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TEMAS EM FOCO
BROTERIA-GENETICA, Lisboa, III (LXXVIII), 5-9 (1982)

CARTA AO EDITOR
Se os cromossomas falassem...

MANIFESTO DO TRITICALE

Nos pertencemos ao partido dos cromossomas R, os cromossomas do cen-
teio, essa espécie que tanto tem sido subestimada e marginalizada, destinada
desde ha séculos aos solos mais pobres, as condigdes de inverno mais rigorosas
e ao qual raramente se aplicam boas e correctas adubagdes.

E tudo isto porqué, tudo isto a favor de quem?

Do trigo, dessa cultura desde os tempos biblicos sempre privilegiada, sem-
pre beneficiando de benesses e privilégios do homem que lhe tem atribuido
os valores e as terras mais férteis, as melhores adubagdes, os melhores cuida-
dos ¢ estudos, a melhor mecanizagido e as mais altas cotagoes no mercado.

E perguntamos nos: quais as consequéncias desta situacdo elitista que
renega o centeio relativamente ao trigo?

As consequéncias estdo bem a vista: a monocultura, com os seus inegdveis
perigos de alastramento de doengas e pragas, os grandes monopdlios de cereais
(e todo o seu cortejo de interesses econémicos e politicos) e, mais grave, o ja
alarmante suicidio cerealifero resultante da progressiva depauperagio da varia-
bilidade genética — essa riqueza tinica que a mie natureza conseguiu acumular
ao longo da histéria da evolucdo e que é agora perdida através da massificagdo
cultural de uns quantos (poucos) genétipos de trigo eleitos, pomposamente desig-
nados por cultivares, com a eliminac¢do e perda de todas as outras combinagoes

genéticas existentes ou potencialmente existentes.

O centeio, como planta alogdmica que é, orgulha-se de ser um bastido
que conservou ¢ preservou uma parte importante da variabilidade genética,
isto apesar de grande vitima da continua reducdo da area de cultivo todos
0s anos.

Ha que alertar a todos para este estado de coisas. Ha que acabar de vez
com esta situaciio elitista e classista e tanto mais injusta quanto perniciosa para
o futuro.

Porém, como ndo pretendemos acabar com uma injustica (a da situagdo
privilegiada do trigo) para instaurar uma nova que também o seria (a mono-
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cultura extensiva do centeio) propomos uma frente conjunta dos cromossomas
do trigo e do centeio, em que cromossomas de uma e outra espécie, trabalhando
lado a lado, possam participar na gigantesca e epopeica tarefa da construgio
de um novo cereal: o Triticale.

Cromossomas do trigo e do centeio! Unamo-nos nesta frente comum
que tem por finalidade acabar de vez com injusticas e privilégios antigos e
construamos com a unido das informagdes genéticas que ambos transportamos
o Cereal Novo, o cereal do futuro.

CROMOSSOMAS DO TRIGO E DO CENTEIO UNIDOS VENCEREMOS!
VIVA O TRITICALE!

CONTRAMANIFESTO DAS ESPECIES AFINS DO TRIGO

Nio foi sem alguma surpresa e causando-nos o mais vivo repudio que nos,
as espécies afins do trigo dos géneros Aegilops, Agropyron, Elymus, etc., toma-
mos conhecimento desse panfleto que da pelo nome de «Manifesto do Triticale».

Pretende nesse documento o cereal centeio auto proclamar-se de cereal
«marginalizado», «vitimay da segregagiio que por vezes o trigo lhe impde.

Curiosa situacdo esta a dum cereal que como ele sempre viveu de benesses
de ser um cereal alternativo para zonas que o trigo nio pretendia para si pro-
prio por nelas responder de modo menos satisfatorio.

Mais curiosa ainda é a maneira como o centeio, alegando uma pretensa
«marginalizacio» e denunciando privilégios e injusticas do trigo, se esqueceu
das proprias espécies suas afins do mesmo género, o Secale vavilovii, o Secale
segetale, etc., etc., essas sim, bem mais desprezadas do que ele, quando néo
mesmo sujeitas a persistente eliminacio da cerealicultura.

Mas se essa marginalizagdo se pudesse dizer acerca do centeio, que dizer
entdo da escandalosa situagdo em que se encontram os géneros Aegilops, Agro-
pyron, Hyanaldia, etc., cujas espécies, essas sim, sio as verdadeiras vitimas da
discriminac@o.

Parece assim que o centeio se esquece de toda uma série de géneros e suas
espécies nas Triticinae, que desempenharam um papel fulcral na evolugio dos
proprios trigos e que se encontram hoje totalmente devotadas a uma segregagio
¢ esquecimento tanto mais prepotente e injusto quanto elas constituem os des-
cendentes legitimos dos antepassados do trigo e s@o repositorios vivos da varia-
bilidade das Triticinae.

Ou esquece o centeio ao falar da erosdo genética, que o trigo infelizmente
sofreu e sofre (fruto duma perspectiva de produtividades elevadas conseguidas
pela colonizagdo massica de uns poucos gendtipos e consequente perda de mui-
tos outros), de que a preservagdao da variabilidade genética estd em nos, espé-
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cies ditas «selvagens» ou condescendentemente designadas por vezes de «afinsy»
do trigo?

Nio foi ao Aegilops ventricosa que se foi buscar para o trigo o(s) gene(s)
da resisténcia a Cercosporella herpotricoide (acama parasitaria) que o trigo ndo
possuia (ou ja ndo possuia?) E ndo foi ao Aegilops umbellulata que se foi achar
a resisténcia a ferrugem castanha? E quantas mais resisténcias e outras carac-
teristicas desejaveis ndo se foram ou se esperam ainda vir buscar?

E por isso que denunciamos de forma vigorosa os falsos lamentos agora
apresentados pelos apoiantes do centeio através do seu «manifesto do triticale»
¢ que outra coisa ndao é do que um novo elitismo escamoteado sob uma ou-
tra capa.

E ¢ por isso que lan¢camos um novo manifesto, que nio contemple apenas
aliangas estritas e classistas entre o trigo e o centeio, mas que seja uma vaga
de fundo nova nos cereais, seja quais forem as suas constituicdes genédmicas
¢ niveis de ploidia. Um movimento em que todos os cromossomas de cereais
nos unamos, nao apenas num dito cereal novo (pomposamente denominado
como «primeiro cereal fabricado pelo homemy») mas em outros cereais novos
além do triticale como o Hordecale (anfidiploide de cevada e centeio), o Triti-
cordeum (anfidiploide do trigo e cevada) e muitos mais, ndo desprezando a con-
tribuicdo quer cromossomica ou quer apenas de alguns genes que se podem
ir encontrar em tantas e tantas outras gramineas e de inegéavel interesse para
o melhoramento de inimeros cereais.

Cromossomas! Constituamo-nos numa verdadeira frente na luta por ce-
reais — novos ou com provas ja dadas ao longo dos tempos —em que unidos,
independentemente de niveis de ploidia ou constitui¢des gendmicas, possamos
avangar na batalha por uma maior e melhor produgdo cerealifera.

OS CROMOSSOMAS UNIDOS JAMAIS SERAO VENCIDOS!
VIVAM OS CEREAIS!

REACCAO DO TRIGO

Oh Deuses estremecei! Oh gentes pasmai! As minhas irmids, espécies da
sub-Tribu Triticinae, manifestam-se contra mim, considerando-se ofendidas e
marginalizadas! E o mais grave é que me lancam caltinias, a mim, cereal nobre
e com pergaminhos, que tudo tenho feito para as promover, procurando com
o fulgor do meu brilho, iluminar-lhes o caminho dificil desde um qualquer
lugarejo remoto do Proximo Oriente ou orla desértica ou gélida dos confins
da Terra até aos férteis e gloriosos campos de cultura do agricultor progres-
sivo! Eu, que por duas vezes contrai alianga com essas minhas pobres parentes,
que agora se queixam de eu as menosprezar! Primeiro quando eu, gozando do
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conforto ¢ da paz do meu reduto exclusivo no Crescente Fértil, na minha forma
original de trigo diploide ou Triticum monococcum, travei relacoes de boa vizi-
nhanca com uma parente pobre e também diploide da Secg¢io Sitopsis do Gé-
nero Aegilops; e logo ai, enamorados um do outro, juntamos 0s nossos geno-
mios (0o meu A com o seu B) e, expontaneamente cruzados, duplicamos as nos-
sas guarnigdes cromossOmicas para originar o trigo alotetraploide, antepassado
selvagem do actual e mui nobre trigo rijo das massas alimenticias. E assim uni-
dos expandimos a nossa 4area até encontrarmos, mais ao Norte, outra parente
diploide, pobre e isolada, a espécie Aegilops squarrosa com a qual, a meu alvi-
trio, nos juntamos novamente, acrescentando o seu gendémio D aos nossos dois,
numa unido em tudo semelhante a anterior mas somada duma incomensuravel
potencialidade genética que permitiu ao trigo alohexaploide assim formado
originar muitas outras espécies, até alcangar o prodigio de perfei¢io e de ubi-
quidade do Triticum aestivum, o trigo mole ou trigo de pio que hoje somos.

E gragas a essa potencialidade pode o homem, nosso amo e senhor, isolar,
criar e seleccionar esse sem nimero de cultivares que hoje envolvem num cir-
cundante abra¢o de amor fraterno o Mundo de Iés a Iés, desde o Circulo Polar
Artico até aos contrafortes do Kilimanjaro e as férteis planicies do Hemisfério
Sul, chegando ao ponto de constituirmos o alimento basico para mais de 40 pai-
ses, representando 35 % da populagdo do Globo. Com o seu saber e engenho
aquele nosso amo moldou-nos nestes cultivares atendendo apenas as suas exi-
géncias de ocasiio e local, s6 possiveis de concretizar devido a essa imensa
capacidade de variagdo que Os nossos trés gendémios nos imprimiram.

Assim e gradativamente conseguimos fixar o homem a terra propondo-nos
fornecer-lhe o pdo de cada dia, libertando-o das trevas e da apatia do noma-
dismo e pastoricia ¢ oferecendo-lhe o ensejo duma vida sedentéaria, platonica,
estavel e comunitaria tdo necessdria a criatividade continua e colectiva, motor
fundamental da Civilizagdo.

Para atingirmos essas areas remotas viajamos nos bornais e alforjes dos
peregrinos, guerreiros e navegantes, estivemos sempre presentes nos grandes
momentos da Histéria, vimos o construir de cidades, o nascer ¢ o tombar dos
poderosos, o erguer ¢ o destruir de impérios, o fundar de religides, acompa-
nhando os grandes pensadores, sabios, poetas e homens bons. Nosso pdo foi
sacralizado desde as mais antigas civilizagdes e, feito amor e esperanga, alcan-
cou as bocas dos humildes e famintos. Para nos abrigarem construiram-se
grandes pirdmides. Constituidas elas em mausoléus de reis e senhores podero-
sos, fomos avaramente conservados por milénios nas suas antecimaras funebres.
Partimos, enfim, para essa maravilhosa e ao mesmo tempo aterradora aven-
tura que é a civilizacio moderna, na qual somos tdo desejados e disputados.

Duvidam essas minhas irmas que lhes quero bem? Vede, como pacifica-
mente acedi em conceder uma alian¢a a essa paria dos terrenos marginais que
¢ a espécie Secale cereale, o centeio, para formar o triticale, sem ainda ter de
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modo nenhum esgotado os meus recursos naturais de variabilidade prépria e
como ja negoceio pactos com outras irmis, espécies dos Géneros Aegilops,
Agropyron, Haynaldia, etc. permitindo, sem protesto, que me retirassem o0s
meus supressores Ph de emparelhamento homoeélogo para que, nos hibridos,
0s meus preciosos cromossomas emparelhassem, durante a meiose, com os des-
sas espécies. Concedi-lhes assim o previlégio de sofrerem comigo a recombinag¢ao
genética. E a este propésito direi mesmo que ja tenho concedido uma audiéncia
privada a minha prima afastada, a cevada.

Reconheco que entre as primeiras aliancas que estabeleci, medearam mi-
lhares de anos. Alids o que é que isso significa no relégio do tempo e na pacién-
cia de que as minhas irmas deveriam dar mostras dada a sua enorme longe-
vidade? No entanto e esquecendo muitas liga¢bes, sem sucesso, que tenho ten-
tado ao longo dos anos, o momento chegou para que essa sua ansiedade mile-
naria possa ser apaziguada pois a engenharia genética, desde a cromossémica
a molecular, vdo dando ja indicios e mesmo provas da sua capacidade para
fazer transferir e associar, numa mesma planta, as caracteristicas favoraveis
percursoras ou mesmo paradigmatica dum cereal novo, no qual, seguramente
eu terei o predominio!

Nio esqueg¢am portanto essas irmds, que sem mim nada valem mas que
cu estou sempre a seu lado para as ajudar a tirar os pés do lodo. E nada de
desanimos, provocagdes e ameagas.

UNIDAS A MIM, E POR MIM GUIADAS VENCERAO!

Henrique Guedes-Pinto
Instituto Universitirio de Trds-os-Montes e Alto Douro, Vila Real

Tristdo Mello-Sampayo
Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Oeiras

Post-Scriptum — Os conceitos atrds desenvolvidos, — para além do aspecto formal
escolhido —, correspondem a uma visio pessoal dos autores, e poderio ser aprofundados
e glosados pelos interessados em vidrias publicacdes entre as quais se destacam:

A. MUNTZING — «Triticale. Results and Problems», Advances in Plant Breeding,
Suppl. N.° 10. J. Pl Breeding. Ed. Verlag Paul Parey. 1979,

M. FELDMAN ande E. SEARS — «The Wild Gene Resources of Wheats. Scientific
American 244 (1) 98-109. 1981,

E. SEARS — «The Wheats and Their Relatives», Handbook of Genetics. Vol. 2. Robert
C. King (Plenum Press). 1975,
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BROTERIA-GENETICA, Lisboa, III (LXXVIII), 11-14 (1982)

ASPECTOS ACTUAIS DA SELECCAO CLONAL DA VIDEIRA

Antero Martins

A convicgio de que as castas de videira seriam populacdes homogéneas e
geneticamente estaveis, em resultado dos processos de propagacdo vegetativa
proprios do regime cultural, nio é uma ideia antiga. Pelo contrario, ela conhe-
ceu alguma generalizagdo s6 a partir dos fins do século passado. Os estudos de
ampelografia, que entdo se desenvolviam em grande forca, careciam de objectos
de analise bem definidos e permanentes e, por isso, terdo tido certamente a sua
dose de responsabilidade na introdugdo dum conceito de homogeneidade e esta-
bilidade da casta que o conhecimento empirico até entio acumulado nio ava-
lizava. Com efeito, é muito frequente encontrarem-se na bibliografia antiga
referéncias a existéncia de «tipos» no interior das castas, e da alteragdo do seu
valor cultural e enoldgico ao longo dos tempos. Estudos sistematicos de selecgio
e analise da variabilidade intravarietal, em grande desenvolvimento desde ha
cerca de 30 anos, vieram confirmar inteiramente o que durante algumas déca-
das esteve em duvida: os processos de multiplicacdo somatica utilizados na cul-
tura da videira (enxertia, enraizamento de estacas...) se, por um lado, garan-
tem uma relativa estabilidade genética das populacdes em cultura, por outro
lado, fomentam também um certo nivel de variagdo, nomeadamente quanto a
importantes caracteristicas de interesse cultural e tecnoldgico.

Esta pressio de variagdo, em termos de evolucdao das populacoes-castas,
pode ter dois desfechos possiveis: a degeneracdo das boas castas tradicionais,
geralmente no sentido de reducdes de produtividade incompativeis com a econo-
mia da cultura, ou a acumula¢do dum leque de variabilidade susceptivel de
utiliza¢io positiva mediante metodologias de seleccdo adequadas.

Situagoes do primeiro tipo verificam-se actualmente em relacdo a muitas
castas tradicionais portuguesas, sujeitas a um processo de progressivo abandono
em favor de outras mais produtivas mas de baixa qualidade o que, em tltima
analise, conduz a degradacio da tipicidade e qualidade dos vinhos. Por outro
lado, é possivel inverter o curso desta tendéncia, seleccionando no interior da
casta os tipos (clones) correspondentes ao padrdo antigo, ou mesmo, novos tipos
capazes de responderem melhor a objectivos culturais e tecnolégicos em per-
manente evolugdo. Ora, é isto precisamente o que se vem fazendo no pais duma
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forma sistematica desde 1978, ano em que se iniciou a selec¢io massal e clonal
da casta Touriga Nacional na regidao do Douro. De ano para ano o trabalho
vem sendo alargado a outras castas nobres das mais importantes regides viti-
colas, atingindo-se ja actualmente um total de 26 castas tradicionais em selec¢ao.

A selecgiio produz habitualmente resultados notaveis no plano da produti-
vidade mas ¢ uma metodologia demorada (ordem dos |5 anos para a selec¢do
clonal) sendo aconselhavel, portanto, o alargamento urgente de tais acgdes a
generalidade das boas castas tradicionais portuguesas.

