARCADOR CADEIA IG ALFA-2
COMPONENTE 3 DO COMPLEMENTO
PROT. SALIVAR DUPLA BANDA
MARCADOR 1, 2, 3 e 4 CADEIA IG GAMA

RECEPTOR PARA ERITROCITOS DE MACACO

GRUPO P

PROTEINA SALIVAR ACIDA PAROTIDEA
PEPSINOGENIO (ISOZIMA 5)
ANTITRIPSINA ALFA-1

ACTIVADOR DO PLASMINOGENIO
ANTIGENIO DE SUPERFICIE 6

TENTATIVA DE MAPA DO CROMOSSOMA

PROVAVEL SEGURO
p23-p2105

PGM3 ql2-ql3
MEl ql2-ql5
SOD2 q21

Al BEVI

A2 0OCAl

3

DB

Gl1, G2, G3, G4

MRBC

P

PA

PG

PI

PLA

S5

6 (1980)

BF

C2
C3BR
C3DR
C4F
C4S8
GLO
HC
HLAA
HLAB
HLAC
HLAD
HLADR
IMD
LE
SCA

FACTOR B PROPERDINA
COMPONENTE 2 COMPLEMENTO
RECEPTOR COMPON. 3B COMPLEMENTO
RECEFTOR COMPON. 3D COMPLEMENTO
COMPONENTE 4F do COMPLEMENTO
COMPONENTE 4S DO COMPLEMENTO.
GLIOXALASE 1

HIPERCOLESTEROLEMIA

TIPO HLA-A

TIPO HLA-B

TIPO HLA-C

TIPO HLA-D

TIPO HLA-DR

DIABETES MELLITUS JUVENIL

GRUPO LEWIS

ATAXIA ESPINOCEREBELOSA

FOSFOGLICOMUTASE 3

ENZIMA

MALICO SOLUVEL

SUPEROXIDO DISMUTASE MITOCONDRIAL

INFECCAO VIRUS M7 DE BABUINO
ATROFIA OLIVOPONTOCEREBELOSA
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LOCATION OF GENES FOR ARABINOSE UTILIZATION
IN THE BACILLUS SUBTILIS CHROMOSOME
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RESUMO

Isolaram-se mutantes incapazes de utilizar a arabinose (Ara—) por trata-
mento de culturas de B. subtilis 168T+ com Nitrosoguanidina e isogenizaram-
-se as mutacdes correspondentes (ara) em B. subtilis BRI151.

Lisados do fago PBS1 preparados em cada uma das estirpes isogenizadas
foram utilizados para transduzir uma colecgio de estirpes de B. subrilis gene-
ticamente marcadas em locais diferentes do cromossoma. Seleccionaram-se
transdutantes para estas marcas, os quais posteriormente foram replicados
para meio selectivo com o objectivo de determinar a presen¢ca ou auséncia
de cotransferéncia das mutagdes ara.

Os resultados mostram que as mutacdes ara estudadas estio agrupadas
em trés classes. As da classe 1 cotransduzem com as marcas hisA e thr,
as da classe Il com ¢roG e leuA e da classe III com gltA e thyA.

Estes resultados e os de cruzamentos trifactoriais por transducio per-
mitem concluir que as mutagdes da classe I se localizam entre cysB e /isA
e as da classe VI entre aroG e leuA.

INTRODUCTION

Genetic studies on arabinose utilization led to the finding of a novel control
mechanism in Escherichia coli (ENGLESBERG and WILCOX, 1974) and of
a convenient system for direct selection of forward mutations in Salmonella
typhimurium (PUEYO and LOPEZ-BAREA, 1979).

* Assistente da Faculdade de Ciéncias de Lisboa, Equiparada a Bolseira do Instituto
Nacional de Investigacio Cientifica (INIC).

** Professor da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa.
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In Bacillus subtilis the pathway of arabinose utilization was described
(LEPESANT and DEDONDER, 1967) but the genetics of the process was not
studied yet.

In the present paper we describe mapping experiments which show that
genes for arabinose utilization are located in, at least, three different regions
far apart in the B. subtilis chromosome,

Background information for this work was previously given (ARCHER,
1980).

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains. The strains of B. subtilis used in this study are listed
in table T.

Media. The minimal media used were MM (ANAGNOSTOPOULOS and
SPIZIZEN, 1961) and C (PASCAL er al., 1971), solidified with 1,7 % agar.
Carbon sources and auxotrophic requirements were added to the final concen-
trations of 0.1 % and 20 pg/ml, respectively. Minimal medium for mutagenesis
contained NaCl (1 g), KCI (1g), (NH,).SO, (2g), trisodium citrate (I g), and
MgSO,, 7TH.O (0.2 g) in 1 1 H.O. GMI and GM2 (YASBIN et al., 1973)
were used for development of competent cultures. Liquid rich media were PAB
(Penassay Broth) and PAB supplemented with 0.5 % Y.E. (Yeast Extract).
NA (Nutrient Agar) or TBAB (Tryptose Blood Agar Base) were the solid
rich media used.

