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APRESENTACAOQ

O Centro Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia -
Cenargen-objetiva ndo so conter a progressiva perda dos recursos
genéticos do Pais e aumentar a disponibilidade dos mesmos para os
programas de melhoramento genético, coma também, promover o
desenvolvimento de conhecimentos técnicos cientificos bésicos em
recursos genéticos, biotecnologia e controle biolégico. Cumprindo
sua misséo institucional, na qualidade de um dos Centros Temdticos
da Embrapa, responde a demanda da sociedade por treinamento
técnico-cientifico.

Nesse contexto wuma das principais atividades para o
cumprimento da missdo do Centro tem sido o atendimento de
bolsistas, estagidrios, alunos de pos-graduacdo e pesquisadores
visitantes que se deslocam para a Unidade com o objetive de
completarem curriculos escolares, receberem orientacdo e preparar
teses, dissertagbes e monografias, além de realizarem pesquisas,
atividades estas incluidas nos objetivos e metas do Cenargen.

Uma das formas de acompanhamento, avaliacdo e controle
desse esforgo institucional é a uniformizacdo dos conhecimentos
adquiridos, além de mostrarem a qualidade técnica dos trabalhos de
pesquisa realizados.

Nesse sentido, o Cenargen organizou pela primeira vez em
mar¢o de 1996, um semindrio técnico-cientifico denominado
“Talento Estudantil do Cenargen” visando divulgar e promover o
intercdmbio interno e externo dos trabalhos dos treinandos através
da apresentagdo em seminarios abertos dos projetos desenvolvidos
individualmente ou em equipe.

£ com imensa satisfagdo que o Cenargen coloca esta
publicagcdo a disposicdo da sociedade contendo os resumos dos
trabalhos apresentados no referido semindrio, na certeza de estar
incentivando e promovendo a trajetéria de jovem cientista rumo &
construgdo de uma sociedade sustentdvel.

Afonso Celso Candeira Valois
Chefe Geral
Embrapa - Cenargen
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A evolucdo dos mapas genéticos
Rubens Onofre Nodari

O desenvolvimento de mapas genéticos tem sido um dos
objetives dos geneticistas, desde a redescoberta das leis de
Mendel, porque se constitui numa ferramenta de fundamental
importéncia nos estudos de heranca. A construcdo de mapas
genéticos se tornou possivel apds a descoberta, no inicio des-
te século, da ligacdo entre genes e de que estes se localizam
nos cromossomos. Um mapa genético é uma maneira de ver a
segregacdo de genes e ao mesmo tempo um instrumento que
mostra a relacdo fisica entre genes. Entretanto, os mapas néo
proporcionam informagéo a nivel molecular dos genes. 0OS
mapas genéeticos sdo utilizados tanto em estudos bdsicos de
genética quanto na manipulagdo de organismos vivos. Os
mapas destacam-se por auxiliar na fundamentacéo de estudos
comparativos e de evolugdo e no entendimento dos processos
biolégicos e da organizagcdo dos cromossomos. Se portadores
de uma elevada quantidade de informacées, 0s mapas gené-
ticos proporcionam simplificacdo na manipulacéo genética.
Entre as aplicacdes préticas estdo as oportunidades para a
clonagem de genes e a escolha de gendtipos parentais para o
melhoramento e selegcdo indireta de plantas. Com o advento
das isoenzimas em 1957 e posteriormente dos marcadores
moleculares (a partir dos anos 80/, um numero relativamente
grande de marcadores genéticos se tornou disponivel para a
construgéo de mapas genéticos de alta resolugdo, alguns com

