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BIOTECNOLOGIANO

~ MELHORAMENTO DO MILHO
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Dentre as tecnologias disponiveis e
utilizadas para aumentar a produgdo e a
qualidade nutricional dos alimentos, o
melhoramento genético de plantas tem si-
do, sem divida, a mais efetiva. Entretan-
to, os ganhos em produtividade e qualida-
de nutricional, obtidos através do melho-
ramento genético cldssico, tornam-se ca-
da vez mais dificeis de ser alcangados.
Podem mesmo tornar-se, no futuro, alta-
mente dependentes de uma maior integra-
¢do entre os melhoristas e cientistas de
outras disciplinas, notadamente da biotec-
nologia. .

A biotecnologia, ciéncia baseada nas
biologias celular € molecular, vem possi-
bilitando o desenvolvimento de novas
técnicas que prometem revolucionar os
mais variados setores da atividade huma-
na. Importantes estudos tém demonstrado
que um dos maiores impactos desta nova
tecnologia se fard sentir na agropecudria.
Os primeiros beneficios da biotecnologia
aplicada a agricultura aparecem na forma
de técnicas de cultura de tecidos, técnicas
imunolégicas ¢ de engenharia genética,
que j4 estdao sendo utilizadas em muitos
paises como ferramentas de multiplicagdo
e limpeza clonal, de selegdo, de diagnose e
caracterizagdo de doengas e de estudos
bésicos de genética molecular. A tecnolo-
gia do DNA recombinante j4 permite as

mais variadas manipulagdes genéticas e,

num futuro préximo, possibilitard con-
trolar a expressdo de genes, modificar ou
MEesmo criar novos genes.

Sao vdrias as biotécnicas que j4 estao
sendo ou tém potencial para virem a ser
utilizadas como ferramentas de auxilio ao
melhoramento genético do milho. A curto

prazo, estas novas técnicas terdo papel
decisivo 'no aumento do valor nutritivo
das protefnas encontradas nos grdos de

_ milho.

A drea plantada com milho no mundo

€ hoje de cerca de 133 milhdes de hecta-

res, cuja produgdo corresponde a 90 kg de
milho para cada habitante do planeta. O
aspecto mais relevante € que o milho € a
principal fonte alimentar de 200 milhdes

~ de pessoas, onde se inclui metade da po-

pulacdo mundial considerada cronica-
mente subnutrida. As variedades de milho
tradicionalmente plantadas sdo limitadas
na qualidade nutricional. Metade da pro-
tefna do grdo de milho é deficiente em
dois amino4cidos essenciais: lisina e trip-
tofano. Isto significa que, sem suplemen-
tagdo protéica, o milho ndo pode sozinho
sustentar o desenvolvimento e a saiide
normais de animais monogéastricos.

Em 1963, foi descoberto um mutante
de milho chamado opaco-2, contendo
uma protefna de alto valor nutritivo, que
podia ser comparada a proteina do leite.
No entanto, 0 opaco-2 € outros mutantes
semelhantes apresentavam caracterfsticas
agrondmicas desfavordveis (baixa produ-
tividade, graos moles, alta suscetibilidade
a doengas e insetos) que impediram a sua
disseminagdo. Um grupo de melhoristas
do Centro Internacional de Mejoramento
de Maiz y Trigo (CIMMYT) continuou
trabalhando no melhoramento de mutan-
tes tipo opaco-2 e, em 1980, anunciou o
desenvolvimento de variedades que asso-
ciavam alto valor protéico com caracte-
risticas agrondmicas adequadas. Estas
variedades foram agrupadas sob a deno-
minagio genética de ‘“‘Quality Protein
Maize” ou “QPM” e sdo virtualmente
idénticas ao milho comum, apresentando,
no entanto, altos teores de lisina e

triptofano. Um marco importante no
desenvolvimento do QPM foi o fato de
as andlises de laboratério terem sido
utilizadas intensivamente no seu processo
de selegdo. Em 1983, o Centro Nacional
de Pesquisa de Milho e Sorgo — CNPMS,
da EMBRAPA, introduziu 23 variedades
de milho QPM e, ap6s cinco anos de tra-
balho, langou uma cultivar de milho bran-
co, a ‘BR 451°, de alto valor protéico e
produtividade elevada nas mais diferentes
regiGes brasileiras. As previsoes sdo de
que na virada do século os QPM estardo
sendo cultivados em todo o mundo.