Mutagenesis with NG (Nitrosoguanidine). Exponentially growing cultures
of B. subtilis 168T* were centrifuged and resuspended in the same volume of
minimal medium for mutagenesis buffered with Tris (hydroxymethyl) amino-
methane and Maleate for a final concentration of 0.05M each and with the
pH adjusted to 6.0. NG was added to a final concentration of 100 pg/ml and
the cultures incubated at 37°C, with shaking, for 30 min.

Isolation of Ara~ mutants. Suitable dilutions of the mutagenized cultures
were plated on NA or TBAB and colonies replica-plated onto C medium with
either arabinose or glucose (control). Colonies that appeared to grow only in
the glucose containing medium were then rechecked and purified by the same
method. Each of the Ara— mutants isolated was isogenized, by congression, in
B subtilis BR151. Competent cultures of this strain were prepared according
to YASBIN er al., (1973) and transformed by saturating amounts of DNA
which was extracted from the Ara~ mutants as described by BARAT et al,
(1965).

Transduction experiments. Lysates of bacteriophage PBSI were prepared
in cultures of the isogenized Ara- mutants by the method of KARAMATA
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TABLE 1

Bacterial strains

Strains n.° Genotype Source

168T+ prototroph F. E. Young

BRI151 metB10 lys3 1rpC2 « o« "

QBI123 sacA321 cirAl wrpC2 R. A. Dedonder

QB917 hisAl thrs trpC2 (A «

QB922 eltA292 1rpC2 « «

QBG28 arol906 purB33 dall trpC2 « « ..

QB934 trel2 metC3 glyB133 wrpC2 « « «

QBY935 aroD120 lysl trpC2 « o« «

QB936 leuA8 aroG932 aldl wpC2 « o« [

QB943 pyrD1 ilvAl thyAl thyBl 1rpC2 « o« «

QBY944 purAl6 cysAld trpC2 « o« «

BDI111 thrs cysB3 trpC2 C. Anagnostopoulos

1GCg300 cysB3 1rpC2 168T+ i: BDI11

1GCg301 hisAl cysB3 trpC2 1GCg300 lf) QB917

1GCg702 meiB10 lys3 ara Constructed as described in the text
1GCg703 metB10 1ys3 ara3 [ « « « @« o«
1GCg704 merB10 lys3 arad « « « « a« o«
1GCg705 metB10 lys3 ara5 « a « CO
1GCg707 metB10 [ys3 aral « « « & Ly E
1GCg708 metB10 [ys3 ara8 [ « « € Su T
1GCg711 metB10 lys3 arall [ « « « w o«
1GCg714 metB10 [ys3 arald a « « T il
1GCg715 metB10 [ys3 aral5 « « « € bk
1GCg716 metB10 lys3 aral6 u « a « o«

*if — transformation. Donor represented at the left of the arrow. Strains QB constitute a
kit of reference strains for rapid mapping in B. subtilis (DEDONDER et al., 1977)
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and GROSS (1970) using PAB + 0.5 % Y.E. as growth medium. Lysates were
characterized by their transducing ability only.

The recipient cultures for transduction were grown in PAB + 0.5 % Y.E.
Early in the stationary phase, and after checking the mobility of the cells,
0.1 ml of the transducing lysate was added per ml of the recipient culture.
The transduction mixture was incubated for 30 min and suitable dilutions
plated on selective media.

RESULTS AND DISCUSSION

Isolated Ara~ mutants were isogenized, purified and numbered (Table I).

PBSI lysates prepared in each of these mutants were used to transduce
differently marked B. subtilis strains (Table I). Transductants primarily selected
for these markers were replica-plated onto C medium with either arabinose or
glucose in order to search for the cotransfer of the donor ara mutation. The
results (Table Il) show that are mutations so far studied may be divided into
three classes on the basis of the genetic markers which they cotransfer with.
Mutations 2, 4, 5, 11 and 15 (class I) cotransfer with kisA and rhr; mutations
3, 7, 8 and 14 (class II) with aroG and leuA:; mutation 16 (class IIT) with
eltA and rhyA.

Class I mutations. As hisA and thr are not cotransducible by PBSI, the
results, shown in table II, indicate that ara mutations from this class are expect=d
to map between those two nutritional markers. Furthermore, by comparing
class I recombination values with those obtained for thr, cysB and hisA markers
(DUBNAU et al., 1967; LEPESANT er al., 1972) it might be anticipated that
ara mutations from this class map between hisA and cysB. Three-factor trans-
duction crosses involving hisA, thr and cysB did in fact confirm this antici-
pation (Table III).

Class 11 mutations. Three-factor transduction crosses involving aro G and
leuA (Table 1V) show that are mutations from this class map between these
two nutritional markers.