Eng. Agr.. Ph D, Universidade Federal de Santa Catarina
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marcadores a cada centiMorgan (cM). Existem basicamente
dois tipos de mapas: mapa genetico de ligacdo e mapa fisico.
Enquanto para a obtencdo do primeiro se baseia na quantidade
de recombinagcdo (distdncia relativa) entre marcadores, no
mapa fisico se utiliza a distancia real (namero de bases) entre
marcadores genéticos. Pode-se entdo dizer que um mapa
genético constitui-se no ordenamento e no estabelecimento da
disténcia entre marcadores genéticos [qualquer marca no
DNA). A unidade de distdncia entre marcadores num mapa de
ligagdo € a medida da freqiéncia de recombinagdo entre 0s
marcadores analisados. Cada cM, unidade de mapeamento,
corresponde a 1% de recombinagéo. Marcadores considerados
ligados aparecem a uma distdncia menor que 50 cM. Um
mapa fisico de um cromossomo é semelhante ao mapa de
uma rodovia. Consiste na localizagdo de pontos conhecidos
que sdo os marcadores e a disténcia em numero de pares de
bases entre eles. A construcdo de um mapa genetico compre-
ende quatro etapas: identificagdo de marcadores genéticos,
desenvolvimento de uma populacdo segregante, analise da
heranca dos marcadores genéticos na populagdo segregante e
estabelecimento da ordem dos marcadores genéticos e da
disténcia entre eles. O mapeamento genético de plantas bene-
ficiou-se com o desenvolvimento das técnicas moleculares
desenvolvidas recentemente. As principais restricées s&o
relativas a dificuldades de obtencdo de populagcoes experi-
mentais segregantes, como em espécies frutiferas e arbdreas.
Mapas genéticos para varias espécies de plantas tem sido
desenvolvidos nos ultimos anos.
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Influéncia da temperatura de cultivo no crescimento e toxi-
cidade do isolado s93 de Bacillus thuringiensis subesp. kurs-
taki

Jeanine S. Giusti', Denise C. Costa’ e José M. C. S. Dias’

Em um “screening " envolvendo 218 isoladas bacilares, foi obtido
um B. thuringiensis subesp. kurstaki com elevada poténcia
larvicida contra Spodoptera frugiperda, principal praga do milho
no Brasil. Apds diversas avaliacées de sua toxicidade em
comparacdo com estirpes comerciais, decidiu-se desenvolver um
bieinseticida, com o novo isolado S93. Foram feitos estudos da
influéncia da temperatura na producdo de biomassa e de
principio ativo (pro-toxinas). O microrganismo foi cultivado em
incubador rotativo a 200rpm por até 48h, nas temperaturas de
258, 27, 29, 31, 33, 35 e 37° C. As amostras foram submetidas
a andlises de pH, massa seca, absorbéncia, concentracdo de
células e esporos e de proteinas. Bioensaios contra S. frugiperda
também foram realizados com as amostras de 36 e 48h. Os
resultados obtidos, para as condigées de cultivo, mostram que a
temperatura otima de crescimento para o isolado S93 situa-se
entre 29 e 31° C, sendo a 29° C a mais elevada velocidade
especifica de crescimento (0,47h-1). Para o0s bioensaios
realizados contra S. frugiperda, foi verificado que a 25 e 27° C
a maior mortalidade deu-se com o cultive de 48h, enquanto
que nas demais temperaturas ensaiadas o cultivo de 36h foi
mais eficaz contra S. frugiperda.

' Bolsista, CNPq., estudante de graduacédo de Biologia. * Estagidria,
Embrapa/CENARGEN. * Eng. Quimico, Ph.D, Embrapa/CENARGEN.

13



Padrées isoenziméticos de isolados de Alternaria cassiae que
apresentaram potencial bio-herbicida para o manejo de popu-
lagbes do fedegoso (Senna obtusifolia)

Gutemberg Delfino de Sousa’ , Gléucia de Figueiredo® e Eliana
M. G. Fontes’

O fedegoso (S. obtusifolia) 6 uma Fabaceae gue no Brasil se
tornou impaortante espécie invasora nos cultivos de legumi-
nosas em virtude do uso de herbicidas seletivos. Os levanta-
mentos da micoflora patogénica associads a0 fedegoso, a-
pontaram o fungo A. cassiae como promissor no desenvol-
vimento de bio-herbicida destinado ao manejo desta invasora
para ser aplicado de forma inundativa nas /avouras afetadas.
Viédrios isolados deste fungo foram inoculados em plantulas de
fedegoso de origens geogréficas diversas, resultando em
graus diferentes de severidade. A existéncia de variabilidade
patogénica na populagdo do fungo pode sugerir o potencial
para a selecdo de gendtipos mais virulentos candidatos ao
programa de manejo. A técnica de eletroforese de isoenzimas
tem sido preconizada como ferramenta util na andlise de
Interagdes patégeno/hospedeiro. Cinco isolados monoconidiais
do patdgeno foram analisados sob 17 sistemas enziméticos
em gel de poliacrilamida. Dentre estes sistemas, EST, MR,
ACP, ALP, 6PGDH, PPO e PO forneceram resultados inter-
pretdveis quanto aos padrées isoenziméticos. Submeteurse
também & andlise, as proteinas soliveis do hospedeiro, o-