As protefnas desempenham vdérias
fungbes essenciais nos seres vivos. Um
dos aspectos mais importantes, no entan-
to, € o fato de se constituirem no produto
direto da informagdo genética armazena-
da no DNA. Assim, padroes protéicos
obtidos através de técnicas eletroforéti-
cas, que separam diferentes proteinas de
acordo com suas caracteristicas fisicas e
qufmicas, formando verdadeiras impres-
soes digitais em matrizes gelatinosas, ji
estdo sendo utilizados rotineiramente co-
mo ferramentas de auxilio néo s6 a sele-
¢do em programas de melhoramento de
milho de alto valor nutritivo (QPM e Mi-
lho Doce), como também em programas
que visam & obtengdo de resisténcia a in-
setos. Por sua vez, técnicas de identifica-
¢do, purificacdo e determinagdo da se-
qiiéncia de amino4cidos de algumas pro-
tefnas do grdo de milho geram informa-
¢Oes que possibilitam o isolamento dos
genes (se¢cao do DNA) que servem de c6-
digo para suas sinteses.

As chamadas técnicas do DNA re-
combinante j4 permitem que um determi-
nado gene isolado do DNA das células de
um individuo seja introduzido, multiplica-
do ou colocado para funcionar em um
outro tipo de célula. Enfim, informacao
genética entre plantas de espécies dife-
rentes ou mesmo entre animais € plantas
podem ser trocadas sem que haja necessi-
dade do cruzamento sexual. O estudo € a
manipulacdo dos genes que codificam as
zeinas (protefnas encontradas em grande
quantidade no endosperma dos graos de
milho) sdo bons exemplos da utilizagdo
das técnicas de DNA recombinante em
-milho. Alguns dos genes que coditicam
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Exemplo de utilizag&@o de padrbes protéicos de zelnas, como ferramentas auxiliares
de selegdo, em programa de melhoramento de milho doce, CNPMS/EMBRAPA.

protefnas do tipo zeina j4 foram isolados e
seqiienciados. Como as zefnas sio protei-
nas deficientes em amino4cidos essenciais,
modificagbes in vitro estio sendo feitas
com o objetivo de introduzir nesses genes
informagdes que codifiquem amino4cidos
essenciais, como lisina e triptofano.

Outro exemplo € a utilizagdo da téc-
nica denominada RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism, ou Po-
limorfismo de Fragmentos de DNA) na
construgdo de mapas genéticos de vérios
organismos, em particular de milho. A
RFLP baseia-se nas diferengas detectadas
entre gen6tipos, através da comparagdo
do tamanho de fragmentos obtidos pela
digestdo do DNA por enzimas de restri-
¢do. A fragmentagao se d4 quando as en-
zimas encontram seqiiéncias de bases que
lhes sdo especificas. Os RFLP sdo forma-
dos no genoma pela insergdo, eliminagdo
ou troca de bases, que destroem ou criam
sitios especificos de corte para as enzimas
de restrigdo, podendo, assim, ser detecta-
dos num determinado genétipo. Os mi-
lhares de fragmentos de tamanhos dife-
rentes obtidos sdo separados por eletro-
forese em géis de agarose ¢ transferidos
para uma matriz, como filtros de nitroce-
lulose. Nessa matriz s6lida, o tamanho dos
fragmentos especificos € determinado
através de técnicas de hibridagdo de
DNA, onde se utilizam como sonda frag-
mentos marcados (P-32, biotina etc.) de
DNA hom6logos aos que se quer detec-
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tar. Assim, variacOes existentes na se-
qiiéncia de bases no DNA de genétipos
diferentes podem ser visualizadas, ma-
peadas e correlacionadas com caracterfs-

"ticas desejdveis.