Class 11l mutations. As gltA and thyA are known as not cotransducible
by PBSI, the results showing that each of these markers cotransduce with
aral6 (Table II) indicates that the latter is expected to map betwzen them.
Confirmation of aral6 location by three-factor transduction crosses is in
progress.

The described results show that are mutations map, at least, in three diffe-
rent regions far apart in the B. subtilis chromosome (Fig. 1).
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TABLE 11

Linkage values determined from two-factor transduction crosses

ara

SELECTED MARKERS

mutations
I 11 ] thrs hisAl leuA8 aroG932 gl A thyA
42 58 0 0
M 98 Dty D 5 o
2 ) 20e) 0 G 0%
0 0 354 101
0 lye8 Bty SE sy — .
3 0 °Gs) ¥l G200
14 49 0 0
i ) VL R L _ _
4 200 200) 0 o5 0563
2
5 16 (24 2059y 0%y 0%y oYy o0y
2554 2278 131 211 268 143
0 0 391 253 0
0Ly 0Ly 7t (22N, @6y 0
7 703 Cons sa) ¥6G) 0G0 —
0 0 193 140 0
O 0y e Bs o d®yeety o
§ Okom) ™ 598 290 TS
£
i 17 2 91 &2 0y 0y N
461 200 585 703
0 0 222 140 0
4 0/ a0yl 00y gy, (222 gty g U o
1 Caos 2 LG 279 o0’
63 57
5 (00 (20t » s = = =
15 28 2 Soo
0 0 0 0 31 209
o=2s oy 5% e s
16 Ga? Gy Goa?  © Cisa Gog? 75 per,

Data are presented as percentage linkage, Ratios in parenthesis indicate the number
of ara colonies (numerator) found among transductants for independence from the indicated
nutritional markers (denominator). Other transduction experiments non indicated in this
table yielded no cotransfer with ara mutations.
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TABLE 111

Three-factor transduction crosses involving ara5, cysB3 and hisAl or thr5
(donor 1GCg705; recipients 1GCg301 or BDII11)

TRANSDUCTANTS
Recipient’s Donor’s A STl .
relevant relevant Selec- Implied order
Senotjpe genotype tion Class Number
hisAl cysB3 aras His+ Cyst Arat 4 cysB3 ara5 hisAl
Cyst Ara— 39
Cys— Arat 48
Cys— Ara— 8
Cyst Hist Arat 3 cysB3 araS hisAl
His* Ara— 79
His— Ara+ 10
His— Ara— 8
thr5 cysB3 ara$ Thrt Cyst Arat 21 thrs ¢ysB3 aras
Cyst Ara— 28
Cys— Arat 49
Cys— Ara- 1
Cyst Thrt Arat 15 thrs cysB3 aras
Thrt Ara— 16
Thr— Arat 2
Thr— Ara— 67

The same order of markers was concluded from experiments which used the other
mutants from this class as donors.

TABLE 1V

Three-factor transduction crosses involving ara3, aroG932 and leuAS$
(donor IGCg703; recipient QB936)

s TRANSDUCTANTS
Recipient’s Donor's — 1
relevant relevant Selec- Implied Order
genotype genotype Fo Class Number
aroG932 leuAS ara3 Leu+ Arot Arat 4 aroG932 ara3 leuAS8
Arot Ara— 50
Aro— Arat 65
Aro— Ara— 81
Arot Leut Ara+t 8 aroG932 ara3 leuAS8
Leut Ara— 68
Leu— Arat 91
Leu— Ara— 33

The same order of markers was concluded from experiments which used other mutants
from this class as donors.
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Fig. | — Location of ara clusters along the B. subrilis chromosome. From the genetic
markers known in this organism only those are reoresented which were used for
the transduction crosses described in the present paper.
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BIVALENT INTERLOCKING IN COMMON WHEAT
T. Mello-Sampayo, Ana C. A. Sousa and Zaida R. L. Cunha

Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Apt. 14— 2781 Oeiras Codex, Portugal

RESUMO

O entrelagcamento de bivalentes é um fenémeno de ocorréncia rara em
Triticum aestivum (trigo mole). Os autores apresentam dados experimentais
comprovativos da sua produciio expontinea frequente num mutante (high)
pairing mutant) e em dois derivados aneuploides (ditelossomico 5BL e di-isos-
somico 5BL) da cultivar Chinese Spring daqueia esnécie e concluem estar em
presenca dum desequilibrio entre genes promotores e inibidores do empare-
thamento meiotico.

Bivalent interlocking is an event which rarely occurs in meiosis. The
pairing of homologous chromosomes in the first division is normally achieved
without entanglements with non-homologous chromosomes and in regular
meiosis bivalents appear at prophase and metaphase as independent units.