De resto, tais metodologias siio ja largamente aplicadas em todos os paises
viticolas desenvolvidos e assiste-se presentemente a um grande intercambio
internacional de informagdes e materiais neste dominio, nomeadamente através
do Simposio Internacional sobre Selec¢do Clonal da Videira, de que se realiza-
ram trés edi¢oes até ao presente, primeiro na Alemanha e na Francga, ¢ a ultima
na Italia (Mogliano, Veneza) em Junho de 1981. Este Simpoésio reuniu cerca de
100 participantes de praticamente todos os importantes paises viticolas do mun-
do, incluindo trés portugueses (um deles, o signatario) ligados as acg¢des de selec-
¢d0 em curso no pais.

As cerca de 60 comunicagdes presentes (compreendida uma portuguesa)
foram agrupadas em trés grandes temas e o seu tratamento antecedido de expo-
sicoes introdutérias a cargo de investigadores de grande projec¢io internacio-
nal nos dominios do melhoramento genético ¢ da virologia da videira, Porque
umas e outras exprimem em certa medida os ultimos progressos e o estado
actual da selecc@o clonal no mundo, fazem-se-lhe a seguir algumas referéncias
sumarias.

1.° Tema — Principios e metodologia da selec¢io clonal

M. Rives, da Franga, introduziu o assunto, referindo-se em particular as
fontes de variabilidade intravarietal em plantas de propagacio vegetativa. A
mutagdo natural respondera certamente por uma parte apreciavel dessa varia-
bilidade, mas outras causas devem ser procuradas (e estdo a sé-lo em alguns
laboratérios franceses). Certos resultados experimentais e estudos comparativos
de segregacdo nas descendéncias de clones fenotipicamente distintos e analises
de heterosis entre clones normais e cultivados in vitro parecem indicar que parte

da variabilidade residira no citoplasma.

Outras comunicagoes abordaram ainda a questdo da variabilidade intrava-
rietal como «matéria-prima» da propria selec¢io clonal. J. Bisson (Franga)
constatou que clones de Pinot noir apresentam variagoes de produgao de 300 %,
de teor de agucar de 20 %, de acidez total de 50 % e de substincias corantes

das peliculas de 70 %, o que abre imensas perspectivas a selec¢ao clonal, no
sentido do aumento da produtividade e da qualidade.
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Progiessos tém sido feitos recentemente no apuramento de metodologias
com vista a avaliagio qualitativa dos clones com base no menor ttempo e no
menor peso de material possiveis. Ph. Leclair (Franga) conclui ser possivel
actualmente fazer microvinificacGes representativas a partir de 10 kg de colheita.

Questdo de grande interesse presente no dominio da selec¢do clonal é o
encurtamento temporal do esquema metodolégico classico, que se estende habi-
tualmente por 15 a 20 anos. Varias comunicagdes relataram avancos recentes
neste campo, nomeadamente nos aspectos de cultura de meristemas e micropre-

pagacao in vitro.

2. Tema— Selec¢ao clonal aplicada

Exposi¢oes introdutérias estiveram a cargo de A. Calé (Italia) e H. Schoff-
ling (Alemanha) que chamaram a aten¢io para as grandes potencialidades da
selec¢iio clonal no aumento da produtividade mas também no sentido da melho-
ria de numerosas componentes da qualidade, e resisténcias, dominios que até
ao presente tém sido insuficientemente explorados.

Varias comunicagdes apresentadas nesta Sec¢do vieram a corroborar as
opinides precedentes, relatando resultados positivos da selecgdo obtidos em
diversos paises quanto a parametros de qualidade, sanitarios e culturais.

Bem significativas foram algumas comunicagdes da Alemanha (certamente
o pais mais evoluido no dominio da seleccdo clonal da videira) que relataram
trabalhos de selecg¢@o clonal no interior de outras populagoes clonais, com uma
origem ainda relativamente recente, da ordem dos 10-20 anos, ¢ estudos econé-
micos sobre a rentabilidade da selecgdo. Quanto ao 1.° aspecto ndo pode deixar
de causar algum espanto verificar qudo rapida é a acumula¢io de variabilidade
no interior dos clones, estruturas até ha poucos anos consideradas genetica-
mente homogéneas ou pelo menos muito estaveis (é curioso notar que pelo
fim da 1.* metade deste século ainda se punha em duvida que a propria popu-
lagdo-casta contivesse variabilidade genética no seu interior). Mas ainda bem
que assim acontece pois enquanto com outras espécies ¢ indispensavel o recurso
a métodos mais sofisticados de melhoramento genético — hibridag¢oes baseadas
em estudos de aptiddio combinatéria e heritablidade, mutagénese arfil’icia]. enge-
nharia cromossémica, manipula¢io genética... —com a videira continuamos a
hervir-nos graciosamente do manancial de variabilidade fornecido pela natureza.

Quanto aos aspectos econdémicos da selec¢do, soube-se pela comunicagdo
de H. Sievers que a produc@ao dum clone seleccionado na Alemanha custa uma
soma da ordem dos 3000 contos, para um «periodo de validade» de 20 anos
(estimativa baseada em inquéritos junto de seleccionadores publicos e privados)
informagio aliciante para os participantes portugueses, que pensam ser possivel
produzir os primeiros clones em Portugal por custos significativamente meno-
res, ¢ portanto com uma relagido custos-beneficios mais favoravel.
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3. Tema— Aspectos da selecgcdo sanitdria

O tema foi introduzido por R. Bovey, da Suica, que se referiu longamente
a situacdo e as perspectivas de evolu¢io da luta antivirus em varios dos mais
importantes paises viticolas, com destaque para as técnicas de indexagem e
termoterapia. As técnicas serologicas (quando aplicaveis) tendem a substituir
as tradicionais indexagens em indicadores herbaceos e lenhosos, com apreciaveis
vantagens de ordem técnica e econdmica.

No laboratério de R. Bovey (Changins, Suica) vém-se fazendo esforgos
para a relativa automatizacao da aplicagao do teste ELISA tendo-se conseguido
desde 1980 resultados prometedores.

A termoterapia continua a ser encarada como técnica de recurso quanto
as variedades europeias, pelo menos enquanto nao forem melhor compreendidas
as consequéncias de ordem morfologica e fisiolégica que lhe estio directa ou
indirectamente associadas. Fazem-se actualmente esfor¢os para o melhor conhe-
cimento dessas modifica¢cdes e para o acerto de metodologias de aplicagio do
calor com menores consequéncias nesse campo.

Diversas comunica¢des dentro desta ribrica permitiram colher uma ima-
gem das metodologias da seleccdo sanitaria nos diversos paises viticolas, bem
como da importancia relativa das viroses mais frequentes na videira. No que
toca a Italia o sistema de defesa sanitaria (que compreende nio s6 a seleccio
propriamente dita como todo o processo de produgdo de materiais de propaga-
cdo isentos) parece bastante, ou mesmo, excessivamente descentralizado, pelo
menos se comparado com os padroes francés, e até o alemao, o que pode ter
consequéncias negativas nos planos cientifico e econémico. Algumas visitas téc-
nicas vieram posteriormente a corroborar esta ideia de um certo toque de
«anarquia» no sistema de seleccdo italiano.

O proximo Simposio realizar-se-4 em Changins, na Suica, sob a organiza
¢io de R. Bovey, daqui a 5 anos.

Com algum optimismo, poderemos esperar que nessa altura ja muitos viti-
cultores portugueses estejam a fazer os seus repovoamentos com material de
seleccdo massal, que muitos campos experimentais estejam montados para ava-
liacio do potencial cultural e tecnologico dos clones (seleccio clonal) e que
varias comunicac¢des portuguesas, exprimindo essa desejavel realidade, venham
a ser apresentadas ao 4.° Simpésio...
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ABSTRACT

Several reasons recommend the use of B. subtilis as an host for molecular
cloning. A major barrier to reach this aim was the absence of convenient
vectors for cloning in this bacterium. This fact has led to intensive resezrch
programs of screenig B. subtilis strains for the presence of plasmids and to
introduce plasmids from species of other gemera in B. subtilis.

Although 8-10 % of the B. subtilis strains studied so far have plasmids,
all but one were cryptic.

From the large number of plasmids isolated from different species of
the genus Bacillus three seem to be useful as cloning vectors in B. subtilis.
Moreover, taken as the whole, the plasmids of the Bacilli are of great inte-
rest net only in genetic engineering but also for studies of plasmid biology.

The successful introduction in B, subtilis of several Staphyloccocus aureus
plasmids was of major importance. The presence of antibiotic resistance
markers and of a low number of recognition sites for several restriction
enzymes in these plasmids, pointed out their potential use as cloning vectors.
Different processes were used to transfer these plasmids between different
strains of B. subtilis. In particular plasmid transformation of competent cells
of B. subtilis was characterized in great detail.

INTRODUCAO

Os termos Engenharia Genética ou Manipulagio Genética designam a recom-
binacdo artificial de genomas que podem pertencer a espécies afastadas entre
as quais nio sdo conhecidas permutas genéticas naturais.

Esta recombinagio é obtida por ligacdo in vitro duma molécula de DNA
capaz de replicacdo auténoma (vector) a um fragmento de DNA heterdlogo,
seguida da introdugdo desta molécula recombinada numa célula hospedeira que
permita a sua replicacdo e expressao.
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A subsequente multiplicacdo dessa célula origina um clone, ou seja uma
linha de organismos semelhantes, contendo, todos eles a mesma molécula recom-
binada. Por isso este processo se designa como clonizagido molecular («molecular
cloning») (COHEN 1975).

A manipulagdo artificial de genomas conducente a sua clonizagao pro-
cessa-se em varias fases e exige determinadas condicdes (COHEN 1975, 1976a)
que podem ser assim resumidas:

(i) Existéncia de um vector capaz de replicagio auténoma no organismo
receptor (hespedeiro da clonizagcao). O vector é portanto o transportador do DNA
estranho, podendo ser um plasmideo ou um genoma viral.

(i) Possibilidade de fragmentagio conveniente do vector ¢ do DNA a
clonizar.

(iii) Capacidade de ligagio do segmento de DNA heterdlogo ao vector.

(iv) Mecanismo para introduzir a molécula recombinada numa célula
receptora.

(v) Possibilidade de seleccionar, entre a populagio de células receptoras,
aquelas que de facto adquiriram o plasmideo recombinado.

Desde as experiéncias pioneiras de COHEN et al. (1973) uma elevadissima
percentagem dos trabalhos de Engenharia Genética tém sido realizadas com
E. coli como hospedeiro, por ser este o organismo melhor caracterizado em termos
de genética, bioquimica e biologia molecular. Além disso sdo conhecidos nume-
rosos plasmideos que se replicam em E. coli e o fago A desta bactéria ¢ o bacte-
ri6fago mais completamente estudado.

Interessa, no entanto, por varias razoes, desenvolver em B. subtilis um
sistema de clonizacio paralelo ao de E. coli.

B. subtilis ¢ uma bactéria gram-positiva, capaz de esporular, filogenetica-
mente muito distante de E. coli, que ndo é patogénica nem comensal do homem.
E transformavel, sio conhecidos numerosos mutantes auxotroficos e de esporu-
lagdio, e possui um mapa genético bem caracterizado.

A possibilidade de clonizacdao molecular em B. subtilis podera ser util para
uma variedade de estudos em esporulagio, transformacio ou expressao génica,
e podera ter interesse industrial, dado que varias espécies de B. subtilis siao
comercialmente importantes nas industrias de fermentag¢io assim como na pro-
ducdao de antibidticos, enzimas e insecticidas (GRYCZAN & DUBNAU 1978).
Permitirda também comparar a expressio dos mesmos genes em dois ambientes
celulares diferentes (B. subtilis e E. coli).

Dois outros aspectos de grande interesse para a utiliza¢io de B. subtilis como
hospedeiro para a clonizacdo de genes sao a inexisténcia de endotoxinas nas
paredes de Bacillus e a grande variedade de proteinas excretadas por diferentes
espécies deste género.

Tal como foi referido por YOUNG (1980) a clonizagio de genes, que codi-
ficam produtos com interesse para consumo humano em B. subtilis, tem o enorme
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interesse de ndo exigir a sua purificacdo de endotoxinas (toxicas para o Homem).
Diferentemente acontece em E. coli.

Relativamente a proteinas soliveis como proteases, amilases, fosfatase alca-
lina, penicilase, ribonuclease e outras, excretadas para o meio por espécies de
Bacillus (SIMONS er al. 1978; MANTSALA & ZALKIN 1979), a co-clonizagio
em genes que as codificam facilitarda muito o método de extrac¢do do produto.

A principal barreira a utilizacio de B. subtilis como hospedeiro em Enge-
nharia Genética tem sido a falta de vectores para a clonizacio nesta bactéria.

Este facto motivou uma intensa procura de plasmideos nesta espécie e em
outras do mesmo género, bem como a tentativa de introduzir em B. subtilis
plasmideos provenientes de géneros diferentes.

Paralelamente tém-se explorado as possibilidades de utilizagdo de fagos
temperados de B. subtilis como vectores da cloniza¢do nesta bactéria.

PLASMIDEOS HOMOESPECIFICOS

Tém-se encontrado plasmideos em praticamente todos os géneros de bactérias
onde a sua presenca foi investigada (NOVICK 1969; HELINSKI & CLEWELL
1971; HOLLOWAY er al. 1971; CLOWES 1972; HELINSKI 1973; COHEN
1976 b; REANNEY 1976; NOVICK 1980).

Na sua maior parte, os plasmideos foram inicialmente detectados em conse-
quéncia de fenotipos que determinam no hospedeiro como capacidade de conju
gacdo, resisténcia a antibidticos, a metais pesados ou a ultravioletas, produgio
de colicinas, toxinas, enzimas de restricio e de modificacio, indugio de tumores
em plantas, e metabolismo de compostos como a cinfora e de diversas fontes de
carbono e azoto (NOVICK 1969; COHEN 1976 b; NOVICK et al. 1976).

O desenvolvimento de técnicas como a centrifugacio em gradientes de
cloreto de césio-brometo de etidio (RADLOFF et al. 1967) ou a electroforese
em gel de agarose (AAIJ & BORST 1971; FISCHER & DINGMAN 1971; HAY-
WARD & SMITH 1972; HELLING et al. 1974; SHARP et al. 1973) permitiram
isolar pequenas moléculas de DNA circular em estrutura dupla e superespiralada
(CCC) mesmo que nio estejam associadas a marcas fenotipicas. Estes chamados
plasmideos cripticos (NOVICK 1969; NOVICK er al. 1976) tém sido encontrados
em numerosas espécies (ROWND er al. 1966; COZARELLI er al. 1968; LEE
& DAVIDSON 1968; RUSH er al. 1969).

O aparecimento das técnicas de recombinagdo artificial de genomas e o
interesse da utilizagio de B. subtilis como hospedeiro para a cloniza¢do de genes
estimulou a procura de plasmideos em B. subrilis e noutras espécies de Bacillus.

Verificou-se que 10 a 20 % das estirpes contém plasmideos, os quais, com
excep¢io de pIM13 (Quadro 3), sio cripticos. No entanto as estirpes de B. subtilis
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melhor caracterizadas (168 ¢ W23) (HEMPHILL & WHITELEY 1975) nio tém
plasmideos (LOVETT & BRAMUCCI 1975 b).

Os primeiros plasmideos isolados de B. subtilis foram designados por pPLI
e pPL2 (Quadro I) e extraidos respectivamente das estirpes ATCC15841 ¢ ATCC
7003. Destas, a dltima encontra-se mais proxima de B. subtilis 168 do que a pri-
meira, no que respeita a critérios genéticos, fisiolégicos e bioquimicos (LOVETT
& BRAMUCCI 1975 b).

TANAKA et al. (1977) isolaram das estirpes de B. subtilis IFO3022, IFO
3215, 1AMI1232 ¢ TAMI261 respectivamente os plasmideos cripticos pLSl1,
pLSI2, pLSI3 e pLSI4 (Quadro 1). Embora pLS11 ¢ pLSI12 tenham caracteris-
ticas idénticas foram considerados como distintos, dadas as diferencas existentes

QUADRO 1

Caracteristicas de plasmideos isolados de estirpes de B. subiilis

Bactéria  Plasmideo P. M. () N.° de cépias Enz. dc restriciio (2)
hospedeira (Md) POr Cromos. N.° de szq. de reconh, Ref.
EcoRl BamN1 HindIll

ATCC15841 pPL1 4.7a 8-16 a)
ATCC7003 pPL2 46,3¢ 1-2 a)
IF03022 pLS11 54a,8 7 1 1 5 b)
IF03215 pLS12 54a,B 5 1 1 5 b)
JAM1232 pLS13 4,6a; 498 10 4 0 3 b)
JIAM1261 pLS14 5,0a; S,Sﬁ 7 3 0 L b)
2588 pGY1 40a 1-2 vérias c)
1264 PGY31  7.6a.y: 8,748 7 1 )
1264 pGY32 3,6a.B:y 15 1 c)
14A1 pGYS5 4.9 ~ 10 2 c)
X35 pGY6 4,9¢ ~ 11 2 c)
X36 pGY7 4,90,7; 5,763 16-20 2 c)
X43 pGYS§ 4.9 ~13 2 c)

Referéncias—a) LOVETT & BRAMUCCI (1975b); b) TANAKA et al. (1977); ¢) LE
HEGARAT & ANAGNOSTOPOULOS (1977).