Os RFLP apresentam uma série de
vantagens sobre os métodos cldssicos de
mapeamento de genes. Como ndo sdo
produtos de transcrigdo, sdo independen-
tes do estddio de desenvolvimento do or-
ganismo, apresentam herdabilidade de
100%, pois nao sao afetados pelos fatores
ambientais, e ndo sofrem efeitos de epis-
tasia e pleiotropia. Sdo herdados de ma-
neira co-dominante, ¢ podem ser utiliza-
dos para mapear um nimero praticamente
ilimitado de “‘loci” (posi¢do ocupada pelo
gene no germoplasma). Os mapas genéti-
cos de RFPL estiao sendo utilizados em
programas de melhoramento de milho
para prever combinagdes heteréticas,
identificar genétipos divergentes, carac-
terizar heranca citoplasmética e, 0 mais
importante, separar caracteristicas quan-
titativas nos seus componentes indivi-
duais, ou seja, tratar caracteres quantita-
tivos segundo os conceitos da genética
qualitativa ou mendeliana.

" Técnicas imunol6gicas estio também
sendo empregadas na producdo de kits

para a diagnose de doengas virfticas e

caracterizacao e diagnose de microorga-
nismos envolvidos na fixagdo biol6gica de
nitrogénio em milho. O principio bésico
das técnicas imunol6gicas € a introdugdo

de corpos estranhos em 0rganismos vivos,
induzindo os dltimos a produzir anticor-
pos. Devido a sua alta especificidade, os
anticorpos servem entio como sondas
biolégicas altamente eficazes. Anticorpos
estdo também sendo utilizados na identifi-
cagdo e quantificagdo de proteinas de mi-
tho, bem como na marcagio ndo radioati-
va de fragmentos de DNA.

Outra drea dentro da cultura do mi-
lho onde as técnicas de biologia molecular
tém apresentado contribuicdo significati-
va € no controle biolégico de insetos-pra-
gas do milho. Virus do grupo Baculovirus
ja foram isolados e purificados, € os re-
sultados obtidos com a sua aplicagdo
mostram a sua viabilidade como podero-
sos e especificos bioinseticidas no con-
trole da lagarta-do-cartucho do milho
(Spodoptera frugiperda).

Técnicas de bioggia celular, como
producdo e fusdo de protoplastos, cultura
de células, calos e 6rgaos, estdo também
sendo utilizadas em milho. Algumas delas,
como cultura de antera e ovario para pro-
ducdo de hapl6ides, fusdo somdtica e
transformagdo de protoplastos (células
sem a parede celular) para transferéncia
de caracteres codificados nas organelas e
produgao de plantas transgénicas podem,
a curto prazo, apresentar contribuigdo
significativa ao melhoramento do milho.
Técnicas de cultura de calos estdo sendo
utilizadas em estudos de regeneragdo de
plantas, a partir de tecido somdtico e em
estudos de fatores que conferem tolerdn-
cia a insetos e doencgas. Culturas de célu-
las estdo sendo empregadas em estudo de
vias metabdlicas e de selegio in vitro, on-
de células tolerantes a herbicidas, toxinas
de microorganismos, altos teores. de sais,
por exemplo, s3o identificadas. Embora
estas técnicas de biologia celular venham
sendo utilizadas rotineiramente em plan-
tas dicotiledoneas, elas ndo tem apresen-
tado os mesmos resultados em monocoti-
leddneas, como no caso do milho. Por
exemplo, j4 se consegue, sem maiores
problemas, transformar geneticamente
células de milho in vitro. Ndo & possivel
ainda, no entanto, obter regeneragido de
plantas de milho, a partir de células indi-
viduais e/ou de protoplastos. As técnicas
de biologia molecular em milho estdao bem
mais avancadas do que as de biologia ce-
lular. Assim, o potencial total da biotec-
nologia s6 se fard sentir na cultura do
milho com o desenvolvimento destas l-
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timas técnicas.