Very recently a high frequency of interlocking was found in several aneu-
ploid and mutant derivatives of 7riticum aestivum cultivar Chinese Spring
(2n = 6n = 42) (for ilustration see Fig. 1). The present note refers to some
of the most relevant results obtained in those studies and it concerns chromo-
some 5B which was the most extensively studied.

Chromosome 5B carries a major pairing inhibitor (Ph,) at its long arm
(SBL) (OKAMOTO, 1957, SEARS and OKAMOTO, 1958, RILEY, 1958,
RILEY and CHAPMAN, 1958, WALL et al, 1971) and a pairing promotor
at its short arm (5BS) (RILEY ef al., 1966 and RILEY and CHAPMAN, 1967).

The aneuploids were deficient for the short arm of chromosome 5B. In
such plants the long arm of the chromosome was carried either in double dose
as in the disomic for a telocentric (diletosomic 5BL) or in quadruple dose as
in the disomic for an iso-chromosome (di-isosomic 5BL). A homozygous mutant
of Chinese Spring (high pairing mutant) was obtained, through x-rays. It shows
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homoeologous pairing at meiosis and it was suggested (SEARS, 1977) that in
it the Ph, inhibitor was deleted. Normal Chinese Spring was used as controll.

All plants, except the high pairing mutant, were grown at pre-meiotic and
meiotic stages in a controlled environment cabinet under continuous light and
20 == 1°C.

The high pairing mutant was grown under normal green house conditions.
Feulgen carmine smears were made from material previously fixed in Carnoy
6:3:1 or alcohol-acetic acid 3:1.

The frequency of interlocking was assessed at the metaphase of the first
meiotic division in PMC’s showing two to three interlocked bivalents. More
than three interlocked bivalents were possible to detect in a few aneuploid
cells mostly in di-isosomic 5BL, but they never have been found in the high
pairing mutant.

The value of the mean bivalent interlocking per cell was obtained in each
combination from a sample of 60 PMC(’s.

Fig. 1 summarizes our results. A significant increase in interlocking in
relation to that of normal Chinese Spring is shown in the high pairing mutant.
Also interlocking progressively increases, from normal Chinese Spring through
the ditzslosomic 5BL up to the di-isosomic 5BL.

From the results it can be concluded that the frequency of interlocking
increases either when the genetic background favours homoeologous pairing as
in the high pairing mutant or when it facilitates asynapsis as in ditelosomic SBL
and di-isosomic 5BL. In the latter case the degree of interlocking increases
with the dosage of the long arm of chromosome 5B (higher in ditelosomic
SBL than in Chinese Spring and higher in di-isosomic SBL than in ditelosomic
5BL) and consequently with the number of Ph, inhibitors present.

As a conclusion it can be said that in hexaploid wheat regular msiosis
with negligibe interlocking is a result of a fine ballance between pairing pro-
moters and inhibitors. Any disturbances in such ballance as those originated
in those plants we have been studying can produce a substancial increase in
interlocking.

Further results and discussion on the chromosome arrangements leading
to interlocking will be published elsewhere (MELLO-SAMPAYO, FELDMAN,
YACOBI and SOUSA in preparation).
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Fig. 2 — Entrelagamento entre trés bivalentes em T. aesti-
vum cultivar Chinese Spring di-isossomico 5BL.

Fig. 2 — Three bivalent interlocking in T. eestivum cultivar
Chinese Spring di-isosomic 5BL (> 9.000).
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FREQUENCIA GENICA DAS HEMOGLOBINAS
EM CAPRINOS PORTUGUESES

H. Krug e J. C. Antunes-Correia

Escola Superior de Medicina Veterindria, Lisboa, Portugal

ABSTRACT

In this work the preliminary results of a population study of hemo-
globins is presented in portuguese goat breeds. 45 animals of the Serrana
breed were studied with a frequency of the gene A of 0,933 and of the gene
B of 0,066. In 48 animals of the Charnequeira breed the observed values were
respectively of 0,948 and 0,052. In 34 animals of the Algarvia breed they
were of 0,970 and 0,029. Only the AA and AB phenotypes were observed. The
populations were in genic equilibrium according to the Hardy-Weinberg law.

INTRODUCAO

O polimorfismo genético da hemoglobina em caprinos foi descrito pela
primeira vez por KHANOLKAR e col., em 1963. Desde entdo tem vindo a ser
assinalado em diversas ragas de todo o Mundo. Ndo ha porém até agora qual-
quer referéncia ao seu estudo nas ragas portuguesas.

De acordo com BERNHARDT (1964), os fendtipos mais comuns das hemo-
globinas em caprinos, (AA, AB e BB), devem-se a accdo de dois alelos autos-
sémicos codominantes. As frequéncias em que estes se encontram nas dife-
rentes racas ¢ diversa. Assim, EFREMOV e¢ BRAEND (1965) ¢ TJANKOV
(1972) apenas encontraram animais com fendtipo AA nas racas estudadas.
Existem porém diversas referéncias a presenga dos alelos A e B, em racas
exploradas em diferentes localizagdes geograficas (KHANOLKAR e col., 1963:
OSTERHOFF ¢ WARD-COX, 1972: GARRIDO-ESPIGA e col., 1976:
SALERNO e col.,, 1977).