(1) Determinacio do peso molecular (P. M.) por: centrifugacio em gradientes de saca-
rose (g), medicio em fotografias ao microscépio electrdnico (B) e electroforese em
gel de agarose {-,]‘

(*) Enz. de restricio (N.° de seg. de reconh.) = Enzimas de restricio (N.” de sequéncias
de reconhecimento).
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entre as estirpes de que foram isolados, nomeadamente em relagdo a capacidade
dos seus DNAs de transformarem B. subtilis 168. Esta estirpe é transformavel
por DNA de IFO3215, mas nio o é pelos DNAs das outras trés estirpes.

LE HEGARAT & ANAGNOSTOPOULOS (1977) estudaram 83 estirpes
de B. subtilis tendo detectado DNA extracromossomico em oito delas. Os plas-
mideos cripticos presentes em seis destas estirpes foram caracterizados (Qua-
dro 1), mas o DNA satélite presente nas outras duas (11A1 e 13F3) é muito hete-
rogéneo e nio foi estudado. Das oito estirpes com plasmideos a tnica cujo DNA
é capaz de transformar B. subtilis 168 para marcas cromossomicas é a 2588 que
contém o plasmideo pGY]l.

TANAKA & KOSHIKAWA (1977) estudaram 15 estirpes de B. subtilis
var. natto, de 10 das quais isolaram um total de 18 plasmideos cripticos (Qua-
dro 2).

QUADRO 2

Caracteristicas fisicas de plasmideos de B. subtilis
var. natto (TANAKA & KOSHIKAWA 1977)

Bactéria Plasmideo Grupo P.M.(!) N.° de cépias N.° de seq. de reconh,
hospedeira (Md) por cromos. Enz. de restricdo
EcoRI BamN1 HindIll

pLS15 1 3.6a.y 5 1 2 4

1F03009
pLSI6 3 33g 0,5 16 5 0
pLS17 1 3.9a; 3,6y 6 1 2 4

1F03013
pLSIS 3 33q 0,9 15 3 0
pLS19 1 3,6a,y 4 1 2 4

1F03335
pLS20 3 34q 0,4 17 4 0
1F03936 pLS21 | 3.6a.y 4 1 2 4
- [ pLS22 1 3da; 3.6y 4 1 2 4

1F013169
| pLS23 3 34g 0,7 16 4 0
| pLS24 1 3.3a; 3.6y 3 1 2 4

IAM11

5 isplisss 3 3la 0,7 16 4 0

TAM1207
| pLS27 3 g 0,6 16 4 0
| pLS28 2 3,6a; 4,0y 5 2 1 5

IAM1114
: | pLS29 3 35q 0,6 17 5 Y
| pLS30 2 4,1a; 4.0y 3 2 1 5
IAMIIOS | pLS3I 3 32 0,7 16 4 0
IAM1163 pLS32 4 40g 0,9 20 9 0

(') Determinacio do pe o moleculr — ver legenda do Quadro 1.
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BERNHARD et al. (1978) detectaram a presenca dos plasmideos cripticos
pBSI e pBS2 (Quadro 3) em duas estirpes de B. subtilis (Sm*). O primeiro ndo
se replica em B. subtilis 168.

Num estudo que incluiu oito estirpes de B. subtilis, NIAUDET & EHRLICH
(1979) encontraram duas estirpes (1721 ¢ B8) que contém plasmideos. Apenas o
plasmideo criptico presente na estirpe 1721 (designado pHV400) foi caracterizado
(Quadro 3).

ERMAKOVA et al. (1978) isolaram de B. subtilis 1000 quatro fraccdeg de
DNA extracromossomico (pesos moleculares 1,6; 3,2; 4,7 ¢ 8,7 Md) cuja pre-
senga depende de condigdes da cultura, o que torna questiondvel a sua origem.

UOZUMI et al. (1980) detectaram plasmideos em 20 das 67 estirpes que
estudaram. Os 20 plasmideos que sdo cripticos foram classificados em 6 grupos
(Quadro 4). Alguns dos plamideos dos grupos 1 a 5 sdo idénticos aos isolados
por TANAKA et al. (1977) e TANAKA & KOSHIKAWA (1977). Um plasmideo
diferente foi designado por pTA1030.

Recentemente, MAHLER & HALVORSON (1980) isolaram do solo a estirpe
de B. subtilis, RC242, cuja resisténcia a eritromicina esta condicionada 4 presenca
de um plasmideo, pIM13 (Quadro 3). O plasmideo pode ser transferido para
estirpes Rec* e Rec— de B. subtilis 168 por transformacio. A sua presen¢a nio
interfere com o processo de esporulagdo enquanto mutagdes cromossémicas que
conferem resisténcia a eritromicina alteram a capacidade de esporulagio de
B. subtilis (DOMOTO ez al. 1975; GRAHAM & BOTH 1975; TIPPER et al.
1977).

De estirpes de B. subtilis superprodutoras de a-amilase foi isolado um plas-
mideo, pMI10 (Quadro 3) (TICHY ez al. 1981). Estes autores puseram a hipétese,
ainda ndo confirmada, da relagéo entre a presenga de pMII0 e a superproducio
de a-amilase, dado que em estirpes que ndo produzem esta enzima ou em que
0 nivel de produgio ¢ baixo, ndo foi possivel isolar o plasmideo. pMI10 pode ser
introduzido em estirpes derivadas de B. subtilis 168, nas quais se replica estavel-
mente (TICHY et al. 1981).

No total foram ja detectados em B. subtilis 45 plasmideos cujos pesos mole-
culares variam entre 1,5 e 46 Md. Alguns tém sequenmas de reconhecimento
Unicas para diferentes enzimas de restricio. A auséncia de fung¢des conhecidas
para estes plasmideos (com excepgio de pIMI13, apenas descrito recentemente)
limitou o interesse da sua utilizagio como vectores de clonizagdo em B. subtilis.

Para obviar a esta dificuldade estudaram-se os plasmideos que ocorrem em
outras espécies bacterianas, incluindo as do género Bacillus.
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QUADRO 4

Caracterizacio de plasmideos de B. subtilis

Fragmentacio com enz. de restricdo (@)

iy O, Bactea PMI®_
a) b) ou ¢) hospedeira @  (Md) N.° de fragm. P. M. (Md)
pTAI0I2 — 1F03021 3,55 EcoRI ~] 3,52
pTAI014 — 1F03336 BamHl — 2 2,50; 1,04
pTAI015 - IAM1028 Hindlll — 4  2,21; 0,66; 042; 0,29
pTAI0l6 — TAMI1071
1 pTAI019 —  IAMI230
pTA1010 pLSI5  IF03009
pTAI10I1 pLS17  IF030113
pTA1013 pLSI19 IF03335
pTAI017 plLS24 [AMI1143
pTAI1018 pLS26 I1AMI1207
pTA1020 — IAM1076 4,04 EcoRlI — 2 2277 2175
2 pTA1023 — TAM1246 BamH]l — 1 4,05
pTA1021 pLS28 ITAMI1114 Hindlll — 5 1,37; 1,04 0,92; 042; 0,29
pTA1022 pLS30 IAMI1168
3 pTAI040 pLS13 1AMI1232 4,80 EcoRl — 4 2,32; 1,23; 0,99; 0,28
BamH1 — 0 =
Hindlll — 3 2,00; 1,72; 1,05
4 pTA1050 pLSI4 ITAMI261 5,13 EcoRI — 3 2,25; 1,65, 1,25
BamH1 — 0 _
Hindlll — 5 1,66; 1,60; 0,94; 0,62; 029
5 pTA1060 — 1F03022 5,28 EcoRI — 1 5,24
pTA1061 pLSI2 IFO3215 BamH]l — 1 5,34
Hindlll — 6 1,42; 1,37; 1,22; 0,64; 043; 0.
6 pTA1030 — IAMI113 448 EcoRI — 4 2,11; 1,05 1,00; 0,29
BamH1 — 0 —
Hindlll — 2 2,55; 1,96

Referéncias. —a) UOZUMI er al. (1980); b)) TANAKA & KOSHIKAWA (1977);

c) TANAKA er al. (1977).

PLASMIDEOS HETEROESPECIFICOS NATIVOS

1;

Plasmideos de Bacillus

A ocorréncia de DNA extracromossémico em espécies de Bacillus foi
demonstrada inicialmente em B. megaterium 216 ¢ 58. Em ambas as estirpes 15
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a 40 % do DNA ¢ extracromossomico e tem estrutura circular e superespiralada
(CARLTON & HELINSKI 1969) mas uma percentagem elevada deste DNA
deve representar uma mistura de fragmentos circularizados de DNA cromosso-
mico (HENNEBERRY & CARLTON 1973). A determinacdo dos pesos mole-
culares das fracgoes de DNA extracromossémico mostrou que existem de oito
a dez classes de moléculas cujos pesos moleculares variam de 3,9 a 112 Md
(CARLTON & SMITH 1974), cuja manutengdo na célula depende possivelmente
de polimerases distintas (CARLTON 1974, 1976). Dois dos plasmideos, um de
4 Md e outro de 30,9 Md (pBM309) foram caracterizados (CARLTON &
BROWN 1978, 1979; ROSTAS ef al. 1980). Este ultimo é transferivel entrs
estirpes de B. megaterium (ROSTAS et al. 1980). A sua transferéncia foi obtida
por fusdo de protoplastos (FODOR & ALFOLDI 1976, 1979) ou por transfor-
macgdo em presenga de polietileno glicol (PEG) (VOROBIJEVA et al. 1980).

O estudo dos plasmideos de B. thuringiensis foi iniciado por DEBABOYV et al.
(1977) que lancaram a hipétese atraente da relagdo entre a presenca destes plas-
mideos e a formacio de cristais parasporais de natureza proteica, cuja acg¢do
letal sobre varias espécies de Insectos tem interesse aplicado (FAUST 1979).
Mas essa relagido ainda nao foi inequivocamente estabelecida (STAHLY et al.
1978; ERMAKOVA et al. 1978) para todas as variedades de B. thuringiensis.
Recentemente SCHNEPF & WHITELEY (1981) clonizaram dois plasmideos de
B. thuringiensis var. kurstaki HD-1 no plasmideo pBR322 de E. coli. O plasmideo
quimérico obtido codifica em E. coli a sintese de uma proteina, idéntica a sinte-
tizada na estirpe de onde os plasmideos foram isolados e com a mesma acgdo
letal que esta contra larvas do Insecto Manduca sexta.

Em todas as variedades de B. thuringiensis até agora analisadas foi demons-
trada a ocorréncia de DNA extracromossomico. Em alguns casos existem varios
tipos de plasmideos na mesma estirpe e uma grande heterogeneidade nas suas
dimensdes (Quadro 5). A instabilidade dos plasmideos de algumas das estirpes
(ERMAKOVA er al 1978) sugere que parte do DNA extracromossoémico de
B. thuringiensis resulte de excisido, amplificacio e circulariza¢io de determinados
segmentos do cromossoma, ndo sendo portanto verdadeiros plasmideos.

Em B. brevis var. G.-B. foi detectado um plasmideo criptico pADI, com
o peso molecular de 47,1 Md (DOBRITSA er al. 1978) cujo mapa fisico foi cons-
truido com base nos resultados obtidos pela digestio com Smal, Sall e BamH]I.

BERNHARD et al. (1978) detectaram 21 plasmideos diferentes (designados
pBCI a pBC21) em 12 de 15 estirpes de B. cereus que isolaram do solo. Em
algumas das estirpes existe apenas um plasmideo mas a maior parte contém dois
ou mais, cujos pesos moleculares variam entre 1,6 e 105 Md. Verificou-se que a
presen¢a do plasmideo pBC7 esta associada a produg¢do de uma bacteriocina e a
do plasmideo pBCI16 a resisténcia 4 tetraciclina (Tc"). No entanto ndo foi possivel
demonstrar a relacdo entre os restantes plasmideos e as caracteristicas apresen-
tadas pelas estirpes.
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QUADRO 35

Caracteristicas fisicas de plasmideos de B. thuringiensis

Bactéria Nimero de P. M. Enz. de restri¢io Ref.
hospedeira plasmideos (Md) N.° de sea. de reconhec.
EcoRl  Sall

B. thuringiensis var. 3 12,0; 10,0; 6,0 a)
galleriae 351
B. thuringiensis var. 12 44,58; 36,72; 18,12; 9,96; b)
alesti anduze 8,67y B10: 7:29: 6;29;

5.32; 4,75 3,80; 2,60
B. thuringiensis var. 3 7,20 z 1 c)
thuringiensis 6,13 1 1

5,11 0 1
B. thuringiensis var. 3 pVDl — 59 0 d) )
galleriae 612 pVD2 — 10,0 2

pVD3 — 10,9 4
B. thuringiensis var, 12 >50; 453 299; 17,13 e)
Furstaki T4 4.2, 3.9; 3,6

1,1; 0,87; 0,80; 0,74

B. thuringiensis var. 3 23,5; 0,80; 0,62 e)
sotto
B. thuringiensis var. 4 >50(2); 0,98; 0,79 e)
finitimus

Referéncias —a) DEBABOV er al. (1977); b) STAHLY et al. (1978); ¢) MITEVA (1978b):
d) ERMAKOVA er al. (1978); e) FAUST et al. (1979); f) DEBABOV et
al. (1980); g) ALIKHANIAN er al. (1981).

Outras variedades de B. thuringiensis contém plasmideos cujas caracteristicas fisicas
nio foram ainda estudadas; existem de 2 a 5 plasmideos nas variedades kenyae, subtoxicus,
aizawai, morrisoni, tholworthi darmstadiensis e toumanoff (MITEVA, 1978a) e rhompsoni
(ERMAKOVA et al. 1978).

O plasmideo pBCl6 parece ser particularmente interessante e potencialmente
util como vector de clonizagdo. E transferivel por transformacio para B. subtilis
168 onde expressa a resisténcia a tetraciclina e se replica estavelmente. Além
disso, este plasmideo tem baixo peso molecular (2,77 Md) encontra-se presente
em cerca de 20 copias por cromossoma e possui um baixo nimero de sequéncias
de reconhecimento para as enzimas EcoRI e BamHI (BERNARD et al. 1978).

O plasmideo pBC16 também se replica em B. thuringiensis var. gallera 69-6 na
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qual foi introduzido por transformacgdo de protoplastos na presenga de PEG
(ALIKHANIAN e al. 1981).

MITEVA (1978 a) detectou a presenga de plasmideos em trés estirpes de
B. cereus (ATCC 6464, ATCC 9139 ¢ NRRL 569), mas a sua caracterizagio
nao foi efectuada.

BINGHAM er al. (1979) isolaram 29 estirpes de B. stearothermophilus resis-
tentes a cinco antibidticos diferentes. De cinco destas estirpes foram isolados plas-
mideos: pABI18A (Sm®) ¢ pABI118B (Sm*) de TB118 e TB150; pAB124 (Tcr) de
TBI124 ¢ TB144 ¢ pABI128 (Tc") de TB128. A sua caracterizacao foi feita pelo
tipo de fragmentacdo obtido com 19 diferentes enzimas de restri¢io (Quadro 6).
Dos quatro plasmideos apenas pAB124 tem capacidade de transformar B. subtilis
168, no qual se replica e em que expressa resisténcia a tetraciclina (BINGHAM

QUADRO 6

restricio (BINGHAM et al. 1979)
Fragmentacio dos plasmideos pABIISA, pAB118B, pAB124, pABI28 com enzimas de

o
Enzimas de N.° de seq. de reconh,

restricio pABIISA pABl118B pABI24 pABI128

BamH]1 1 1 0 0
Bell 4 2 3 4
Bgll <] 0 0 1
Byplll 0 0 0 0
Caul 7 4 4 5
Caull 3 2 1 1
EcoRI 2 0 4 3
Haelll 6 3 - 3
Hial 6 5) 2 3
Hindll 4 2 2 2
Hind111 3 0 0 0
Hinf1 10 6 6 6
Hpal 2 0 1 1
Kpnl 1 1 0 0
Pstl + 2 0 0
Sall 1 1 0 0
Sstl 0 0 0 0
Xbal 1 1 1 0
Xmal 1 0 0 0
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et al. 1979). Estes plasmideos sio potencialmente utilizdveis para a clonizag¢io de
genes em B. stearothermophilus ¢ pAB124 em B. subtilis 168.

A expressao do gene tet” de pABI24 foi analisada em B. subtilis e E. coli.
A expressio desta resisténcia em B. subtilis é indutivel e estd associada a uma
diminui¢do da acumulagdo do antibidtico dentro das células, enquanto que em
E. coli nio se encontra relacionada com uma menor entrada do antibidtico na
célula e ndo ¢é indutivel (ECCLES et al. 1981).

Plasmideos isolados de outras espécies de Bacillus ou sdo cripticos ou pos-
suem marcas para as quais ndo existe um método directo de selecgdo.