' Bolsista ITI - RHAE, estudante de graduacéo de Biologia, Embrap8 fr i
“Eng. Agr., MSc, UNESP/JABOTICABAL. ? Bidloga, Ph.D, Embrapa/tGEN:

14



riundos do Mato Grosso, Minas Gerais e Distrito Federal, pare
SDH, EST, 6PGDH e ACP. A variabilidade fenotipica entre os
isolados foi observada para EST, ALP e PPO, sendo maior para
EST (4 fendtipos). Foi verificada similaridade para trés jsolados
para ALF, 6PGDH, ACP e PPO. Os sistemas empregados para
fedegoso foram monomdrficos. A possibilidade de variagcéo
fisiologica na Populacdo do patégeno deve ser in vestigada,
utilizando-se um maior nimero de /solados de regibes distintas
€ com a utilizagdo de técnicas que abarquem o genoma com-
pleto deste agente fungico.
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Efeito da previsibilidade alimentar no vigor da prole de Podisus
nigrispinus (Heteroptera: Pentatomidae)

Vinicius F. Carvatho' , Og de Souza’ , Eliana M. G. Fontes®, José
Zanuncio® e Andréa dos P. Serafini®

Os organismos variam seus esforcos reprodutives respondendo a
astimulos ambientais e fisioldgicos, por balancos entre sobrevi-
véncia e fecundidade. Isto jd foi verificado em Pentatomidae
predadores submetidos a diferentes regimes alimentares. Nao
sdo conhecidos porém, os efeitos deste balango na prole daque-
Jes insetos. Neste trabalho, foi testado o efeito de diferentes pre-
visibilidades alimentares no vigor da prole de Podisus nigrispinus.
Casais deste predador foram isolados em placas de Petri e a-
limentados com Jarvas de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrio-
nidae). Receberam em média, uma larva por dia e foram a-
companhados por vinte dias. Foi medida a previsibilidade ali-
mentar pela varidncia do numero de dias que os inselos recebe-
ram afimento. Foi avaliado o periodo de pré-postura, de incuba-
¢do de ovos e o numero de ovos por fémea. 0s dados foram
submetidos 8 ANOVA. As ninfas eclodidas foram isoladas e
mantidas sem alimento até a morte, registrando-se o tempo de
sobrevivéncia destas. Em total previsibilidade alimentar, os pre-
dadores ovipositaram mais cedo e produziram um numero maior
de ovos do que aqueles cuja alimentacdo foi menos previsivel.
Menores previsibilidades resultaram num menor periodo de
incubacdo dos ovos e maior sobrevivéncia de ninfas. 0s

" Eng. Agr.. MSc, bolsista da CAPES. “ Eng®. Agr®, Ph.D, UFV/DBA.
* Bidloga, Ph.D, Embrapa/CENARGEN. * Eng. Florestal, Ph.D, UFV/DBA.
* Estagidria, estudante de graduagdo de Biglogia, Embrapa/CENARGEN.
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resuftados mostram que existe um balanco entre quantidade e
qualidade da prole do predador, é sugerida a avaliacdo deste efei-
to na eficiéncia de predacdo do mesma.
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Avaliagdo preliminar da atividade letal de bacilos contra o0
nematdide do alho Ditylenchus dipsaci (Kihn, 1857) Filipjev.
1936

André G. S. Rocha' , José M. C. S. Dias’ e Renata C. V.
Tenente’