As frequéncias génicas descritas, todas apontam para valores bastante
elevados do gene A, comparativamente ao gene B. Importava por isso conhzcer
o comportamento dos caprinos portugueses a este proposito, com vista a fazer
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a sua comparagio com as racas estrangeiras ja estudadas., No presente trabalho
sdo descritos os fenotipos e respectivas frequéncias génicas, observados em
caprinos adultos das racas Serrana, Charnequeira e Algarvia.

MATERIAL E METODOS

Foi colhido sangue de 127 animais adultos das ragas Algarvia, Charnequeira
e Serrana, o qual foi hemolisado em agua destilada (1:1) imediatamente apés
a colheita. A electroforess das hemoglobinas, foi efectuada em membrana de
acetato de celulose, em tampao TRIS-EDTA borato a pH 8,3 ¢ a 120 volts,
durante 20 minutos, tendo a sua coloragao sido feita pela benzidina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observaram-se apenas os fenotipos AA e AB nas trés ragas de caprinos
estudadas tal como se mostra na Fig. 1. Os padroes electroforéticos foram
muito nitidos com a técnica usada, pelo que a partir da analise dos fenotipos
se tornou possivel calcular as respectivas frequéncias génicas. O Quadro |
resums as observagOes efectuadas. Nele se pode observar que as frequéncias
génicas para a hemoglobina do tipo A sdo bastante elevadas nas trés ragas
estudadas. Os valores de 0,933, 0,948 e 0.970, ddo-nos indica¢do desta tendéncia
em todas elas. Estes nimeros estdo de resto de acordo com os encontrados por
outros Autorzs (KHANOLKAR e col.,, 1963;: OSTERHOFF ¢ WARD-COX,
1972: GARRIDO-ESPIGA e col., 1976; SALERNO ¢ col., 1977).

AR AB

Fig. 1 — Electroferograma de hemoglobinas de caprino mostrando os fendtipos AA e AB.

Assim, na raca Granadina, Angora, Boer e ragas indigenas do Sul de
Itdlia, da Africa do Sul ou da India, os valcres encontrados para o gene A
sdo sempre da mesma ordem de grandeza. Desconhecem-se quais sdo as razoes
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para este facto. Na realidade é aprecidvel pela analise dos resultados de que
temos conhecimento e estdo até hoje publicados, que nunca foi observado um
fenotipo de tipo BB. Sz é verdade que sobretudo em pequenas amostras e face
a frequéncia tdo elevada do gene A, o jogo das probabilidades podera justificar
o seu aparecimento, ja numa andlise das largas centenas de fenotipos até hoje
estudados, pensamos que € significativo que ele ndo tenha sido observado. Nao
ha de momento elementos que nos permitam estabelecer uma explicacdo funda-
mentada para este facto. SO o alargamento deste estudo a populagdes de grande
tamanho, permitira eventualmente estabelecer uma qualquer explicacdo.

A despeito de se tratar de amostras pequenas, todas elas estdo em equi-
librio, face aos valores altamente significativos de qui-quadrado e respectivas
probabilidades que estdo indicados no Quadro 1. As frequéncias génicas tém
servido para a caracteriza¢io de racas tendo mesmo sido calculadas as distén-
cias génicas entre elas a partir das frequéncias de alguns marcadores (MAI-
JALA e LINDSTROM, 1966). No presente caso elas sdo bastante semelhantes
pelo que a utilizagio para esta finalidade ndo se revela de grande utilidade pelo
mznos com as técnicas de despiste de fendtipos por nés usadas. Como, estas
racas sio bastante diferentes, quer do ponto de vista morfolégico, quer pro-
dutivos pelo que temos ja em estudo outros marcadores genéticos ccm vista a
estabelecer as suas eventuais rzlacoes filogenéticas.

QUADRO 1

Fendtipos e frequéncias génicas das hemoglobinas das 3 racas de caprinos portugueses

N.® de Fendtipos Frequéncias Génicas
Raca Animais X
! AA AB BB A B
Algarvia 45 Obs. 39 6 0 0933 0,066 0,229
Esp. 39.20 5.6 0.20 (p = 0.108)
Charrequeira 48 Obs. 43 5 0 0.948 0,052 0,144
Esp. 43.13 474 0.13 (p = 0,069)
Serrana 34 Obs. 32 2 0 0.970 0,029 0,032
Esp. 32,03 1.94 0.03 (p = 0,016)
AGRADECIMENTOS
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SUMARIO