B. pumilus é uma das espécies geneticamente mais proximas de B. subtilis
168 (DUBNAU et al. 1965; LOVETT & YOUNG 1969, 1970 ¢ 1971; YOUNG
& WILSON 1972). LOVETT (1973) iniciou a identificacdo de plasmideos desta
espécie com o isolamento de pPL576 (Quadro 7) na estirpe NRS576, a qual é

QUADRO 7

Caracteristicas fisicas de plasmideos de B. pumilus

Enz. de restrigio

Bactéria Plasmideos P. M. Densid.  N.° de cépias N.? de fragmentos Ref.
hospedeira (Md) * g cm—?  por cromos, EcoRlI Hindlll
NRS576 pPL576 33,8a; 288 1,698 2 3:%% — a) b) ¢)
ATCC7065 PPL706S  474; 595 1,696 10 — 2 bdeh
pMBI : — 10 = = e) g)
ATCCI12140 6.3a; 7.08
pMB2 5.0a: 5.68 - 10 — —— e) g)
L10 pPL10 44a 1,698 10-20 2 1 e hHh

Referéncias — a) LOVETT (1973); b) LOVETT & BRAMUCCI (1974); c) LOVETT & BRA-
MUCCI (1975a); d) LOVETT & BURDICK (1973); ¢) LOVETT & BRA-
MUCCI (1976); f) LOVETT et al. (1977); g0 LOVETT & BRAMUCCI
(1975b); h) LOVETT et al. (1976).
Peso molecular * — ver legenda do Quadro 1. Peso molecular dos fragmentos ** (Md): 13(A);
9,5(B) e 6,5(C) [Ref. c)l.

oligoesporogénica. Isto significa que, mesmo em condi¢des favoraveis para a
esporulagdo, mais de 99 % das células ndo esporulam. Visto que mutantes desta
estirpe que espontaneamente perderam o plasmideo recuperam, em mais de 50 %
das células, a capacidade de esporular, podera haver relagio entre a presenga
do plasmideo e a oligoesporogenia da estirpe NRS576.

O plasmideo pPL7065 (Quadro 7) foi isolado de B. pumilus ATCC7065
(LOVETT & BURDICK 1973). Verificou-se que a sua presenca confere imuni-

dade ou resisténcia a acgdo litica que desencadeia sobre outras estirpes de B.
pumilus e a qual B. subtilis 168 ¢ resistente (LOVETT et al. 1977). Existem seme-
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lhangas entre esta actividade litica e a da bacteriocina ou colicina (NOMURA
1967; NOVICK 1969). A sua transferibilidade para outras estirpes de B. pumilus
por transdugdo mediada por PBP1 (LOVETT et al. 1974) permitiu demonstrar
que é compativel com pPL576 (LOVETT et al. 1977). O fago PBSI também
transduz pPL7065, mas menos eficientemente que PBP1 (LOVETT et al. 1977).

Da estirpe B. pumilus ATCC12140 foram isolados dois plasmideos cripticos,
pMBI e pMB2 (LOVETT & BRAMUCCI 1975b) e da estirpe L10 derivada de
ATCCI12140, o plasmideo pPL10 (Quadro 7) cuja presen¢a determina a pro-
ducdo de uma bacteriocina (LOVETT et al. 1976, 1977).

O plasmideo pPL10 pode ser transferido por transducdo mediada por PBPI
para estirpes de B. pumilus sem plasmideos, ou para NRS576, mas nido para
ATCC7065 o que permitiu demonstrar que pPLI0 é compativel com pPL576
(LOVETT et al. 1976) e incompativel com pPL7065 (LOVETT et al. 1977). Os
fagos PMBI e PBSI também transduzem pPLI10 mas este dltimo com uma efi-
ciéncia muito baixa (BRAMUCCI & LOVETT 1976). Outro fago de B. pumilus,
o fago temperado ¢75 ¢ capaz de transduzir pPL10, embora ndo tenha capacidade
transdutora para marcas cromossomicas (BRAMUCCI & LOVETT 1977) ou
para outros plasmideos (MARRERO & LOVETT 1980). A especificidade de
transduc@o de ¢75 para pPL10, parece estar relacionada com a existéncia de
homologia entre o DNA plasmidico e o genoma fagico. Este mecanismo foi
designado transducdo selectiva de plasmideos («selective plasmid transduction»)
por MARRERO & LOVETT (1980).

O plasmideo pPLI0 pode ser transferido por transformacdo para células
competentes de B. subtilis 168. O plasmideo replica-se estavelmente nesta estirpe
e expressa a actividade litica mencionada contra estirpes de B. pumilus, mas nao
contra estirpes de B. subtilis, visto que estas ndo sdo sensiveis a sua acc¢do (LO-
VETT et al. 1976).

Do elevado numero de plasmideos nativos em espécies de Bacillus trés pare-
cem ser potencialmente 1teis como vectores em B. subtilis 168: pBC16, pAB124
e pPL10. No entanto todos poderdo ser de interesse apds manipulacio genética
apropriada.

A pesquisa de plasmideos em Bacillus mostrou que ha uma grande variabili-
dade na percentagem de estirpes que os contém, entre as diferentes espécies,
desconhecendo-se o significado ecoldgico e evolutivo desta observagio.

O modo de replicacio e regulacio dos plasmideos, particularmente nas estir-
pes em que existe um nimero elevado de plasmideos, poderdo revelar modelos
de controlo do DNA extracromossomico, diferentes dos ja conhecidos.

Os plasmideos de Bacillus constituem um campo de investigacdo atraente
ndo s6 pelo seu potencial interesse de utilizacdo em técnicas de manipulagido
genética, como também em estudos de biologia de plasmideos.
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2. Plasmideos de Staphylococcus aureus

O facto de a maior parte dos plasmideos de B. subtilis e de espécies afins
serem cripticos ou possuirem genes de dificil selecgiio, conduziu a tentativa de
introduzir em B. subtilis plasmideos de outros géneros de bactérias.

Foi EHRLICH (1977) o primeiro a demonstrar que alguns plasmideos de
S. aureus introduzidos por transformag¢do em células competentes de B. subtilis
sao capazes de replicagio auténoma nesta bactéria. Estes plasmideos conferem
resisténcia a antibioticos, tém baixo peso molecular e apresentam pequeno nimero
de sequéncias de reconhecimento para algumas enzimas de restrigdo.

Por isso foram considerados como vectores potencialmente iiteis para a
clonizagao de genes em B. subtilis (EHRLICH 1977) o que impulsionou a desco-
berta de outros plasmideos de S. aureus que se podem manter estavelmente em
B. subtilis (Quadro 8). As caracteristicas relevantes destes plasmideos incluindo
estabilidade, nimero de copias por cromossoma e possibilidade de amplificacio
em B. subtilis encontram-se resumidas nos Quadros 8 ¢ 9.

2.1. Mecanismos de transferéncia

2.1.1. Por transdugio

A transdug@o dos plasmideos pUB110 e pC194 entre estirpes Rec™ e Rec™
de B. subiilis foi demonstrada com os fagos AR9 (GRYCZAN et al. 1978) e
PBS1 (KEGGINS et al. 1978 a), sendo a eficiéncia de transducdo mais elevada
(10 — 100 x) que a de marcas cromossémicas.

A transdugdo do plasmideo pUBI110 é sensivel (mas em menor grau que
a do DNA cromossémico) a ac¢do da enzima BsuR (PROZOROV et al. 1980),
que ¢ responsavel pela ac¢iio restritiva e modificativa das estirpes R de B. subtilis
(TRAUTNER et al. 1974).

2.1.2. Por transformacido celular

Diversos plasmideos de S. aureus podem ser introduzidos por transformacao
e com idéntica eficiéncia, em células competentes de estirpes de B. subtilis 168
Rect (EHRLICH 1977) ou Rec~ (recE4, GRYCZAN et al. 1978). Estas tltimas
ndo sio transformaveis por DNA cromossémico (DUBNAU et al. 1973). O facto
de o serem por DNA plasmidico mostra que esta transformacdo é independente
do produto do gene recE4 e permitiu confirmar que a replicagio desses plasmideos
em B. subtilis é autébnoma.

Interessa referir as principais caracteristicas deste sistema, em vista da sua
relagdo com a actual utilizagdo daqueles plasmideos como vectores.

(1) A eficiéncia de transformacido com plasmideos purificados e isolados de
S. aureus é pouco elevada ¢ da ordem de 10~° transformantes por equivalente
de genoma ou 100 transformantes por pg de DNA (EHRLICH 1977). Obtém-se
também transferéncia de plasmideos com idéntica eficiéncia, pondo em contacto
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com culturas competentes de B. subtilis, lisados de estirpes de S. aureus tratados
com antibidticos (FEITELSON & LEDERBERG 1980).

(2) Usando os mesmos plasmideos, mas multiplicados em B. subtilis elevam-se
os valores para 10— - 10— transformantes por equivalente de genoma ou
10%- 10° transformantes por pg de DNA (EHRLICH 1977; GRYCZAN et al.
1978; KEGGINS et al. 1978 a).

(3) A eficiéncia de transformacdo com DNA plasmidico ¢ aumentada na
presenga de CaCl, (0,5 mM) e EGTA (ImM); a fun¢@o deste dltimo composto
¢ a de reduzir a concentracdo dos ides Ca** no meio, diminuindo-se assim a
inactivagio nucleolitica dos plasmideos durante a sua incubagiio com as células
competentes (CONTENTE & DUBNAU 1979 a). De acordo com MAZZA et al.
(1980) o célcio inibe a transformagio por DNA plasmidico.

(4) A cinética de desenvolvimento da competéncia, para os DNAs plasmidico
¢ cromossémico, ¢ idéntica (CONTENTE & DUBNAU 1979 a) ¢ os receptores
para os dois tipos de DNAs sio os mesmos (MAZZA et al. 1980). Também ¢é
possivel dar-se transferéncia dos plasmideos por transformacdo espontinea, de
culturas ndo submetidas a um regime especial de desenvolvimento da compe-
téncia, embora neste caso a eficiéncia do processo seja inferior ao da transfor-
macgdo de culturas competentes com o plasmideo purificado (PROZOROV &
GLUMOVA 1980).

(5) A determinacdo do numero de transformantes em fungio da concen-
tracio de DNA mostrou que a transformacdo com DNA plasmidico segue uma
cinética de 1.* ordem (inclinacio das rectas < 1), tal como a transformagdo com
DNA cromossémico (CANOSI et al. 1978; SGARAMELLA et al. 1978). Con-
cluiu-se assim que uma molécula de DNA plasmidico é suficiente para originar
um transformante (CANOSI et al. 1978; CONTENTE & DUBNAU 1979 a).

(6) A introdugiio de cortes, em cadeia simples (com DNAasel) ou em cadeia
dupla (com enzimas de restri¢ciio), no DNA plasmidico inactiva a sua actividade
transformadora, a qual pode ser recuperada para niveis iguais (EHRLICH 1977;
GRYCZAN et al. 1978; KEGGINS et al. 1978 a) ou superiores (CANOSI et al.
1978; CONTENTE & DUBNAU 1979 a) aos iniciais, por incuba¢do com ligase
de T4. Também se pode dar transformagio com DNA plasmidico linearizado
se as células receptoras contiverem um plasmideo residente com sequéncias
homélogas das do plasmideo dador. Este processo envolve recombinagdo entre
as zonas de homologia de ambos os plasmideos ¢ ¢ dependente do produto do
gene recE4 (CONTENTE & DUBNAU 1979 b).

(7) 0 DNA de diversos plasmideos de S. aureus isolados de B. subtilis, pode
ser fraccionado em vérias bandas correspondentes a diversas formas moleculares:
monoémeros, dimeros ¢ também polimeros de maiores dimensdes. A anélise da
sua actividade transformadora mostrou que os monémeros (que constituem 70
a 80 % do DNA plasmidico) tém uma actividade muito inferior (1:1000) a do
DNA multimérico, o que permite explicar a baixa eficiéncia de transformagio
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QUADRO 9

Fragmenta¢io de plasmideos de S. awreus com enzimas de restricio

Pla mideos Enzimas de restricio (N.° e dimensdes dos fragmentos em Md)
Alul  BamH] Beglll  EcoRl Haelll Hhal Hindll Hindlll  Hpal  Hpall Pst1 Py
pCl194 (1) (] 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0
2,00 1,97 2,06
0 3
155
pT127 0,9
0.4
5 1 1 1 4 4 2 0 0 4 0 /
1,34 3,05 3,04 2,97 2,39 2,63 1,99
0,60 0,32 0,28 49
JUBL10 (1) (3) )
0,30 0,22 0,45
0,30 0,09 0,10
0,20
yUBI12 0 1
6 0 1] 0 1 1 0 2 0
pSADS01 (1) 2,81 294 279 1,61
1,22
12 0 0 1 1 1 2 0 3 0
4,40 4,50 4,75 3.10 213
nSA2100 (1) 1,63 1,47
1,22
nC223 0 1
1E194 (2)
6 0 0 0 1 2 0 1 2 1 2
»BD15
sC221 0 0 0 1 0

Referéncias —a) EHRLICH (1977); b) GRYCZAN & DUBNAU (1978); ¢) GRYCZAN er al. (1978); d) KE(
DAHL et al. (1978); f) WEISBLUM et al. (1979); g) GRYCZAN et al. (1980a); h) SHIVAKU!
& BALDWIN (1978); j) EHRLICH (1978): 1) JALANKO er al. (1981).

(1) Estes plasmideos niio apresentam sequéncias de reconhecimento para Kpnl, Smal, Sstl e Xhol (ver c)).

(2) pE194 e pBDI5 sio também fragmentados pelas enzimas: Bell (1); Belll (1); Hinfl (7); Mbol (5) (ver g) e h)
(*) pUBI10 ¢ também fragmentado pelas enzimas Aval (1); BsiN1 (2); Hinell (2); Pvull(1); Tagql (3) (ver 1)).







de B. subtilis com estes plasmideos (CANOSI er al. 1978; GRYCZAN et al.
1980 b).

(8) A actividade transformadora residual da fracgio de DNA monomérico
resulta da sua contaminag¢do com formas multiméricas, visto que o primeiro é
totalmente inactivo (em consequéncia de inactivacio nucleolitica durante os pro-
cessos de adsor¢do e penetracdo do DNA nas células) na transformacdo de cul-
turas competentes de B. subtilis 168 (MOTTES et al. 1979), embora tenha capa-
cidade para transformar protoplastos desta estirpe.

(9) O DNA monomérico do plasmideo pHV14, plasmideo recombinante que
sc replica em E. coli e em B. subtilis, transforma apenas a primeira destas
espécies, o que permitiu sugerir a hipétese de que a penetra¢io e o subse-
quente processamento do DNA transformante se verifiquem de forma diversa
nas duas espécies (MOTTES et al. 1979).

(10) Os plasmideos de S. aureus multiplicados nesta bactéria tém menor
percentagem de formas oligoméricas que os mesmos plasmideos multiplicados
em B. subtilis (CANOSI et al. 1978; MOTTES et al. 1979). Esta observacio
poderia explicar, segundo MOTTES et al. (1979), a menor eficiéncia dos primeiros
na transformacdo de B. subtilis, ja anteriormente verificada por outros autores
(ver (1) e (2)) ¢ interpretada como resultado de fenémenos de restricio e modi-
ficacdio (EHRLICH 1977; GRYCZAN et al. 1978) a que, no entanto, o DNA
plasmidico pode também ser susceptivel (ver (13)). A interpreta¢io de MOTTES
et at. (1979) ¢ apoiada também pela verificagdio de que o DNA monomérico
extraido de S. aureus ou B. subtilis, transforma com igual eficiéncia protoplastos
desta espécie.

(11) A transformacgio com formas monoméricas de plasmideos é possivel
desde que na célula receptora exista um plasmideo residente, parcialmente homé-
logo do plasmideo dador (ver (6)). A recombinagio entre as zonas homoélogas do
plasmideo dador e receptor permite a recuperagio de genes («marker rescuen»)
do dador (CONTENTE & DUBNAU 1979 b). Este processo depende do pro-
duto do gene recE4 (CONTENTE & DUBNAU 1979 b), tal como a recombinacio
entre zonas homoélogas de plasmideos compativeis (KEGGINS er al. 1978 b).

(12) A transformacd@o de B. subtilis com plasmideos quiméricos cosntituidos
por pBR322 ¢ pUBI110, e que contém repetices internas deste ultimo (MICHEL,
B., PALLA, E. & EHRLICH, S. D., Abstracts of the 5th European Meeting
on Bacterial Transformation, p. 19, Florence, 1980) mostrou que as eficiéncias
relativas de transformagdo com plasmideos constituidos por 1, 2 e 3 copias de
pUBI110 sdo respectivamente de 1, 100 e 500. Determinou-se também que uma
repeti¢do interna de 750 nucleotideos é suficiente para tornar activas em trans-
formacdo formas monoméricas de plasmideos de 10Kb (Kb— 1000 pares de
bases) e que formas linearizadas de plasmideos com repeti¢des internas sdo activas
em transformacio.
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(13) A transformacdao com DNA plasmidico é afectada pelos sistemas de
restricdo e modificagio conhecidos em B. subtilis (TRAUTNER et al. 1974;
SHIBATA & ANDO 1974; UOZUMI et al. 1980) tal como foi demonstrado em
estirpes de B. subtilis 168 por TANAKA (1979b) ¢ em B. subtilis BsuR por
PROZOROV et al. (1980).

2.1.3. Por transformacdo de protoplastos

CHANG & COHEN (1979) demonstraram que é possivel obter transfor-
magdo de protoplastos de B. subtilis 168 com DNA plasmidico. Este processo
envolve a penetracdo do DNA na preen¢a de PEG ¢ a subsequente regeneracio
da parede celular.

Este processo é altamente eficiente (4 X107 transformantes por pg de DNA)
e obtém-se valores da ordem dos 80 % para a frequéncia de transformacio. Além
disso, formas monoméricas dos plasmideos sdo activas nesta transformacio
(CHANG & COHEN 1979) enquanto o ndo sio na de células competentes.