O nematdide do alho é considerado uma das pragas mais
importantes dessa cultura. A ineficiéncia do controle quimico
tem incentivado utilizacéo de bactérias para biocontrole do
mesmo. Foi realizada uma avaliacdo preliminar da patogenicidade
de bacilos contra este fitonematdide utilizando as subespécies
kurstaki (S93) e israelensis (S222) de Bacillus thuringiensis (Bt e
a estirpe 2362 de B. sphaericus (Bs). Os nematoides foram
inoculados em plantas de alho e extraidos ap6s 50 dias,
colocando 50 J4 em tubos com 0,5ml de dgua estéril e 0,5ml de
cada suspenséo bacteriana previamente cultivada em caldo
nutritivo e completamente esporulada. 0s tubos foram colocados
em incubador rotativo (27°C, 200 rpm) por 48 horas, garantindo
oxigenacdo aos nematoides. Numa primeira anélise foi avaliado o
efeito dos tratamentos na degeneracdo cuticular dos juvenis e Bs
2362 causou degeneracdo em 75% dos mesmos, contra 1,6 a
32,8% dos isolados de Bt. As testemunhas nao foram afetadas.
Na segunda andlise, efetuada 24 horas apds, foi avaliada a
mortalidade total dos nematoides, sendo encontrandos 75,8%
para Bs 2362 e 39,6% (S93) e 55,2% (8222) para os isolados
de Bt. A mortalidade total das testemunhas foi, no méaximo, de
1.6%. Concluiu-se, que Bs foi mais letal ndo se sabendo ainda
como atua o mesmo. Os resultados sugerem diferentes modos
de acdo para os bacilos utilizados.

' Eng. Agr., bolsista ITI RHAE/CNPq. * Eng. Quimico, Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
? Eng®. Agr®, Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
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Avaliagdo da estabilidade de Bacillus thuringiensis subesp.
kurstaki /solado S93 armazenado a -18° C

Jeanine S. Giusti' e José M. C. S. Dias’

Testes realizados em laboratério mostraram que um isolado
brasileiro de B. thuringiensis subesp. kurstaki, denominado
S93, apresenta elevada poténcia larvicida contra a lagarta do
cartucho do milho (Spodoptera frugiperda). Visando a produ-
cdo de um bioinseticida & base de S93, foi estudada a estabi-
lidade do microrganismo, conservado em tubos inclinados
contendo mejo &dgar nutritivo, 8 temperatura de -18°C. A
avaliacdo da estabilidade bacteriana foi feita conservando os
tubos por até 90 dias no congelador e retirando de 10 em 10
+ 2 dias um tubo que era cultivado e submetido a andlises de
crescimento e de toxicidade contra o inseto mencionado. 0Os
cultivos foram feitos em incubador rotativo por 12 e 36h a
30°C/200mpm e submetidos a andlises de pH, massa seca,
concentracdo de células e de esporos. O cultivo de 36h
também foi utilizado em bioensaios contra S. frugiperda, com
0 objetivo de verificar a toxicidade do B. thuringiensis ao lon-
go do periodo de congelamento. Os resultados obtidos de-
monstraram que o0 crescimento do isolado S93 néo foi afetado
pelo tempo de congelamento, bem como a sua atividade lar-
vicida, que permaneceu constante. O método de congela-
mento para este isolado se mostrou eficaz no intervalo de
tempo considerado.

' Bolsista de aperfeicoamento, CNPq., estudante de graduagéo de Biologia.
? Eng. Quimico, Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
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Avaliacdo da poténcia de 15 estirpes de Bacillus sphaericus
contra larvas dos mosquitos Aedes fluviatilis e Culex
quinquefasciatus

Cléudia M. de Carvalho', Ana M. SancheZ e José M. C.
S. Dias’