Neste trabalho sdo apresentados os resultados preliminares de um estudo
populacional das hemoglobinas em caprinos portugueses. Foram estudados 45
animais da raca Serrana onde a frequéncia do gene A, foi de 0,933 e a do
gene B de 0,066. Em 48 animais da raga Charnequeira observaram-se respecti-
vamente os valores de 0,948 ¢ de 0,052. Em 34 animais da raca Algarvia os
valores foram de 0,970 ¢ de 0,029. Apenas foram detectados os fendtipos AA
¢ AB nao tendo sido despistado qualquer animal BB. As popula¢des estudadas
estavam em equilibrio génico de acordo com a lei de Hardy ¢ Weinberg.
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NOTAS E NOTICIAS

[11 SIMPOSIO INTERNACIONAL DE MELHORAMENTO
DA VIDEIRA

M. P. Coutinho

De 13 a 19 de Junho de 1980, realizou-se na Universidade da Califérnia,
em Davis, o «III Simpédsio Internacional de Melhoramento da Videira» que ¢
sem divida a mais importante reunido, de dmbito internacional, neste Sector,
efectuando-se habitualmente com uma periodicidade de 3 a 4 anos.

O primeiro «Simpo6sio» foi organizado em 1973, na Alemanha, e o segundo

na Franca, em Bordéus, em 1977, tendo ai sido aceite a proposta da realizagao
do 3.°, na Califérnia, ndo s6 pela grande importancia desse pais na viticultura
americana, mas ainda pelo prestigio, do Prof. H. P. Olmo, Secretario Geral
desta Reunido e antigo Professor e Director do Departamento de Viticultura
da referida Universidade., O «Simposio» reuniu um cento de investigadores de
diferentes paises (Africa do Sul, Alemanha, Australia, Austria, Canada, Franga,
Grécia, Israel, Italia, Japdo, Jugoslavia, Marrocos, México, Portugal, Roménia,
Turquia e muitos estados da América) que apresentaram e discutiram «Comu-
nicacoes» em 4 sessoes diferentes cujos titulos se indicam para dar ideia da
actualidade dos temas:

|.* — Organizagio de colec¢des de Germoplasma e sua conservag@o: hibri-
dagdo.

2.2 — Métodos de Melhoramento; Selec¢io clonal e cultura de tecidos.

3.t — Melhoramento quanto a adaptagdo a condi¢des ambientais desfavo-
raveis.

.* — Melhoramento quanto 2 resisténcia a doencas criptogamicas ¢ pragas.

Embora o ambito genético da reunido se situe essencialmente no sentido
da aplicagio, em casos concretos de Melhoramento, tém sido igualmente tra-
tados assuntos mais de caracter basico, em particular relacionados com cario-
logia e sua utilizacdo na filogenia, citogenética, incluindo os aspectos de variacao
numérica, sistemas genéticos reguladores dos mecanismos de resisténcia a fac-
tores ambientais ou parasitarios, etc.
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Todos os trabalhos apresentados no «l.° Simpésio» foram publicados na
revista alemd Viris que ¢ editada pela estagdo onde a reunido se efectuou (Bun-
desforschungsanstalt fiir Rebenziichtung — Geilweilerhof. Alemanha).

As comunicagdes apresentadas no 2.° Simp6sio foram publicadas num
volume especial (Génétique et Amélioration de la Vigne, 1978) editado pzlo
«Institut Nationale de Recherches Agronomique», de Franca.

Julgamos de salientar a actual preocupagido da maior parte dos paises viti-
colas em participar neste tipo de reunido, por estar sobejamente reconhecido,
a nivel internacional, o contributo que a investigacio no ambito do melhora-
mento da videira, pode contribuir para o desenvolvimento da viticultura
moderna,
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REUNIAO SOBRE TRITICALE DA SECCAO DE CEREAIS
DA EUCARPIA

(Radzikow, Polonia, Julho de 1979)

Henrique Guedes Pinto

De 1 a 4 de Julho do ano transacto realizou-se na Sede do Instituto de
Melhoramento de Plantas e Aclimatizagao (IHAR), em Radzikéw, perto de
Varsovia, Polonia, a «Reunido sobre triticale da Sec¢io de Cereais da
EUCARPIA» (EUCARPIA Meeting of the Cereal Section on Triticale).

Esta reunido teve a participacdo de nove dezenas de cientistas que repre-
sentaram 21 paises. Portugal esteve representado por Miguel Mota (Estacao
Agronémica Nacional), Francisco Bagulho (Estacdo de Melhoramento de
Plantas) e H. Guedes-Pinto (Instituto Universitario de Tras-os-Montes e Alto
Douro).

As diversas comunicacoes cientificas, na ordem das cinco dezenas, foram
agrupadas em quatro sessoes: I — Citogenética do triticale; IT — Problemas do
Melhoramento do triticale; III — Bioquimica, Tecnologia e Valor Nutritivo do
triticale; IV — Fisiologia e Técnica Cultural do triticale.