2.1.4. Por fusdo de protoplastos

DANCER (1980) obteve, por fusdo de protoplastos, transferéncia de plas-
mideos de S. aureus para B. subtilis e entre B. subtilis e outras espécies de Bacillus.

A transferéncia de plasmideos por este processo parece depender unicamente
da capacidade de regeneragio da parede celular, das estirpes para as quais se
pretende transferir os plasmideos.

Este processo ¢ eficiente e apresenta o atractivo de ndo exigir o isolamento
de DNA plasmidico, nem o desenvolvimento da competéncia das células.

CONCLUSOES

O interesse em desenvolver em B. subtilis um sistema de cloniza¢io mole-
cular paralelo ao de E. coli conduziu ao desenvolvimento de programas de pros-
peccao de plasmideos em estirpes de B. subtilis e de introdugdo nesta bactéria
de plasmideos isolados de espécies de outros géneros.

Foram isolados 45 plasmideos diferentes de estirpes de B. subtilis todos
cripticos com excep¢do de um. De outras espécies de Bacillus foram isolados
numerosos plasmideos, trés dos quais parecem ser potencialmente tuteis como
vectores em B. subtilis. No seu conjunto os plasmideos de Bacillus constituem
um campo de investigacdo atraente ndo sé pelo seu potencial interesse de utili-
zacio em manipulacio genética como também em estudos de biologia de plas-
mideos.

Contudo foi a introducé@o de plasmideos de S. aureus em B. subtilis que maior
impulso deu ao desenvolvimento da Engenharia Genética de B. subtilis.

Nos artigos seguintes desta revisdo serd apresentada a actual utilizagio dos
plasmideos referidos no presente artigo, na clonizacio de DNA plamidico, fagico
e cromossémico em B. subtilis, bem como a clonizagdo de genes usando, como
vectores, genomas de fagos temperados.
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SUMMARY

The choice of low receptivity genes to be included in the varieties, in
arder to get resistance and allow good possibilities in the futurt, require a
careful analysis of the parasite pathogenicity characters.

The genetic spectrum of pathogenicity of the parasite population, the
prevalence and the pxesence coefficient of the races, the pathogenicity genes
frequency and he total level of frequency are proposed as main elements for
that analysis.

An example based on data obtained in Portugal on Puccinia recondita
of wheat is analysed to show the way of performing it and also to present
other factors to be considered in order to get conclusions.

INTRODUCAO

A hipotese de FLOR (1955, 1956, 1971) permitiu actuar por método cien-
tifico em melhoramento de plantas, na obten¢do de cultivares com caracteres
apropriados a resisténcia a doengas causadas por parasitas, nos casos em que
sdo observadas relagdes de gene-para-gene entre hospede e hospedeiro.

Largos beneficios foram conseguidos com a produciio de cultivares de trigo
através de esquemas de melhoramento, adequados ao aproveitamento dessa
resisténcia do tipo especifico, baseados em numerosos e minuciosos estudos
realizados em ambos os membros das associagdes no sentido da andlise das
suas interac¢dbes. Muito ha no futuro a esperar ainda da aplicagio desse tipo
de resisténcia (DAY, 1974, FREITAS 1980), cujo ambito cada vez se torna
mais amplo englobando em si casos inicialmente admitidos como independen-
tes de interaccdes especificas. Um dos exemplos mais tipicos destes casos foi
descrito numa publicagio de MILUS & LINE (1980) referente a caracteristica
designada por «slow rustingy.

Para se conseguir maior eficicia através da resisténcia especifica ha que
observar todas as deficiéncias dos resultados ja obtidos e procurar supera-las,
analisando mais pormenorizadamente os factores em jogo e ensaiando novas
técnicas. Isto ndo obsta a que se considere de importancia relevante o estudo
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aprofundado de outros tipos de resisténcia ainda pouco conhecidos no seu
modo de accdo, cujos efeitos se apresentam como favoraveis, numa prespec-
tiva do consciente aproveitamento de conhecimentos cientificos para obtengdo
de respostas cada vez mais ajustadas ao interesse econdmico.

Na aplicagdio da resisténcia especifica, uma andlise sistematizada dos
dados, usando esquematiza¢do apropriada, pode permitir destacar factores
genéticos favoraveis e, consequentemente, realizar escolha de progenitores
ajustados a obtencdo de cultivares com caracteristicas apropriadas a manifes-
tacio desse tipo de resisténcia que sejam vantajosas a resolucio dos proble-
mas verificados localmente em dado momento.

BROWDER, LION & EVERSMEYER (1980) destacaram as vantagens da
descri¢io genética das culturas dos parasitas e preconizaram a analise das for-
mulas de patogenicidade, como processo imediato apropriado a escolha de genes
de baixa receptividade que permitam obtengdo de resisténcia. DWURAZANA,
BIALOTA & GAJDA( 1980) utilizaram método semelhante para essa fina-
lidade.

Aquelas férmulas constituem de facto uma base para o estabelecimento
de um esquema que, todavia, devera incluir outros elementos complementares
de modo a que se torne suficientemente simples e claro para se realizar com
prontiddo e facilidade uma analise tdo completa quanto possivel que permita
determinar os correspondentes genes de baixa receptividade que maior van-
tagem possam conseguir, quando incluidos em cultivares melhoradas.

O presente trabalho propde esquema desse tipo, usando como exemplo
concreto os dados obtidos em diferentes complexos Puccina recondita: Tri-
ticum analisados em Portugal Continental.

Procede-se ao estudo dos elementos que o compdem, indica-se o interesse
que possuem na interpretacdo desse esquema ¢ exemplifica-se o tipo de dis-
cussio considerado conveniente na escolha de genes de baixa receptividade
(Prn: T, no caso apresentado) para conseguir resisténcia e ainda estabelecer
perspectivas futuras favoraveis a substitui¢do de genes, sempre que necessaria
a4 manutencdo de isen¢do de epifitias nas plantas em cultura.

MATERIAL E METODOS

O exemplo apresentado neste trabalho diz respeito a culturas de Puccinia
recondita isoladas em amostras obtidas de plantas de trigo colhidas de Norte
a Sul de Portugal Continental e baseia-se fundamentalmente nos resultados
das prospecgdes, ja publicados, bem como das andlises de patogenicidade rea-
lizadas anteriormente nas culturas (FREITAS, 1966, 1967, 1972, 1973, FREI-
TAS & FREITAS, 1972, 1978) muitos dos quais foram submetidos a confir-
macio (de que resultou algumas poucas rectificagdes) e, ainda, doutros obtidos
posteriormente.
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Na identificacio de genes de alta patogenicidade nas culturas, foram
usadas linhas de cruzamentos-retrégrados consideradas, cada uma, como con-
tendo um tnico gene de baixa receptividade reconhecido (DYCK, 1973 SAM-
BORSKI & DYCK, 1976) amavelmente cedidas pelo DR. P. L. DYCK e pelo
DR. SAMBORSKI. A estas linhas foram adicionadas trés cultivares (Freitas
1968 a). No Quadro I foram inscritas as designacOes indicadas pelos seus AA.

QUADRO 1

Linhas de trigo usadas na identificacio de genes de alta patogenicidade
Wheat lines used for identification of hight pathogenicity genes

Genes Linhas de trigo

Genes Wheat lines

Prl: T Thatcher® x Centendrio (R. L. 6033)
Fr2a: <L Thatcher® x Webster (R. L. 6016)
Pr2b: T Thatcher® x Carina (R. L. 6019)
Pr2e: T Thatcher® x Loros (R. L. 6025)
Pri: T Thatcher® x Democrat (R, L. 6002)
Prika: T Tatcher® X Aniversario (R. L. 6035)
Pro: T Transfer x Thatcher® (R. L. 6010)
Pri0: T Thatcher® x Exchange (R. L. 6004)
Prlda: T Selkirk x Thatcher® (R. L. 6036)
Pri6: T Thatcher® x Exchange (R. L. 6037)
Pri7: T Klein Lucero x Thatcher® (R, L. 6008)
Pris: T Thatcher’ x Africa 43 (R. L. 6009)
Prx: T Tremés Rijo E. A. N, 854)
Pry: T Xéres (E. A. N, 1165)

Prz: T Ardito (E. A. N. 61 534)

nas amostras de sementes dos cruzamentos-retrogrados recebidas. As trés
outras linhas de trigo mencionadas sdo cultivares seleccionadas em Portugal
apropriadas a distingdo de culturas de P. recondita portuguesas nido diferen-
cidveis por outros diferenciadores (FREITAS, 1973) nem por aquelas linhas
de cruzamento-retrégados. Dado que se desconhece a composigdo genética
de receptividade dessas cultivares, foram atribuidos, respectivamente, os sim-
bolos x, y e z aos genes ou grupos de genes de baixa receptividade que aquelas
cultivares contenham.

Das culturas de P. recondita, obtidas de amostras em trigo provenientes
do campo, foram isoladas outras a partir de soros-unicos ou de esporos-linicos
(em especial sempre que numa primeira diferenciagdo se suspeitava da exis-
téncia de associa¢des de racas fisiolégicas) tendo-se considerado como tnica
todas aquelas culturas provenientes de uma mesma amostra que nas poste-
riores diferenciag¢des se manifestavam como idénticas entre si.
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Esta andlise diz respeito a 1277 culturas isoladas durante sucessivos anos,
desde 1959 a 1971, em que as amostragens foram mais representativas entre
as prospeccdes ja publicadas.

Os dados referentes a identificacdo de genes de patogenicidade das cul-
turas dos primeiros anos deste grupo foram obtidas a partir de culturas-tipo
das racas fisiologicas isoladas, mantidas em colec¢do. Em relagio aos anos
mais recentes aqueles elementos foram determinados para cada cultura iso-
lada das amostras, usando os trigos diferenciadores adicionais e¢ os de cru-
zamentos-retrégrados juntamente com o grupo dos diferenciadores-padrio
internacionais.

Para facil apreciacio da representatividade das racgas identificadas no
periodo considerado e bem assim dos genes de patogenicidade que contém,
estabeleceram-se os seguintes indices, no intuito de auxiliar eficientemente na
escolha de genes de baixa receptividade a incluir em cultivares melhoradas para
obtengdo de resisténcia em condi¢Ges mais convenientes:

— A Frequéncia de Isolamento (FI) que representa para cada raga a per-
centagem do numero de isolamentos, naquele periodo, expressa em relagio
ao total de isolamentos de todas as racas. O valor assim determinado, para
cada racga, foi considerado atribuivel também a frequéncia de cada um dos
genes de patogenicidade nela detectados.

— O Coeficiente de Presenca (CP) que representa, para cada raca, o valor
da frac¢do do periodo em estudo em que ela foi detectada, da ideia da persis-
téncia com que foi isolada. Assim, o coeficiente de presen¢a com valor 1,0,
em relagio a dada raga, indica a sua detec¢io em todos os anos desse periodo.

— O Total do Nivel de Frequéncia (TNF) que, para cada gene de alta
patogenicidade, permite obter ideia da sua representatividade na populagio do
parasita. Este indice é determinado, para o conjunto das diferentes racas fisio-
légicas, pela soma das frequéncias em que cada gene se manifestou.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma vez identificados os genes de alta patogenicidade presentes nas cul-
turas do parasita e agrupadas estas consoante as racas fisiologicas a que per-
tencem, indicaram-se no Quadro II as respectivas composi¢bes genéticas de
alta patogenicidade e inscreveram-se os valores de frequéncia de isolamento,
de coeficiente de presenga e de total de nivel de frequéncia que lhes dizem
respeito.

As referéncias de presenca de genes de alta patogeicidade para dada raga
indicam que os correspondentes genes de baixa receptividade, quando exis-
tentes em cultivares de trigo, ndo sdo efectivos em relagdo a essa raga. Em
contraposi¢iio, as casas em branco, nas colunas daquele Quadro II, indicam
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existir efectividade dos correspondentes genes de baixa receptividade em rela-
¢do as ragas indicadas nas respectivas linhas.

As frequéncias de isolamento (FI) representadas no Quadro II permitem
avaliar a importincia relativa a atribuir as respectivas racgas fisiolégicas no
que se refere ao nimero de vezes em que foram detectadas. Consequente-
mente, indica numa primeira aproximag@o, o interesse, em relagio a cada
raga, a atribuir em melhoramento aos genes de baixa receptividade que lhe
sejam efectivos. Assim, como exemplo no caso presente, o valor de 453 %
de frequéncia de isolamento relativo a raga fisiolégica 11A, sendo dectaca-
damente o mais elevado, indica ser imprescindivel a existéncia nas cultivares
melhoradas de pelo menos um dos genes correspondentes aos ndo assinalados
como de alta patogenicidade na linha do Quadro II que se refere aquela raga.
Com efeito, apenas um desses genes de baixa receptividade serd necessario
existir numa cultivar para se obter baixo tipo de infecgdo em relagdo aquela
raga, uma vez que numa associagdo de parasitismo o fendtipo da interacgido
de um par de genes correspondentes em baixa condi¢io se comporta como
dominante em relagio aos fenotipos proprios das interac¢oes de todos os ou-
tros pares de genes correspondentes que originam mais alto tipo de infec¢do
(LOEGERING, 1972, FREITAS, 1977). Em contraste nitido daquele valor
de FI=45,3 da raga 11A, destaca-se o valor de FI=0,]1 da raca 11E.

O coeficiente de presenga (CP) representando, tal como se indicou, o grau
de persisténcia com que cada raga fisiolégica se apresentou durante o periodo
considerado, tomaré valor tanto mais alto quanto maior for o nimero de anos
em que a raga foi detectada.

E fundamentalmente em confronto com a frequéncia de isolamento que
esse coeficiente pode fornecer melhores indicagbes sobre a importincia rela-
tiva das racas fisiologicas do ponto de vista epifitiologico.

Assim (Quadro II) no caso de duas ragas que apresentem semelhante valor
de frequéncia de isolamento, como se observa com a 107 e a 131, o coeficiente
de presenca permite atribuir maior importiancia a 107 uma vez que se mani-
festa em mais alto valor (0,7) do que a outra raca (0,5). O mesmo se passa em
relagdo as racas 57 e 68, acrescendo a importincia da raga 57 em relacio a 68.
Por outro lado, no caso de iguais valores de CP, como sucede com as ragas
57 e 58A, por exemplo, os valores de FI, respectivamente de 6,2 ¢ de 7,8, con-
cedem maior importincia a raga S8A.

O total do nivel de frequéncia, referido a cada gene de alta patogenicidade,
correspondendo a4 soma das frequéncias de isolamento das racas que o mani-
festam, permite obter uma ideia global da maior ou menor necessidade que
de momento exista em o combater, segundo a ordem directa do valor que
apresenta em relagido aos outros genes. Além disso, os valores do total de nivel
de frequéncia dos genes de alta patogenicidade podem dar indicagio sobre o
interesse na utilizacio em melhoramento dos correspondentes genes de baixa

44 Vol. 111



receptividade. Com efeito, em regra estes genes mostrar-se-ao tanto mais favo
raveis quanto menores forem os valores do total de nivel de frequéncia dos
correspondentes genes de alta patogenicidade na populagio.

Na coluna referente a dado gene, o aparecimento de poucos ou de um
tnico caso de alta patogenicidade, normalmente associado a baixo TNF,
podera indicar, no entanto, pequeno ou grande interesse na utiliza¢gio em me-
lhoramento do correspondente gene de baixa receptividade, conforme os valo-
res dos respectivos indices inseridos no Quadro II, assim como de outras con-
digdes de que haja conhecimento e porventura possam auxiliar esta analise.

Como exemplo, considere-se o gene de alta patogenicidade T16 que,
conquanto no caso considerado se manifeste apenas numa raga fisiolégica, se
apresenta com altos valores de FI e de CP, o que poderia constituir razido
impeditiva de utilizacdo isoladamente do correspondente gene de baixa recep-
tividade Prl6, muito em especial se aquela raca tivesse tomado a posicio de
predominédncia. Contudo, afigura-se que ele deve ser considerado como um
gene de interesse, mesmo em condi¢io de gene unico, visto ter-se verificado
que a linha de cruzamentos retrégrados que o contém, em condicdao conside-
rada monogénica, se manifesta, normalmente, sem sintomas de ataque ou,
quando os apresenta, ele atinge apenas o grau de vestigios, tanto em estufa
como no campo quando as plantas atingem o estado de planta adulta. De resto,
o mesmo sucede com a cultivar ‘Exchange’ que além do gene Pri6 contém
também, ao que se sabe, Pri(0 e Pri2. Deve notar-se a propdsito que o gene
Prig é inefectivo em relagio a grande maioria das ragas e que O seu corres-
pondente para alta patogenicidade se apresenta com muito alto valor de TNF
(Quadro II). Aquela cultivar ‘Exchange’ tem sido frequentemente utilizada
como progenitor resistente; no entanto, no caso particular a que nos referimos,
verifica-se ndo ser conveniente a sua utilizagdo directa sem as devidas precau-
¢des uma vez que contém o gene de baixa receptividade Pri0 cuja presenca
podera ser impeditiva da redugdo ou desaparecimento do correspondente gene
T10 na populagdo do parasita.