A patogenicidade de 15 isolados de B. sphaericus foi avaliada
contra larvas de 3° estdgio (L3] de A. fluviatilis e de 2° esté-
gio (L2) de C. quinguefasciatus. As estirpes utilizadas neste
trabalho pertencem ao Banco de Germoplasma Microbiano do
CENARGEN e foram isoladas a partir de amostras de solos de
todas regies brasileiras. Foi utilizada a estirpe 2362, reco-
mendada pela Organizacdo Mundial de Saude e fornecida pelo
Instituto Pasteur, como padrdo. Os bioensaios foram realiza-
dos com liofilizados bacterianaos, compostos principalmente
por misturas de esporos € cristais. Os valores de CL50 [média
de duas repeticbes) calculados contra larvas de A. fluviatilis
situaram-se entre 0,056 e 2,833 ppm e para C. quinquefas-
ciatus entre 3,76 e 137,65 ppb. As estirpes mais toxicas para
A. fluviatilis foram S56 (procedente de Guarda de Cubatéo -
SP) S201 (Anhumas - MT) , S442 (Monte Azul - MG) e S444
(Monte Azul - MG) e para C. quinquefasciatus foram S201 e
S231 (Sorriso - MS).

' Bolsista ITI RHAE/CNPg, estudante de graduacéo de Biologia.
? Biloga, estagiaria, Embrapa/CENARGEN.
* Eng. Quimico, Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
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Anélise de agregacdo e similaridade de 94 isolados brasileiros
de Bacillus sphaericus por meio de antibiogramas

Cléudia M. de Carvalho' e José. M. C. S. Dias’

Bacillus sphaericus é uma espécie bacteriana em que alguns
isolados formam cristais protéicos letais contra mosquitos.
Para caracterizacdo de isolados dessa espécie, foram reali-
zados antibiogramas de 94 isolados provenientes de amostras
de solo de todas as regides do Brasil. Dezenove sdo toxicos e
75 nédo o sdo contra Culex guinquefasciatus. Os resultados
(resisténcia) a8 cada um dos 24 antibidticos foram utilizados
para a anélise de dados de sensibilidagregacao ("cluster °l e
similaridade entre os isolados. Foram utilizados, também, 0S
resultados dos antibiogramas de 4 estirpes padrdo (IAB-43,
1593, 2297 e 2362). Todoes os isolados mostraram-se sensi-
veis a amicacina, ampicilina, cefalotina, penicilina e vanco-
micina. Trinta e sete isolados brasileiros (14 téxicos e 23 néo-
tdxicos) mostraram-se totalmente similares entre si e distintos
dos padrées. O padrdo 2362 mostrou-se Similar a um grupo
de 7 isolados brasileiros: os padrées IAB-49 e 2297 mostra-
ram-se similares entre si e a outros 2 isolados brasileiros e 0
1593 foi similar a cinco isoladas brasileiros.

' Bolsista RHAE/CNPq, estudante de graduagio de Biologia.
? Eng. Quimico, Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
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Isolamento e identificacdo preliminar de contaminante
bacteriano em dieta artificial de bicudo-do-algodoeiro
(Anthonomus grandis)

José R. M. V. Abreu Neto' , Cldudia M. de Carvalho’ e José
M. C. S. Dias’

Em uma dieta artificial adquirida especificamente para criago
do bicudo do algodoeiro (A. grandis) foi observada a presenca
de uma bactéria que impedia o desenvolvimento larval bem
como a alimentagdo dos adultos do inseto. Tal contaminante
apresentava como caracteristicas principais: forma gelatinosa,
coloracdo amarelada, formagdo de grumos em meio liquido e
odor forte e desagraddvel. A bactéria foi isolada em meio
contendo penicilina e para efetuar a sua identificacdo foi
seguida a metodologia do Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology. Pelas caracteristicas iniciais, o contaminante po-
deria pertencer ao Grupo 1V, que contem 80 géneros
bacterianos. A morfologia da bactéria avaliada por microsco-
pia Gtica e eletrénica era a de cocobacilos, sem parede celular,
sem esporos, acristalifera e com poucos flagelos. O teste de
Gram resultou negativo e em um antibiograma feito com 24
antibioticos, o isolado foi sensivel a oito. Diversos outros tes-
tes e ensaios foram realizados e permitiram definir que o con-
taminante é do género Phyllobacterium ov Pseudomonas. Este
isolado parece nédo ser letal contra fases imaturas do bicudo-
do-algodeeiro bem como os adultos, j4 que ndo se evidenciou
morte por contaminagdo bacteriana de qualquer uma das
fases até o presente momento.