Durante esta reuniio houve uma larga abordagem de diferentes temas
sobre o ftriticale. Das muitas comunica¢des feitas, trés das quais de autores
portugueses ou com a sua colaboragdo, parece-nos importante salientar os
seguintes aspectos:

A —IMPORTANCIA DA HETEROCROMATINA DOS CROMOSSOMAS
DO CENTEIO NA IRREGULARIDADE MITOTICA E MEIOTICA
DO TRITICALE

Varias comunicagdes puseram de novo a tonica na importdncia dos blocos
teloméricos de heterocromatina dos cromossomas de centeio na irregularidade
da divisdo celular do triticale.

M. Bennett afirmou que «nos gendtipos trigo-centeio hd uma ligacdo causal,
primeiro entre a presenca de segmentos de heterocromatina nos cromossomas
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de centeio de replicacdo tardia e a ocorréncia de pontes anafasicas e de outros
nucleos aberrantes no endosperma, e segundo entre a frequéncia da ocorréncia
de nucleos aberrantes no endosperma, e segundo entre a frequéncia da ocor-
réncia de nicleos aberrantes nos endospermas jovens e o grau de enrugamento
do grido na maturacion.

P. J. Kaltsikes afirmaria igualmente que «a heterocromatina telomérica
(dos cromossomas de centeio) afecta o emparelhamento (dos cromossomas homo-
logos) através de um mecanismo incompletamente compreendidoy.

Os teores de heterocromatina em diferentes espécies de Secale (S. cereale,
S. montanum, S. vavilovii, S. silvestre, S. segetale e S. ancestrale) foram dis-
cutidos por R. Schlegel para explicar as diferencas observadas no comporta-
mento meidtico dos anfidipléides de cruzamentos de trigo 6X com diversas
espécies de centeio.

Finalmente P. Gustafson salientaria que foram efectuados «estudos em
triticale com cromossomas de centeio que tinham sido modificados por perda
de alguma heterocromatina terminal com vista a determinar o efeito dessas
modificagdes na estabilidade citolégica, desenvolvimento do endosperma e, muito
importante, o efeito em varias caracteristicas agronémicas».

Todos estes estudos envolvendo a heterocromatina talomérica dos cromos-

somas do centeio foram realizados com a técnica Giemsa de Banding cromos-
somico.

B —IMPORTANCIA DO CENTEIO NA OBTENCAO DE TRITICALES
PRIMARIOS

E. Larter salientou no seu trabalho a necessidade de uma maior atencao
quanto a escolha dos centeios empregues nos cruzamentos com trigos para
obtencdo de triticales primarios. Referindo-se a grande variabilidade encon-
trada em diversas linhas inbred de centeios quanto a caracteristicas como teores
de lisina, proteina, etc., concluiu pela necessidade de que novas combinacdes
trigo X centeio sejam tentadas, atendendo-se com tanto cuidado a escolha do
gendtipo centeio como se tem dado a escolha do gendtipo tripo. Ha necessidade
de uma nova geracao de triticales primarios, nio se mantendo o melhoramento
do triticale num «repisar» de recombinantes a seleccionar com base no material
de triticales primérios obtidos até agora (e que segundo Madame Cauderon se
julga ndo ultrapassarem a centena em todo o mundo).

P. Gustafson numa interessante intervencio sobre este tema e relacio-
nando-o com a heterocromatina telomérica dos cromossomas de centeio referiu-
-se a contradigdio entre a Optica do citologista (que neste caso opta pela escolha
de linhas que apresentam perda ou redugio de blocos teloméricos de heterocro-
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matina) ¢ a do melhorador (que necessitando de incorporar germoplasma novo,
introduzira blocos de heterocromatina em triticales que ja a haviam perdido).

Miguel Mota interveio também para salientar a extraordinédria riqueza em
germoplasma de centeios regionais existente no Norte de Portugal, tendo-se
algumas cultivares de centeio portuguesas revelado como possuidoras dos mais
elevados teores de lisina, numa amostragem efectuada a nivel mundial. Com o
apoio da FAO esta ja em curso um programa para recolha de diferentes culti-
vares ¢ podera ser no futuro uma fonte de linhas de centeio interessante para
a obtencdo de novos triticales.

C— O TRITICALE NO MUNDO

Uma vasta gama de comunicagdes apresentaram dados quanto a produgdes
obtidas em ensaios em muitos paises do mundo.

Encontrando-se na maioria dos paises apenas uma fase de experimentagio
e melhoramento, os resultados apresentados revelam o potencial interesse deste
cereal que ha cerca de 4 décadas era apresntado como mera curiosidade cien-
tifica sem nenhum interesse agronémico.

Este congresso, realizado 25 anos apds o inicio do programa Rosner que
iria proporcionar a inscrigdo oficial da primeira cultivar de triticale, Rosner,
no Canada, possibilitou, por iniciativa de Bushuk, que um representante de cada
pais presente indicasse qual a situagdo da cultura do triticale no seu pais, ou
em paises do seu conhecimento.