Casos semelhantes se verificam com outros genes. Assim, no Quadro II
destam-se nitidamente os genes T2c¢ e T8 que, de modo semelhante ao T10,
apresentavam elevados valores de TNF, sendo de salientar também e funda-
mentalmente a sua presenca na grande maioria das ragas isoladas, incluindo
aquelas de mais elevados valores de FI. Esta circunstidncia merece especial aten-
¢io em melhoramento visando o futuro, dando indicag¢io de dever evitar-se que
as cultivares melhoradas com caracteristicas que motivem resisténcia possuam
os correspondentes genes de baixa receptividade Pr2c, Prl0 e Prl8. A possi-
bilidade de se verificar a redu¢@o ou eliminagdo de genes de alta patogenicidade
foi admitida por PERSON, SAMBORSKI & ROHRINGER (1962) e esque-
matizado por PERSON (1967), considerando que os genes de alta patogenici-
dade apenas se mantém na popula¢do do parasita enquanto se encontrem pre-
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sentes no hospedeiro os correspondentes genes para baixa receptividade. VAN
DER PLANK (1968) considera, porém, que seleccio de estabilizacio actua
naquele sentido apenas em relagdo a alguns genes, a que atribui a designacio
de «Fortes». DAY (1974) por sua vez admite que estes constituem pequena
parcela da totalidade dos genes.

Conquanto ndao haja completa confirmag¢do do desaparecimento dos genes
de alta patogenicidade quando desnecessarios e, ainda, suceda que os genes
T2¢, TI0O ¢ HI8 se apresentem em alta frequéncia numa populagdao que se
admite ndo ter sido sujeita a controlo genético, por efeito do uso de cultivares
melhoradas quanto a resisténcia, nada se perde em tentar elimina-los.

O facto de um unico gene de baixa receptividade num hospedeiro, corres-
pondente a um gene de baixa patogenicidade do parasita, ser suficiente para
que em resultado das interac¢bes parasita: hospedeiro se obtenha a manifes-
tacio de resisténcia tem permitido aos melhoradores usar técnicas relativa-
mente simples de indugdo de um tnico gene de baixa receptividade em cultiva-
res melhoradas.

No caso apresentado (Quadro II), além do que se refere ao gene Prl6
ja discutido, a obten¢do de cultivares com o gene Pr9 merece consideragio.
O uso deste gene tornou-se facilitado (SOLIMAN, HEINE & JOHNSTON,
1963) em consequéncia da sua translocag@o realizada por Sears de Aegilops
umbellulata para o trigo ‘Chinese’. Ele encontra-se fixado no trigo ‘Transfer’
bem como na linha de cruzamento-retrogrado RL 6010 (Transfer x Thatcher®)
onde se considera existir em condigdo monogénica, além de outras cultivares
(BROWDER,1980).

A utilizacio desse gene afigura-se de interesse dado que nenhuma das racas
de P. recondita representadas no Quadro II manifestou a posse do corres-
pondente gene para alta patogenicidade de T9.

A este respeito devera anotar-se como caso muito particular que o trigo
«Transfer», quando cultivado no Algarve e muito em especial em Vila do
Bispo, tem apresentado em alguns anos pustulas de ferrugens. No entanto, os
ataques verificados limitam-se normalmente a vestigios, raramente atingindo
5 % de intensidade de ataque, com pustulas do tipo de infecgao 1 ou 2, mani-
festando formacido de soros teleutospéticos muito precocemente. Por vezes
nao sdo visiveis necroses ou cloroses e as pustulas, de dimensoes muito restritas
e de esporolagio diminuta, reunem-se em grupos de duas ou de trés sem coa-
lescerem, formando conjuntos que a olho nu tomam aspecto de pustulas
do tipo 4. Os tipos de infec¢io produzidos nos diferenciadores pelas culturas
prpvenientes do trigo ‘Transfer’ parecem divergir dos observados com as
culturas comuns de P. recondita isoladas de outros trigos.

No Quadro II ndo se incluiram indica¢des de culturas provenientes de
‘Transfer’ pela razdo das suas caracteristicas muito peculiares e porque ndo
se afigura terem condigdes de constituir epifitia. Com efeito, além de prati-
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camente apenas se encontrarem no trigo ‘Transfer’ e de se restringirem ao
Algarve, estas culturas sio de multiplicagdo dificil, inclusivamente nas pro-
prias plantas daquela originaria linha de trigo. Obesrva-se, além disso que o
nimero de pustulas formadas apés a inoculagdo é pequeno e a esporulagdo
dos soros uredospérios é muito restrita, verificando-se em muitos casos nao
romperem a epiderme.

Realizaram-se tentativas de identificacio de genes de alta patogenicidade
nas varias culturas isoladas de ‘Transfer’, admitindo aquele aspecto (pustulas
pequenas e agrupadas quando observadas a lupa e sem clorose nem necroses)
como representativo do alto tipo de infec¢do, dado que era esse o que quase
sempre se manifestava nos complexos formados com a linha de cruzamento-
-retrogrado que contém o gene 79. Agrupando os resultados considerados
como de alto tipo de infecgdo obtidos nas culturas provenientes de ‘Transfer’
que se possuiam, considerou-se que além do gene T9 se detectavam os genes
T2c, T3, TI0, Tl4a, T17 e Tz

De qualquer modo, dada a limitagio da area de que se obtiveram este
tipo de culturas e das cultivares em que foram detectadas, bem como das
intensidades de ataque e do tipo de infecgdo manifestado, afigura-se que o cul-
tivo extensivo de trigos contendo o gene Pr9 podera ser eficiente no Pais, res-
tringindo, por precaucdo, apenas a provincia do Algarve.

O gene de baixa receptividade Pri6 correspondente a T16 (Quadro II)
representa, como se indicou anteriormente, uma hipétese favoravel a inducdo
de resisténcia. Pelas razdes ja expostas, a existéncia da linha considerada como
monogénica contendo Pri6 bem como de outros hibridos, desde que isentos
de Prl0, podem tornar facilmente vidvel a inducio daquele gene em novas
cultivares melhoradas.

O gene Prl, apenas inefectivo em relacdo a raca 20 no exemplo apresen-
tado (Quadro II) e cujo correspondente se manifesta com baixos valores de
FI, CP e TNF, encontra-se nas cultivares ‘Malakof’, ‘Centenario’, ‘Sonora 64’,
‘Blueboy’ e vérias outras. Este gene tem sido usado isoladamente em vérios
paises para indug¢do de condi¢des de resisténcia. No entanto, a pressao de selec-
¢do resultante tem provocado o aparecimento de ragas fisiolégicas contendo
o gene de alta patogenicidade T/ que motiva ataque as novas cultivares assim
obtidas. Foi o caso por exemplo da regidao do SE dos Estados Unidos com o uso
da cultivar ‘Blueboy’ (BROWDER & EVERSMEYER, 1977). Estes factos
podem representar motivo de alerta para o nosso Pais no que se refere a utili-
zagio isolada deste gene tanto mais que existe ja a raca 20, possuidora do
correspondente gene de alta patogenicidade T/, que podera facilmente tornar-se
generalizada ¢ predominante, conquanto até ao presente se tenha apresentado
com baixos indices (QuadroIl).

O gene T I7 apresenta-se com valores também muito baixos de FI, de CP
e de TNF (Quadro II). O correspondente gene de baixa receptividade Pri7
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encontra-se isolado na linha de cruzamento-retrogrado RL 6008 (Klein Lu-
cero x Thatcher®) e existe em varias cultivares tais como ‘Maria Escobar’
e ‘Klein Lucero’. Esta ultima cultivar, além de manifestar resisténcia no
estado de planta adulta no campo em ensaios regionais, tem apresentado
na estufa, em estado de planta jovem, baixo tipo de infec¢io em relagdo as
diversas culturas de P. recondita ja isoladas. Este facto conduz a admitir que
aquela cultivar possua outro gene, além de Pri7, dado, ainda, esse gene so
por si ndo ser efectivo em relagio as ragas 15B e 20 (Quadro II).

Assim, o gene TI7 situa-se em condi¢io muito semelhante a do gene T/,
tornando-se portanto duvidosa a eficicia da utilizagdo do correspondente gene
Prl7, em condi¢do de gene tnico em cultivares melhoradas.

O uso de um tnico gene de baixa receptividade em cultivares tem-se mos-
trado em regra eficiente apenas por alguns anos. Em especial nos Estados
Unidos e na Australia foi estudado atentamente o facto do aparecimento de
ataques em cultivares com as quais se tinha obtido resisténcia. Verificou-se
deste modo que, simultaneamente, se encontravam alteragcdes na constituicio
genética de patogenicidade na populagdo do parasita, tendo-se formado novas
ragas capazes de atacar aquelas cultivares. Estas altera¢oes foram atribuidas
em especial ao efeito da pressdo e iseleccdo originada sobre a populagdo do
parasita pela condigdo de baixa receptividade do hospedeiro.

Uma vez que a alteragdo numa populacdo do parasita de um tnico gene
seria necessariamente mais facilitada do que simultaneamente de um grupo de
genes surgiu a ideia da incorporagio de dois ou mais factores em associagio
e WATSON & SINGH (1952) indicaram o interesse na inclusio no programa
da Universidade de Sydney do sistema de indugdio de pares de genes de baixa
receptividade em cultivares. ATHWAL (1953) apresentou para esse efeito a pro-
posta de método de melhoramento em que, numa primeira fase, se reunisse
um par de genes em linhas de cruzamento-retrogrado, seguindo-se o uso dessa
linha como progenitor para indu¢dao dos factores de resisténcia nos trigos a
melhorar.

Dando apoio ao uso de genes em associagio, PERSON (1959) estabeleceu
teoricamente que por cada gene adicional de baixa receptividade incluido
numa cultivar se originava redu¢do a metade do ndimero de gendétipos do
parasita que pudesse vir a atacar essa cultivar.

A ideia do uso em simultaneo de mais de um gene de baixa receptividade
em cada cultivar melhorada tem-se mantido vilida e DAY (1974) confirma
e justifica o seu interesse considerando a dificuldade originada ao parasita em
desenvolver ragas que contenham simultaneamente genes de alta patogenici-
dade correspondentes ao conjunto dos de baixa receptividade presentes nas
cultivares, numa popula¢io que nio os manifestava, em conjunto ou até iso-
ladamente. Para maior seguranca na manutencio da sanidade das culturas,
FREITAS (1968 b) apresentou uma proposta de planeamento de produgido de
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varias linhas com genes diferentes de baixa receptividade, cada uma utilizavel
de cada vez em zona ampla ¢ que a intervalos de tempo apropriados deveriam
ser trocadas entre zonas nao contiguas.

Examinando o Quadro II € possivel encontrar varios pares de genes
de baixa receptividade que, incluidos em cultivares, sejam efectivos em relagao
a todas aquelas culturas, considerando que cada um desses genes actua inde-
pendentemente e que o mais baixo tipo de infeccdo, entre os possiveis de obter
nas diversas interac¢des do complexo, actua como dominante na manifestagdo
do gendtipo, podendo até originar-se por vezes tipo de infeccao inferior a
qualquer dos proprios das interac¢des que produzem baixc tipo de infecgdo
(LOEGERING, 1972).

Para determinar pares de genes de baixa receptividade que originem con-
di¢oes favoraveis convém, em especial, procurar os genes de alta patogeni-
cidade que ndo se apresentem em associagdo em qualquer das racas. Este
procedimento pode originar a vantagem de se¢ agruparem genes de baixa recep-
tividade cujos correspondentes genes de alta patogenecidade no parasita
tenham qui¢cd menor probabilidade de se manifestarem em associagio, dado
que esta nido foi detectada ou, possivelmente, esses genes sejam até incompa-
tiveis para formar associacdo; condigdes estas, em especial a segunda, que
devem ser consideradas como do maior interesse.

O exemplo real apresentado (Quadro II) permite encontrar trinta e dois
pares de genes eficientes do ponto de vista da resisténcia; desde que, pelas
razoes ja expostas, se exclua a utilizacdo de qualquer dos genes Pr2c, Prl0
e Pri8 e considere o gene Pri6 como efectivo em relagdo a todas as ragas.

Como método pratico de detecgao no Quadro II de pares de genes de alta
patogenicidade ndo associados, sugere-se a utilizacdo da coluna de cada gene
como matriz a soprepor a cada um dos outros genes. Os genes referentes as
colunas em que ndo se verifique coincidéncia de qualquer dos sinais, represen-
tativos de alta patogenicidade, ndo se encontrardo combinados em qualquer
das racas detectadas. Além disso, o seu correspondente par de genes de baixa
receptividade sera efectivo em relagao a todas as racas, dado que, para cada
uma, pelo menos um desses genes sera correspondente a um dos de baixa
patogenicidade que ela possua.

Nos pontos de cruzamento das colunas com as linhas do Quadro III indi-
cam-se com sinal de «+» as combinagdes de pares de genes de baixa recepti-
vidade efectivas para o conjunto das racas indicadas no Quadro II.

Na generalidade, as considera¢des apresentadas anteriormente acerca de
alguns genes para utilizacio em condi¢io isolada sdo aplicaveis aos compo-
nentes de pares desses factores. Em relagio a alguns outros convém ainda apre-
sentar certos reparos.

Como se indicou, ndo é conhecido se Prx, Pry e Prz representam genes
isolados ou grupos de genes. Do Quadro II pode porém inferir-se o facto
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QUADRO 111

Pares de genes efectivos
Effective pairs of genes

Genes
Genes Pr3 Prika Pr9 Pri6 Prx Pry Prz

Prl + == +
Pr2a +
Pr2b +
Pr3 +
Pr3ka +
Pr9

Pri4a

Pri7 +
Prx

Pry

+ + + + + + + + + + o+

+ + + 4+ +

Prz

importante das cultivares usadas como possuidoras de Prx ou de Pry (colunas
Tx e Ty) ndo se manifestarem como contendo Pr2c, Prl0 ou Pril8 (colunas
T2c, TI0 e T18); genes estes que no caso concreto em andlise ndao convém,
tal como foi dito, serem incluidos em trigos melhorados. Aquela ilagdo tor
na-se patente ao observar que a raca fisiologica 1 origina alto tipo de infec¢do
em associagdo com os trigos que contém Prx e Pry, conquanto produza baixo
tipo de infec¢do nas interac¢des com os genes Pr2c, Pri0 ou Prl8.

E interessante ainda reparar no Quadro II o facto de todas as ragas que
manifestam alto tipo de infec¢io perante Prx (coluna Tx) também o originam
na presenca de Pry, (coluna TYy), ao passo que certas culturas que produzem
baixo tipo de infecgdo em confronto com Prx apresentam alto tipo de infec-
¢do em relagdo a Pry. Assim podera admitir-se que a cultivar que possui Prx
¢ possivel que contenha Pry, ao passo que a que contém Pry ndo manifesa
a presenca de Prx, a partir dos dados apresentados.

Por seu turno pode ainda inferir-se que, em virtude do comportamento
da raga 15B, a cultivar que manifesta Prz (coluna Tz) ndo contém o gene Pr2c
Pri0 ou Prlis.

Em face dessas observagbes torna-se possivel pelo menos a utilizacio de
Prx ou de Pry em associagdio com outros genes, sem receio de se introduzir
nas cultivares melhoradas qualquer dos genes de baixa receptividade Pr2c,
Prl0 ou Pri8.
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Se outras razoes de maior importancia ndo existirem para escolha entre
Prx e Pry, o facto da cultivar que contém Prx poder possuir, em hipétese,
o gene ou grupo de genes Pry leva a admitir ser mais vantajoso utilizar este
dltimo pela maior facilidade com que provavelmente se deparara no esquema
de melhoramento a seguir. Se porém, ap6s analise da hereditariedade de Prx,
se verificar que ele representa apenas um gene, nada impede dar-lhe prefe-
réncia em relagdo a Pry e, pelo contrério, ela torna-se aconselhdvel dado que
o TNP que lhe corresponde é nitidamente inferior ao de Pry (Quadro II).

Do exame daquele Quadro pode por exemplo concluir-se também ser pre-
ferivel associar Prx ao gene Prl ou a PrlI7 do que associd-lo ao Pr3, por este
apresentardestacadamente mais elevado valor de TNP.

A utilizacio de Pr9, se bem que possa manifestar eficiéncia em associagdo
com qualquer dos outros genes, ndo se afigura merecer preferéncia especial
pela razio indicada do seu comportamento no Algarve que, apesar de parecer
ndo vir a originar sérios problemas, também ndo apresenta vantagens sensiveis
em relagdo a outras associagdes (Quadro III).

O gene Pr3ka, que se manifesta com baixo valor de TNF, afigura-se
valioso quando associado em especial a Prl, a Prl6 ou a Prl7, encontra-seé no
trigo ‘Klein Aniversario’ e foi isolado nas linhas de cruzamento-retrégrado
Tatcher® x Aniversario e Klein Aniversario x Prelude®. O interesse que aquele
gene pode merecer evidencia-se no Quadro II pela efectividade que manifesta
em relagio a grande ndimero de ragas fisiologicas entre as quais se incluem
ndo s6 a predominante (11A) mas ainda as que correspondem aos mais altos
valores de FI ¢ de CP. Assim, a utilizacio deste gene constitui um reforgo
de muito interesse contra os efeitos da pressio de selecgdo, quando em asso-
ciagio com outro daqueles genes. Atendendo aos valores de TNP (Quadro II)
a ordem de preferéncia daqueles genes para constituir associagio com Pr3ka
devera ser Prl, Pri7 e Prl6.