Reconhecendo que os progressos
marginais obtidos na producdo de ali-
mentos requerem importantes investi-
mentos em programas de pesquisas fun-
damentais, € urgente e recomendédvel que
se busque utilizar ‘as novas técnicas de
biologia celular € molecular como ferra-
mentas de auxilio as metodologias atual-
mente em uso nos programas de melho-
ramento de milho.
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SITUAGAQ DAS DOENGAS
DE MILHO NO BRASL

- Fernando Tavares F ernandes 1/
Eric Balmer 2/

A cultura de milho ocupa, no Brasil,
13,6 milhdes de hectares. Conquanto o
milho seja cultivado em todo o pafs, hd
uma forte concentragdo nas regides Sul,
Sudeste e Centro-oeste, onde obser-
vou-se, pelos dados da safra 1985/86,
73% da 4rea plantada e 88% da produgio.

O aumento da produg@o de milho nos
préximos anos dever4 ocorrer tanto pelo
aumento da 4rea cultivada como pelo au-
mento da produtividade, sendo que o ba-
lanceamento entre estes dois fatores serd
varidvel de acordo com as caracteristicas
de cada regido fisiogréfica.

Para o aumento da produtividade,
prevé-se a utilizagdo intensiva de tecno-
logias como uso de irrigacdo, utilizacio de
plantas mais produtivas, precoces, au-
mento na fertilidade do solo, etc.

Em uma cultura com estas caracte-
risticas, isto €, abrangendo vdrias regioes
que diferem entre si e dentro delas quanto
ao clima e utilizando tecnologias que se
relacionam diretamente com o0 apareci-
mento das doengas, € de se esperar a
ocorréncia de um’ elevado ndimero de
doengas. Assim, mais de 20 j4 foram

identificadas na cultura de milho no Bra- .

sil. Contudo, pela freqiiéncia e intensida-
de com que ocorrem, somente algumas
apresentam importincia econ0mica.

Por outro lado, por ser doenga o re-
sultado da interacdo entre dois seres vivos
(patégeno e hospedeiro), influenciada pe-
las condi¢Oes ambientais, basta que estas
sejam favordveis a interacdo ou que

_ocorra variagdo no patégeno para que

doengas de importincia secunddria pas-
sem a se constituir em problemas fitopa-
tolégicos para a cultura do milho. Assim,
€ necessdrio dqueles que trabalham com
esta cultura, ndo s6 conhecerem a distri-
buigdo geogrifica das doengas como tam-
bém as possiveis variagdes que venham a
ocorrer nos patégenos.

O presente trabalho, apresentado no
Simpésio sobre Moléstias de Milho, reali-
zado de 28 a 29 de julho de 1987, em
Campinas, teve como finalidade reunir
informagdes sobre as doengas mais im-
portantes da cultura do milho, nas princi-
pais regides produtoras. Estas informa-
¢Oes, obtidas também através de consultas
feitas a técnicos ligados a instituighes
oficiais de pesquisa, como IAPAR,
EMPASC e companhias particulares pro-
dutoras de sementes, como Sementes
Cargill Ltda. e Sementes Agroceres S/A,
estdo contidas nos Quadros 1,2 e 3, € nos
mostram as seguintes situagdes para as
doengas de milho nas diferentes regides.

REGIAO CENTRO-OESTE

Esta regido compreende os estados
de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul €
Goids, sendo responsével por 11% do to-
tal da drea plantada e 16% do total da
produgdo de milho no Brasil. A época de
plantio normalmente ¢ de outubro até a
primeira quinzena de novembro. Plantios
mais tardios podem ocorrer da segunda
quinzena de’ novembro ao inicio de de-
zembro. Em condigdes de irrigacdo, os
plantios sdo realizados durante todo o
ano.

As podridoes-do-colmo e do topo,
causadas por bactérias (Erwinia chrysan-
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