A URSS (200000 ha), Canada (20000 ha), Argentina (20000 ha), USA
(18 000 ha) e a Africa do Sul (15000 ha) sdo os paises onde a cultura apresenta
maiores valores de superficie cultivada. Seguem-se-lhe a Republica Popular da
China (7000 ha), Hingria (3000 ha, com 25000 ha 5 anos), Austrélia (1300 ha),
México (1000 ha), tendo numerosos outros paises, entre os quais Portugal, areas
diminutas de cultivo e/ou apenas ensaios de produgao de diferentes linhas de
triticale.

Uma referéncia final 2 homenagem que foi prestada a L. H. Shebeski,
citologista canadiano de origem polaca, interveniente no programa Rosner,
desenvolvido pela Universidade de Manitoba, Canada, que nesse ano se refor-
mava. Foi-lhe entregue uma inscricdo assinada pelos cientistas pioneiros no
estudo do triticale, entre outros, A. Miitzing, E. Sanchez-Monge, E. Larter,
A. Kiss, F. Zillinsky, etc., como reconhecimento pela sua contribui¢do para o
estudo do triticale.

O homenageado proferiu a ligio inaugural debrugando-se sobre a saga do
triticale desde o seu aparecimento até a posicio de cereal agricultavel.

A reuniiio cientifica seguiu-se uma visita a varias estacoes de melhoramento
de plantas polacas que se dedicam ao melhoramento do triticale.
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REGRESSO A PORTUGAL DO «EUROPEAN MEETING
ON BACTERIAL TRANSFORMATION»

Luis J. Archer

Pouco depois de vir para a Gulbenkian, pensei em convidar alguns amigos,
que se dedicam a4 mesma sub-drea cientifica, a visitar o meu novo local de
trabalho.

E juntimo-nos em Oeiras, no verio de 1972, naquilo a que precipitada-
mente chamsi «First European Meeting on Bacterial Transformation». Eramos
uns 70, provenientes de 14 paises diferentes.

Em parte devido ao verde branco «Casal Garcia», a reuniio decorreu com
inspiracdo, e as comunica¢des foram publicadas em livro pela Academic Press
de Londres.

Passados dois anos, reunimo-nos em Cracévia no «Second European Mee-
ting». Depois, foi em Granada (1976) e em York, Gra-Bretanha (1978). Este
ano, foi a vez de Florenca, onde celebramos ja o 5.° «European Meeting on
Bacterial Transformation and Transfectiony.

Ao longo dos anos, o grupo inicial manteve-se, mas foram-se também
associando alguns novos elementos. Em Italia, este ano. jA éramos quase 100
(além dos acompanhantes), provenientes de 18 paises diferentes. Além de muitos
«Posters», houve 44 comunicagdes escolhidas para apresentacio oral. Muitas
delas versavam sobre interessantes temas de engenharia genética. Uma delas,
foi apresentada por Hamilton Smith, que recebeu o Prémio Nobzl no ano
passado.

O proximo encontro, em 1982, marcard o 10.° aniversirio do lancamsnto
da iniciativa, e por isso se resolveu que se realize de novo em Portugal. Terd
lugar nos fins de Agosto, provavelmente em Lisboa.
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SOCIEDADE PORTUGUESA DE GENETICA

Isabel Jonet

A Assembleia Geral da Sociedade Portuguesa de Genética, reuniu a 12 de
Dezembro de 1980 na Escola Superior de Medicina Veterinaria, em Lisboa.
Nessa reuniio, foram aprovados por unanimidade o Relatério e Contas da
Direccdo referentes ao ano de 1980 e o parecer do Conselho Fiscal, bem como
um voto de louvor a4 Direc¢iio pela publica¢io do primeiro nimero da Revista
«Brotéria Genética», orgao oficial da Sociedade.

Foi salientada a importincia do avultado donativo concedido pelo Instituto
Nacional dz Investigacio Agraria 4 nossa Sociedade.

O Presidente da Mesa da Assembleia, Professor Améndio Sampaio Tavares,
na qualidade de socio, apresentou uma mogdo de apoio a criagio de uma
Sociedade Portuguesa de Genética Médica a afiliar a Sociedade Portuguesa
de Genética ¢ a uma sociedade dz medicina, considerando a conveniéncia
daquela Sociedade congregar os que trabalham no campo da Genética Médica
e manter ligagdes intimas com investigadores de outros ramos da Genética.
Esta moc¢ido foi aprovada por unanimidade.

O Centro de Estudos de Genética Humana e Biologia Social do INIC
organizara as XVII Jornadas de Genética Luso-Espanholas e 1 Jornadas de
Genética Médica, no Porto, nos primeiros dias de Outubro de 1981 com o
patrocinio da Sociedade Portuguesa de Genética.
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