O esquema de agrupamento de dados apresentados no Quadro II permite
também facilidade de escolha de trés ou mais genes que, em conjunto, sejam
apropriados a obteng@o de resisténcia.

E evidente que a qualquer dos pares de genes seleccionados indicados ante-
riormente como efectivo podera juntar-se um outro gene (Quadro II), esco-
lhido segundo as indicagdes ja apresentadas, que interesse a quaisquer espe-
ciais condigbes que se tenham em vista.

Dado que as circunstincias reais de trabalho sdo por vezes limitantes das
possibilidades teéricas de resolu¢io dos problemas, podera suceder que dificul-
dades em dispor de progenitores favoraveis conduzam a necessidade de utilizagao
de grupos de mais de dois genes, independentes daqueles pares, para se obter
efectividade em relagio a populagio do parasita. Assim, por exemplo, poder-
-se-30 encontrar situagdes de utilizagdo do gene Prl7 sem possibilidade de
se dispor de outros genes que, como pares, permitam aquele objectivo (Qua-

1982 51



dro III). Se existe disponivel o gene Pri4a e o Pry, o Quadro II mostra que
podera adicionar-se, como complemento a Pri7 ¢ Prl4a, o gene Pry para tor-
nar aquele conjunto também efectivo em relacdo a raca 20, dado que nas cir-
cunstancias deste exemplo ele é, entre os disponiveis, o que além de satisfazer
este requisito apresenta mais baixo valor de TNF.

Assim, estabelecidas as condi¢des de preferéncia do ponto de vista fito-
patolégico, a escolha entre os possiveis genes, para utilizacgio em melhora-
mento, sera condicionada pela disponibilidade de progenitores. Além disso, essa
escolha depende também das exigéncias do melhoramento em relacio a outras
caracteristicas, na perspectiva de possibilitar e facilitar a obten¢io do conjunto
dos caracteres pretendidos nas cultivares melhoradas. Por esse motivo, no que
se refere ao complexo P. recondita: Triticum foram seleccionadas para 0 nosso
Pais vérias linhas do hospedeiro com caracteristicas de «fontes de resisténciay.
Entre estas contam-se cerca de noventa linhas de trigo no grupo das que
manifestam resisténcia em relacio a todas as racas isoladas em Portugal Con-
tinental e de outras tantas no grupo em que aquela manifesta¢do diz respeito a
algumas daquelas racas, constituindo assim material basico com caracteristicas
nitidas de resisténcia especifica. Noutros trigos também seleccionados, cuja
manifesta¢do de resisténcia se verifica apenas em estado de planta adulta, nio
se encontra definido se o seu comportamento ¢ consequéncia de relacdes
especificas.

As sugestdes do esquema e do processo de analise, bem como do tipo
de discussido e de dados apresentados neste trabalho, utilizando como exemplo
o complexo P. recondita: Triticum, poderdao ser aplicadas noutro qualquer
sistema parasitdrio em que a hipétese de FLOR seja reconhecidamente aplicavel.

Os casos particullares, apresentados na discussio visaram fundamental-
mente destacar a possibilidade da existéncia de condi¢oes especiais, certamente
diferentes em cada sistema ou circunstincia que interessem ser consideradas,
no intuito de conseguir perspectivas presentes ¢ futuras mais favordveis ao
combate as epifitias.
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RESUMO

Sementes de ervilheira (Pisum sativum var. arvense L.) colhidas na nossa
regiio foram submetidas a radiagoes v em doses de 0 (contrelo), 10, 20, 30,
40, 50, e 60 Kr. Doses superiores a 40 Kr. causaram considerivel declinio das
taxas de sobrevivéncia. A dose oOptima foi considerada como 40 Kr. A ger-
minacgio foi afectada e a rebentagio atrusada em consequéncia da irradia-
¢io. A fertilidade do polen e das sementes, a meiose, e a taxa de sobrevi-
véncia foram grandemente afectadas pelas doses de radiacio.

Na geragio M, recolheram-se 29 tipos de mutantes, seis dos quais
foram considerados clorofilinos, sete como estéreis e os restantes dezasseis
como mutantes vitais. Estes mutantes foram obtidos a partir de 91 das plan-
tas sobreviventes na M,. Em muitas das plantas M, dois ou trés tipos de mu-
tantes apareceram associados na mesma planta. Entre os mutantes vitais reve-
laram-se prometedores os de floracio precoce, caule rijo, maveta anormal,
entrenés curtos, variagio mo tamanho da semente, tipo de grio de amido e
cor do tegumento.

INTRODUCTION

The pea, a self-fertilizer, became an important test plant in mutation studies
as early as the thirties (RASMUSSON, 1938). Since then many genetic changes
have been induced with the help of radiotins, chemicals or both and isolated
bountiful noble as well as deleterious mutants in pea.

This wild pea under study is hardy and can be grown under acute moisture
stress condition. There is every possibility of it being used in the improvement
of pea cultivars. HAWKES (1977) suggested that intensive search should be
made in wild species and primitive cultivars to overcome the difficulties of
locating the desired genes in the existing germ plasm. A programme of muta-
tion studies was initiated with a view to exploring the feasibility of isolating
promising mutants,
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MATERIALS AND METHODS

Locally collected seeds of wild pea (known as «Keraoy), later identified
as Pisum sativum var. arvense L. (2n=14), were selfed for few generations and
used for the present studies. Dry seeds containing 21.5 per cent moisture were
irradiated with gamma-rays at 0 (control), 10, 20, 30, 40, 50 and 60 Kr doses.
Source of y-rays was Co".

Fourty to 52 seeds of each irradiation doses were sown. For assessing the
radiosensitivity of this species in M,, data were collected in respect of the per-
centage of pollen sterility, seed fertility, abdominal meiotic plants, plants survived
at harvesting as well as percentage of seeds germinating after 15, 21 and 31 days.

Percentage for each dose was used for computing linear and non-lincar
regression of the above mentioned characters against doses.

M.-generation was raised as M,-plant progeny rows for scoring mutation
frequency. The mutant types were classified into three classes viz. chlorophyll,
sterile and vital. The chlorophyll mutants were further classified as per the
scheme of BLIXT (1961).

RESULTS
Effect of y-ray irradiation in the M ,-generation:

Germination — Rate of germination was severely affected by seed irra-
diation at higher doses. In control and 10 Kr irradiated sceds, there was no
change in germination rate after 21 days. In other doses, germination continued
up to 31 days. The rate of germination was inversely retated to increasing doses
of irradiation (Table I). During the earlied period of growth the scedlings grew
slowly after germination. Lethality of morphologically abnormal seedlings was
observed.

Pollen and seed fertility — The M, plants showed considerable increase in
pollen sterility. It seems most of the y-ray doses produce semisterility. The
variables may be explained by non-linear relation between dosage and pollen
sterility percentage (Table I).

Seed setting per pod was not greatly affected in the M,-plant by y-ray
doses. The number of seeds per fruit varied from 0.2 to 6.4 after irradiation as
compared to control 1 to 5.6. In some plants under higher doses there was no
fruit formation in spite of pollen fertility. The fruit length was much shorter
than in control and gapping of seed was commonly observed. Considerable seed
size variation was observed in M,-plants.

Meiotic abnormality — Many plants showing high sterility were associated
with various types of meiotic abnormalities. At diakinesis and metaphase I, ring
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and chain of four chromosomes were prevalent, whereas, stickiness, chromosome
bridges, laggards unequal separation and fragments mostly occurred at ana-
phase I and meiosis II. Table I clearly shows the increase in the percentage of
meiotic abnormal plants is directly proportional to dose of y-rays.

TABLE 1

Effect of ?-irra:iiation on different characters in M, -generation

% of seeds germinated

No. of No. of % of % of % of

Daovies seeds seeds/ pollen abnormal  plants

in Kr sown 15 days 21 days 31 days pod sterility  plants survived
0 52 94 98 98 3.6 23.3 0.0 93.2
10 50 60 66 66 2.8 41.5 12.5 36.5
20 47 72 72 76 3.7 58.9 22.2 49.0
30 44 70 77 81 4.0 64.4 36.3 61.1
40 48 35 37 43 23 43.9 42.9 39.6
50 40 17 17 22 2.0 47.8 100.0 1.5
60 50 6 8 14 3.0 47.5 66.6 2.0

Plant survived at harvesting — Relationship between dosage of y-rays and
plant survival per cent was polynomial in nature. At 50 and 60 Kr there was
drastic reduction in survival rate of plants.

Effect of y-ray irradiation in the M.-generation:

In M., various aberrant types were later found to be mutants. These mu-
tants were classified into three groups viz. i) chlorophyll deficient, ii) sterile or
seedless and iii) vital mutants. List of different mutant types segregated in
M.-generation after y-rays is given in table II

Chlorophyll mutants — 2.3 per cent of the M,-population showed chloro-
phyll mutations. Six common chlorophyll mutant types were recovered, of
which xantho-alba was the most frequent (Table II). Except chlorina and
virescent all other mutant types were observed in 10 Kr and the mutation rate
was the maximum. In 50 Kr there was only one chlorophyl mutant i. e. xantho-
alba but there was none in 60 Kr. Variegated and virescent produced viable
seeds but other four chlorophyll mutants died within 10 to 15 days after ger-
mination.
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TABLE 11

Mutant types isolated from different doses of y-irradialion in M,-generation

Mutants types

Doses of ~-rays in Kr

10 20 30 40 50 60 Total
Chlorophyll mutants:
Albina 2 = 1 2 = = 5
Xantha 6 == 4 == = = 10
Xantho-alba 18 6 10 10 1 = 45
Chlorina = — =t 1 e = 1
Variegated 2 = = = = = 2
Virescent — — = 4 Al | A 4
Total 28 6 15 17 1 - 67
Mutation frequency per 100
M,-plants 73 1.1 1.1 3.6 1.0 0.0 23
Sterile mutants:
Flowerless pedicel — = 6 4 2 4 16
Female sterile — —_ 4 6 3 16 29
Bushy - 2 4 2 — 2 10
Tall creeping 8 7 15 10 - 2 42
Small leaf — 2 16 4 — 2 24
Linear leaf "= 6 19 11 — 2 38
Desynaptic — 5 6 2 3 4 20
Total 8 22 70 39 8 32 179
Mutation frequency per 100
M,-plants 2.1 39 5.3 8.2 8.2  200.0 6.3
Vital mutants:
Early flowering 5 — — — —_ — 5
Late flowering 2 6 29 3 — - 40
Hard stem 1 2 6 1 3 2 15
Short internode 2 2 15 2 — — 21
Keel — 4 18 12 2 6 42
Curly leaf 2 —_— — 4 7 2 15
Thick leaf — 1 4 1 3 — 9
Oval leaf - — — — - - 9
Seed size variation (Big) 6 — 5 2 2 - 15
(Small) 2 - 6 — 1 - 9
Shrunken seed 9 1 2 — — — 12
Brown seed coat 13 3 3 — 1 — 20
Black seed coat 8 =] 4 2. 3 — 22
Green seed coat ) 2 5 1 1 c- 18
Starch grain type 5 — — — - —_ 5
Semi-sterile (Ab. meiosis) —_ T 7 4 3 4 25
Total 64 33 104 41 26 14 282
Mutation frequency per 100
M,-plants 16.7 5.9 7.8 8.6 26.8 87.5 9.9
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Sterile mutants — 6.3 per cent of the M.-population showed this type of
mutants. Most of the sterile mutant types observed occurred in 30, 40 and 60 Kr
(Table II). There is direct relationship between y-ray dosage and the mutation
rate. Among sterile mutants tall creeping and linear leaf types were most com-
mon. This group completely failed to produce any fruit or seed. Most of these
mutants were associated with chromosome aberrations.

Vital mutants — 9.9 per cent of the M.-population was of vital mutant
types. Among the vital types, late flowering and abnormal keel types were fre-
quent. Most of the mutant types appeared from 10 to 40 Kr. Seed mutant types
occurred maily in 10 and 30 Kr (Table II). Eearly flowering, hard stem, abnormal
keel, short internods, variation in seed size, type of starch grain and seed
coat colour were some of the important mutants induced by y-rays.

TABLE 111

Mutant types induced per M, -affected seed in different doses of vTays

y-Tay doses in Kr

10 20 30 40 50 60

No. of mutant types observed in M, 17 16 22 22 14 11

No. of M,-plants showed mutation 10 5 10 9 3 1
Rate of mutant types induced per

M, affected seed 1.7 32 2.2 2.4 4.6 11.0

Table IIT shows that more than one mutant types occurred per M, — affect-
ed seed in all the doses of y-rays.

DISCUSSION

GUSTAFSSON (1944) suggested that legume seeds in general are sensi-
tive to doses 10,000 to 20,000 r. Wide spectrum of mutants in pea wers obtain-
ed by LAMPRECHT (1956); GELIN er al. (1958); BLIXT er al. (1958); GOT-
TSCHALK (1960); JARANOWSKI (1976) and BONDAN er al. (1976) using
critical dose between 5,000 and 15,000 r. However, SOBCHEEK (1973) was
of the view that 15,000 r. of ionizing radiation was lethal in pea. ILIEVA-
-STANEVA (1971) suggested that radiosensitivity was related to the physiolo-
gical state of the seeds and found the lethal dose for dry seeds was 20 Kr, for
soaked seeds 10 Kr and for germinating seeds 5 Kr. Among various factors
affecting the radiosensitivity of pea seeds, genotype of the cultivar is of impor-
tance (TARASENKOV, 1973). In the present studies, there was considerable
decline in the survival percentage bevond 40 Kr, but three lines tolerated 350
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Kr and one survived even at 60 Kr. The optimum dose of this wild pea (Pisum
sativum var. arvense) lies around 40 Kr. JARANOWSKI (1970) observed sharp
fall in survival rate with doses above 25 Kr but certain lines of P. arvense tole-
rated 50 Kr of y-rays. From cytochemical analysis in pea cultivars HVOSTOVA
and NEVZGODINA (1959) found that in cultivar Moscow 572 which has lower
heteroauxin content in the root meristems than P. arvense, had higher chro-
mosome aberrations.

The effect of radiation is evident from the inhibition and delay in seed
germination. Occurrence of morphologically abnormal seedlings and their letha-
lity in M,-generation are an index of radiation damage. Reduction in pollen
and seed fertility with increasing doses is one of the important biological effects
of radiation. Such sterilities are generally associated with meiotic irregularities.
The effect of radiation is more pronounced in the degree of damage in the
survival rate of the M,-plants. This experiment gives an idea of the sub-lethal
doses of this biological material.

In M.-generation, 29 mutant types were cbtained frem 91 survived M-
plants. This high rate indicates that in most of the M;-affected seeds more
than one mutation seems to have occurred (Table I11). Three M,-plants in 50 Kr
and one in 60 Kr gave rise to respectively, 14 and 11 mutant types in M.-gene-
ration. In many M.-plants two or three mutant types appeared together. This
may be due to multiple phenotypic effect of single genes as reported in pea
(GOTTSCHALK and SCHEIBE, 1960; GEAZACHEVA and SIDOROVA, 1973;
BLIXT and GOTTSCHALK, 1975). High rate of mutation observed in this
species, may be due to its primitiveness and untapped genes lying so far in a
dormant condition.

From the frequency of occurrence of three group of mutants in various
doses it is evident that chlorophyll and vital groups are prevalent in lower doses,
whereas, sterile group is common in higher doses (Table II). High mutation
rate seems to be limited to the production of some rare breeding stock. In this
experiment early flowering, bigger seed size, hard stem and keel mutants appear
to be of breeding value.
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NOTAS E NOTICIAS
BROTERTA-GENETICA, Lisboa, III (LXXVIII), 63-64 (1982)

ASSEMBLEIA GERAL DA SOCIEDADE PORTUGUESA
DE GENETICA

Sob a presidéncia do Prof. Pereira Coutinho, reuniu no passado dia 10 de
Fevereiro, no Departamento de Genética da ESMV, mais uma Assembleia Geral
Ordinaria da S. P. G., de cuja ordem de trabalhos constava a apreciacdo do
Relatério e Contas da Direcgdo, situacio da revista Brotéria Genética, possivel
actualiza¢io das cotas e programagido de reunides sectoriais.

Se o nimero de presengas na Assembleia e o interesse posto na discussao
dos temas da agenda podem ser tomados como indice de vitalidade da Sociedade,
entdo podemos felicitar-nos pois a crise anda por longe e a S. P. G. progride em
bom ritmo. De facto, acorreu a reunido e participou na discussio um ndmero
muito apreciavel de associados, o que justifica bastante optimismo quanto ao
desenvolvimento proximo futuro da Sociedade.

O Relatério e Contas da Direcgiio (1981) e o respectivo parecer do Conselho
Fiscal foram aprovados por unanimidade.

A situagio da Brotéria Genética foi analisada detalhadamente pelo Prof.
Luis Archer, e discutida com interesse pela Assembleia, nos seus aspectos admi-
nistrativo, financeiro e editorial.

Pdde concluir-se que a vida interna da revista ndo apresenta problemas de
maior, sobretudo por se considerarem boas as perspectivas de obtencdo de apoios
financeiros do INIC e da JNICI, e que a reacgdo do piblico leitor vem sendo
muito positivo.