! Bibloga, bolsista ITI RHAE/CNPq. ? Eng. Quimico, Ph.D, Embrapa /CENARGEN.
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Isofamento e caracterizagdo de bacilos da Regido Norte do
Brasil e avaliacdo da patogenicidade contra dipteros e
lepidépteros

Silvania F. Silva' , Rachel C. P. S. Caetano’ , Adriana N.
Tostes®, Jacqueline M. Farias® e José M. C. S. Dias’

Dentre o0s grupos de organismos estudados no controle
bioldgico de insetos-praga da agricultura e vetores de doencas
tropicais, os bacilos entomopatogénicos apresentam uma
grande importédncia. Assim, procura-se isolar e identificar
novas estirpes de Bacillus sphericus e B. thuringiensis. Nesse
trabalho foram processadas 35 amostras de solos da Regido
Norte do Brasil, sendo 2 do Acre, 4 do Amapd, 8 do Amazo-
nas, 8 do Pard, 5 de Rondbnia, 3 de Roraima e 5 de Tocan-
tins. O método utilizado foi 0 recomendado pela Organizacéo
Mundial da Saude, modificado. Foram obtides 95 isolados
bacilares sendo 69 B. cereus, 72 B. sphaericus e 74 B.
thuringiensis. Os 95 isolados das trés espécies citadas foram
armazenados no Banco de Germoplasma Microbiano do
CENARGEN. Os mesmos foram bioensaiados contra larvas de
3° estdgio do mosquito urbano (Culex quinquefasciatus), ten-
do-se encontrado somente um B. sphaericus patogénico
(cddigo S1116) proveniente do Amapd. Os isolados de B.
thuringiensis também foram bioensaiados contra larvas de
2%/ 3%stdgio da lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis) en-
contrando-se 03 isolados patogénicos (codigo S1105 de

' Bidloga, bolsista ITI RHAE/CNPg. ? Estudante de graduacao de Biologia.
* Eng. Quimico, Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
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Rondénia, S1111 do Pard e S1123 do Acre). O nimero de 2,7
isolados bacilares com potencial entomopatogénico por amos-
tra da regido Norte mostrou-se inferior ao encontrade em ou-
tros trabalhos realizados com a mesma metodologia. Para a
regido Centro-Oeste esse nuamero foi de 4,13 e para a regido
Sul, de 3,05 isolados por amostra.
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Selegdo de isolados de Bacillus thuringiensis com atividade
larvicida contra Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda

Adriana N. Tostes', Joseilde 0. Silva-Wermeck® , Cldudia
B. Siqueira® e José M. C. S. Dias®

A lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis) e a /agarta do
cartucho-do-milho (S. frugiperda) sdo no Brasil as principais
pragas de suas respectivas culturas. A primeira é bastante
suscetivel a B. thuringiensis, sendo usada em alguns casos,
como inseto-alvo na selecdo de isolados desse patdgeno,
enquanto a segunda é muito pouco sensivel ao mesmo. Com
0 objetivo de identificar isolados de B. thuringiensis que
possam ser usados para o controle bioldgico de lepiddpteros,
foram feitos bioensaios com 60 isolados dessa bactéria ob-
tidos de solos e dguas das diversas regides do Brasil, contra
larvas de A. gemmatalis. Os isolados que causaram mortali-
dade igual ou superior a 70% na primeira selegdo, foram ava-
liados contra S. frugiperda. Dos 60 isolados testados, 43
causaram até 30% de mortalidade (15 nao tiveram atividade
larvicida), 8 mataram entre 40 e 60% das larvas testadas e 9
causaram mortalidade igual ou superior a 70%. A avaliacéo
destes ultimos 9 isolados contra S, frugiperda mostrou que 5
causaram mortalidade inferior a 70%, 3 entre 70 e 90% e
apenas um (cddigo S699, proveniente de Iranduba (AM)) cau-
Sou mortalidade total.