De grande interesse para os associados foi a decisdo de a partir do préximo
numero, a revista passar a ser-lhes gratuitamente distribuida, na condi¢iio de
estarem em situag¢do regular — uma boa razio para de agora em diante manter
as cotas em dia e poupar algumas preocupagdes desnecessarias ao nosso diligente
tesoureiro...

Relativamente ao problema sempre melindroso de actualizacio das cotas,
o Dr. Madeira Lopes fez uma breve andlise sobre o desgaste inflacionario desde
a fundagio da S.P.G. e a relagio entre o seu valor real e os beneficios
actuais, e possiveis no futuro, de se ser sécio da S. P. G., acabando por propor
um aumento da cota anual para 450800. A proposta motivou uma certa polé-
mica, com numerosas interven¢des, umas no sentido da manutenc¢do da cota
antiga, outras a favor dum aumento, mesmo superior ao proposto. O Eng.® Gue-

1982 63



des Pinto defendeu também esta segunda posicao e propoés um aumento para
500800 anuais (motivando a imediata retirada da proposta do tesoureiro...) o
que acabou por ser aprovado por consenso.

No ambito do tltimo ponto da agenda foram avancadas algumas intengoes
de realizacdo de reunides sectoriais, nomeadamente por parte do Prof. Améandio
Tavares, relativamente a iniciativas a conduzir pela afiliada Sociedade Portuguesa
de Genética Médica, e por parte do Prof. Pereira Coutinho, quanto a uma pos-
sivel reunido no Instituto Superior de Agronomia. A proposito, o Eng.® Melo
Sampaio acentuou a importancia deste tipo de reunides no quadro das actividades
regulares da S. P. G. e propds que fosse feita uma auscultagio aos socios sobre
a possibilidade de concretizacao de maior nimero de tais iniciativas, o que jus-
tifica que daqui também se realce o interesse dum cada vez maior envolvimento
dos sécios neste como em tantos outros campos de accio da Sociedade.

ANTERO MARTINS
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BROTERIA-GENETICA, Lishoa, IIT (LXXVIII), 65-74 (1982)

SOCIEDADE PORTUGUESA DE GENETICA

FICHEIRO DE ACTIVIDADES DOS SOCIOS

ALMEIDA, Luis Meneses de *)
Instituto de Biologia Médica, Faculdade de Medicina, 3049 Coimbra G.H.
Codex. Ensino Universitirio, Linhas de Investigaciio: Aconselhamento G.E.
genético, osteopatias genotipicas.

ALMEIDA, Maria Leonor Osdrio Solano de
Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Ap. 14, 2781 Oeiras Codex. Ensino
Universitdrio. Linhas de Investigaciio: Estrutura primdria de dcidos nu-
cleicos particularmente dcidos nucleicos de transferéncia de cloroplas- GM.
tos; localizacio de genes desses dcidos nucleicos no D. N.A. cloro-
pldstico.

ALMEIDA, Vasco Manuel Leal Martins de
Centro de Genética Humana e Biologia Social, Faculdade de Medi- C.G.
cina, 4200 Porto. Ensino Universitdrio, Linhas de Investigacdo: Citoge- G.H.
genética ¢ Genética Humana,

ARCHER, Luis Jorge Peixoto
Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Ap. 14, 2781 Oeiras Codex. Ensino
Us=iversitdrio. Linhas de Investigagcio: Mecanismos moleculares de {rans-
formagio e transdugio em Bacillus subtilis. Estudo dos genes da utili- G.M.
zagiio da arabinose e da produciio do antibidtico bacitracina. Engenharia
genética com genes da esporulagio.

BAGULHO, Francisco Jodo Cortes
Estagiio Nacional de Melhoramento de Plantas, 7351 Elvas Codex. G.P.
Linhas de Investigagio: Melhoramento de cereais autogimicos.

BARRADAS, Manuel Torres
Estagio Nacional de Melhoramento de Plantas, 7351 Elvas Codex.

Ensino Universitdrio. Linhas de Investigagio: Melhoramento de trigos, G.P.
triticales, aveias e cevadas.

¢*)

C.G. G et e e e O CRe SAl e aee vas e ewawe e esreee Catogenética
G.A. vt emeeen S R s o e A LSRG endnicl e Melhpraitnto Animal
G.D. et ete v+ ve eee eee eee e ... Genética da Diferenciagio e Desenvolvimento
G.E. e et eer eee eee et ees eee wee eee we ... Genética das Populacdes e Evolutiva
G.H. o e et RN T A S Y bR e s Y s e s GeneticaiHamang
G.M, S e W e s SR e e e e anaengtica Mol ecular e iMicrobiana
G.P. S e wes dememer ee sdmiuse sde senees s remética e Melbhoraniénto de:Plantas
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BARRADAS, Maria do Céu
Estagio Nacional de Melhoramento de Plantas, 7351 Elvas Codex.
Linhas de Investigagio: Estudos citogenéticos em Triticum ¢ Hordeum.

BETTENCOURT, Anibal Jardim
Centro de Investigagio das Ferrugens do Cafeeiro, Esta¢io Agrond-
mica Nacional, 2780 Oeiras. Linhas de Investizacio: Genética da resis-
téncia A «ferrugem» em Coffea; Melhoramento de Coffea arabica para
a resisténcia a «ferrugemn.

BOAVIDA, Maria Guida
Laboratério de Genética Humana, Instituto Nacional de Sadde Dr. Ri-
cardo Jorge, 1699 Lisboa Codex. Linhas de Investigacio: Mapa Gené-
tico Humano; Estudos Cromossémicos nas populagdes.

BOELPAEPE, Robert Emile Angéle de
Laboratério de Ecologia Aplicada, Universidade dos Acores, 9502 Ponta
Delgada Codex Acores. Ensino Universitirio. Linhas de Investigagio:
Efeitos citotéxicos e mutagénicos de pesticidas ao nivel da célula vegetal
e animal,

BRANCO, Jodo Anténio Frazdo Rodrigues
Departamento de Bioguimica, Faculdade de Ciéncias Médicas 1198 Lis-
boa Codex, Ensino Universitirio. Linhas de Investiga¢io: Isolamento
e caracterizacio quimica dos fotoprodutos do triptofano e estudo dos
seus efeitos bioldgicos em estirpes de Salmonella typhimurium de Ames,

BRAND A0, Celeste Fernandes da Silva
Instituto de Antropologia, Faculdade de Ciéncias, 4000 Porto. Linhas
de investigacdo: Estudo do endocruzamento em algumas populagdes
humanas. Biologia e Ecologia das populagdes humanas.

CABRAL, Maria Anténia Sampaio Trigo
Servico de Genética Médica, Faculdade de Medicina, 4200 Porto. En-
sino Universitdrio. Linhas de Investigagio: Genética Médica — citoge-
nética das Leucemias,

CARNEIRO, Ana Paula Capelas da Conceicao
Centro de Estudos de Bioquimica e Fisiologia Animal, Instituto Rocha
Cabral, 1200 Lisboa, Linhas de Investigacio: Regeneracio Hepitica,

CARNIDE, Olinda da Conceicido Pinto
Divisdo de Genética e Melhoramento de Plantas, Instituto Universitd-
rio de Trds-os-Montes e Alto Douro, 5001 Vila Real Codex. Ensino
Universitdrio. Linhas de Investigacio: Melhoramento de cereais (cen-
teio, trigo e triticale) e citogenética dos mesmos.

CARVALHO, Maria Egidia de Sousa Bettencourt de
Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar, 4000 Porto. Ensino Uni-
versitirio. Linhas de Investigacio: Sistemas autoliticos nos Gram. +.
Lise de §. faecalis induzido por enzimas muraliticas,
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CARVALHO, Miguel Anténio Ponces de
Rua da Bela Vista & Lapa, 55, 1200 Lisboa. Ensino Liceal.

CASTEDO, Sérgio Manuel Madeira Jorge
Servico de Genética Médica, Faculdade de Medicina, 4200 Porto. En-
sino Universitdrio. Linhas de Investigacio: Genética Médica. Farma-
cogenética. Indugiio de anomalias cromossémicas por firmacos.

CASTRO, Anténio Ferreira de
Departamento de Botinica, Instituto Superior de Agronomia, 1399 Lis-
boa Codex. Ensino Universitdrio. Linhas de Investigacdo: Investigacio
Aplicada no dambito do melhoramento do milho, com especial inci-
déncia na obtencio de plantas hapldides, a partir da cultura ce anteras
e posterior utilizacio em esaquemas especiais de melhoramento.

CATARINO, Fernando Perecira Mangas
Departamento de Botinica, Faculdade de Ciéncias de Lisboa, 1294 Lis-
boa Codex. Ensino Universitirio. Linhas de Investigacio: Endopoli-
ploidia na diferencia¢io de suculéncia salina.

CHAVECA, Maria Teresa Cardoso Marques da Cruz Franco
Faculdade de Farmdcia, 1699 Lisboa Codex. Ensino Universitirio: Li-
nhas de Investigagiio: Estudo genético da trissomia 21.

CONDECO, Filomena Marques
Escola Secunddria Rainha D. Leonor, 1700 Lisboa. Ensino Liceal.
Linhas de Investigagio: Marcadores bioquimicos em populagdes de pei-
xes da costa portuguesa,

CONSTANT, Ruth Arez
Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo Jorge, 1699 Lisboa Codex.
Linhas de Investigacio: Mapa Genético.

CORREIA, Anibal Leal
Laboratério Quimico, EPAC — Empresa Piiblica de Abastecimento de
Cereais, 1000 Lisboa. Linhas de investigagio: Electroforese de proteinas
dos cerais, Essa aplicagio no melhoramento do ftrigo.

CORREIA, Jorge Calado Antunes
Departamento de Genética, Escola Superior de Medicina Veteriniria,
1199 Lisboa Codex. Ensino Universitirio, Linhas de Investigacio: Com-
pensagio de dosagem dos genes ligados ao sexo, polimorfismos bio-
quimicos em mamiferos ¢ peixes. Melhoramento genético de porcos
e coelhos.

COSTA, José Eduarde Lima Pinto da
Instituto de Medicina Legal do Porto, Faculdade de Medicina, 4000 Porto.
Ensino Universitirio. Linhas de Investigaciio: Hereditariedade das im-
pressdes digitais, Genética da Psiquiatria, Criminalidade e Genética,
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COUTINHO, Miguel Pereira
Departamento de Botinica, Instituto Superior de Agronomia, 1399 Lis-
boa Codex. Ensino Universitirio. Linhas de Investigacio: Melhora-
mento da Videira particularmente no que se refere & resisténcia a
doengas criptogimicas.

FEIIO, Maria de Jesus Portas
Servico de Genética, Hospital Egas Moniz, 1300 Lisboa. Ensino Uni-
versitdrio. Linhas de Investigacio: Genética clinica, Diferenciacio e
Desenvolvimento sexual humano.

FERNANDES, Abilio
Instituto Botinico , Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, 3049 Coim-
bra Codex. Linhas de Investigaciio: Citotaxonomia das plantas vas-
culares de Portugal.

FERNANDES, Maria Emilia Queirés dos Santos Ribeiro
Faculdade de Medicina, 4200 Porto. Ensino Universitirio. Linhas de
Investigagdo: Estudo do Caridtipo nas Neoplasias Pulmonares e alte-
ragdes do mesmo apds terapéutica citostdtica,

FIALHO, Maria da Graca Monteiro de Azevedo
Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Apartado 14, 2781 Oeiras Codex. En-
sino Universitario. Linhas de Investigaciio: Genética da Produgio de
Bacitracina.

FIGUEIREDO, Maria Teresa Rangel de
Divisio de Genética e Melhoramento de Plantas, Instituto Universitdrio
de Trds-os-Montes e Alto Douro, 5001 Vila Real Codex. Ensino Uni-
versitdrio,

FREITAS, Alberto Palyart do Carmo ¢
Departamento de Fitopatologia, Estacio Agrondmica Nacional, 2780
QOeiras. Linhas de Investigacdo: Fisiologia e genética de patogenicidade
de Puccinia recondita do trigo. Resisténcia do trigo & P. recondita.

GONCALVES, Aires Humberto da Penha
Faculdade de Farmdcia, 1699 Lisboa Codex. Ensino Universitdirio. Linhas
de Investigacio: Mecanismos genéticos de resisténcia bacteriana, Muta-
¢oes induzidas em virus., Microplasmas anaerdbios.

GONCALVES, Maria Helena Lobo Maia
Instituto de Ciéncias Biomédicas «Abel Salazar», 4000 Porto. Ensino
Universitdrio. Genética Molecular e Microbiana. Linhas de Investi-
gagiio: Localizagdo cromossémica de genes em procariotas (B. subtilis).

GUIMARAES, Maria Ludovina Vicira Lopes Silva.
Instituto Botdnico, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, 3049 Coimbra
Codex. Ensino Universitdrio. Linhas de Investigacio: Morfogénese em
cultura de tecidos vegetais. Cariotipo em cultura de tecidos vegetais.
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INEZ, Maria de Lourdes Ulcéncio Fernandes Catroca
Escola Secunddria da Amadora, Ensino Liceal,

LEAO, Maria Cecilia de Lemos Pinto Estrela
Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Ap. 14, 2781 Oeiras Codex. Ensino
Universitdrio. Linhas de Investigacio: Termomicrobiologia. Producio de
Etanol.

LENCASTRE, Herminia Garcez de
Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Ap. 14, 2781 Oeiras Codex. Ensino
Universitdrio, Linhas de Investigacio: Clonizacio de Genes de Espo u-
lagio de Bacillus subtilis. Mecanismo de Transducio em Bacillus
subtilis. Caracterizagio de mutantes de Bacillus subtilis resistentes ao
fago SPPI.

LOPES, Amdandio Joagquim Madeira
Instituto Gulbenkian de Ciéncia, Apartado 14, 2781 Oeiras Codex.
Ensino Universitirio. Linhas de Investigagio: Efeitos da temperatura
e de antibidticos na morte e no crescimento de populacdes de leveduras,
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para deficientes respiratorios em leveduras.

SILVA, Rosa Maria Vieira da
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Genética molecular bacteriana

Directores
Alfonso Jiménez-Sanchez y Ricardo Guerrero

i utores de los diferentes capitulos
E:i?e.lr.o SArfac:har, M.* Eugenia Armengod, Jorge Barbé, Manuel Blanco, Francisco del
Castillo, Enrique Cerda, Ricardo Guerrero, Enr_ique Herrero, I-\jfonso J!ménez:Sénchgz,
Rubens Lépez Garcia, José M.2 Monfort, Antonio Portolés, David Vasquez y Miguel Vicente
Pertenecientes a diversas universidades e institutos de investigacion
de Espana y Portugal

El desarrollo espectacular de la Biologia Molecular en los ultimos anos h'a motivado
que muchos estudiantes y profesionales dirijan su atencion hacia esta nueva drea de las
Ciencias de la Vida. De un modo particular, la Ingenieria Genética, tanto en sus aspectos
bisicos como en sus posibles aplicaciones futuras — que ahurg_apenus podemos intuir — ha
despertado un gran interés, y, por qué no decirlo, preocupacién, en el hombre de la calle
y en los medios de difusion. En muchos casos, las polémicas surgidas se dqbcn a un descono-
cimiento de los fundamentos de esa ciencia, aue se basa en las investigaciones realizadas en
las tres ultimas décadas sobre la estructura y funcionamiento del material hereditario de los
organismos, y en especial de los descubrimientos en el campo de la Genética Molecular de
bacterias y virus, :

Hace algin tiempo, y con ocasién de un encuentro cientifico sobre temas avanzados,
nacid la ideia de recoger en un libro un conjunto de trabajos que mostrasen los aspectos mds
esenciales de la Genética Molecular Bacteriana, El principal objetivo era el de poner al
alcance de los estudiantes universitarios un esquema bidsico del estado actual de los conoci-
mientos, esquema que seria desarrollado por algunos investigadores de habla espafiola y que
expondria los resultados mds directos del trabajo experimental realizado. Se intentaba, de
manera diddctica, dar una formacién mds especifica que la que pueden aportar los textos
generales.

Con fines exclusivamente diddcticos, el contenido del libro se ha distribuido en dos partes.
Una que comprende temas de cardcter general y otra con aspectos mds especificos y/o apli-
cados; en todos ellos se ha considerado particularmente su valor docente. En los distintos
capitulos se van desarrollando temas estrictamente genéticos, como pueden ser los mecanismos
de mutacion, reparacidn, transformacién, conjugacion y otros que, partiendo de la base gené-
tica, relacionan ésta con algunos aspectos esenciales de la fisiologia bacteriana, como son los
procesos de la divisién celular o la regulacién de la sintesis de proteinas. Asimismo se tratan
temas de importancia creciente tales como la Ingenieria Genética y la aplicacién de los
microorganismos a la deteccion de sustancias mutagénicas y carcinogénicas.

La presente obra pretende ofrecer una aproximacién inquisitiva, operativa y experi-
mental a algunos temas clave de la Genética Molecular, con objeto de despertar el interés
por la investigacion y ayudar a todos aquellos estudiosos de la Genética, la Microbiologia
y la Bioauimica no especialistas en el drea molecular, y a los estudiantes que deseen apreciar
mis de cerca el sabor de la ciencia tal como se va construyendo.
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