' Estudante de graduacao de Biologia, bolsista ITI RHAE/CNPq. ? Eng®. Agr®.,
Embrapa/CENARGEN. * Eng. Quimico, Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
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INFECGAD DE Schistocerca pallens (ORTHOPTERA: ACRIDIDAE) PELO
PROTOZOARIO Nosema locustae (MICROSPORA: NOSEMATIDAE)

Jodo B. T. da Silva' e Absolon L. da Silva Junior’

Os protozodrios sdo conhecidos como importantes agentes na
requlagéo natural da populacéo de insetos. A maioria das formas
patogénicas a insetos ocorrem nos filos Apicomplexa e Mi-
crospora. Os protozodrios do filo Microspora sdo parasitas es-
porogénicos intracelulares que causam enfermidades em ver-
tebrados e invertebrados. Esse grupo tem demonstrado ser o
mais importante entre oS entomopatogénicos, apresentando
grande persisténcia no hospedeiro. Algumas espécies de
microsporideos foram detectadas em acridideos, sendo as mais
patogénicas as pertencentes ao género Nosema. Esporos de N.
locustae forem utilizados para infectar ninfas de 2-3° instar de S.
pallens, mantidas em gaiolas. Apds jejum de 24 h, os insetos
foram alimentados, por 48 h, com dieta & base de fécula de
aveia e capim Andropogon, pulverizada com suspensdo de 10°
esporos por mi de dgua destilada. Os gafenhotos infectados
foram dissecados e fragmentos do trato intestinal e tecido adi-
poso foram observados em microscopio dtico, para se verificar a
presenca de esporos tipicos de N. locustae. As observacdes
realizadas diariamente até o 30° dia mostraram infeccéo de 25%
e mortalidade de 10%, em comparacdo com 0 grupo controle.
Mesmo com baixo indice de mortalidade, os resultados sdo
promissores pois N. locustae ndo é nativo dessa espécie de
gafanhoto. Paralelamente, foram realizadas dissecacées em S.
pallens coletados no campo, mas néo foi possivel a deteccao de
microsporideos nativos.

' Biolégo, Ph.D, Embrapa/CENARGEN. * Bolsista do CNPq.
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Regeneracdo de calos de Eucalyptus grandis x E. urophylla

Silvia B. R. C. Carvalheira', Luis Pedro Barrueto Cid’ e Ana
Cristina M. Brasileiro®

Eucalyptus grandis x E. urophylla é um hibrido de importéncia
agroindustrial, pois tem-se mostrado promissor na producao
de polpa de celulose. Entretanto, na atualidade, nao séo
disponiveis protocolos de regeneracdo “in vitro”, condicao
imprescindivel para trabalhos de transformacao. Apos a as-
sepsia em NaClO e teste de viabilidade, as sementes do
hibrido foram colocadas em meio nutritivo SP-O para germinar.
Aos 14 dias, cotilédones, hipocdtilos e nds foram retirados e
inoculados em SP-0+TDZ por 30 dias no escuro a 24+2°C. A
regeneracdo foi observada apds 30 dias em meio SP-O
suplementado com Zeatina/ANA e BA/ANA. O alongamento
dos brotos foi obtido apds 30 dias em SP-O acrescido de
BA/ANA/GAs. O enraizamento das plantas foi alcancado
colocando as mesmas em meio SP-4+ AIB por 5 dias, apos 0s
quais, as plantas foram transferidas para SP-4 com carvio
ativado. As condicées de luz e temperatura para a germi-
nacao, regeneracdo, alongamento e enraizamento foram de
16h/luz e 24+2°C. Nas sementes, foram observadas altas
porcentagens de germinacdo e viabilidade. Independente do
tipo de explante, a taxa de calos formados foi proxima a
100%. A regeneracdo foi constatada nos 3 tipos de explantes
testados, sendo que, 0 nd foi superior 80s outros. Alongados
e enraizados os brotos, o aspecto de pléntula foi normal.
Portanto, um protocolo inédito de regeneragdo deste hibrido
foi definido.

" Eng®. Agr*., bolsista, Embrapa/CENARGEN. ? Bislogo, Ph.D,
Embrapa/CENARGEN. * Eng.Florestal, Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
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Andlise de distdncia genética entre clones de Eucalyptus:
aplicacées no melhoramento, mapeamento genético e plantio
operacional

Cynthia Costa e Silva', Fernando L. Bertolucc, Dario
Grattapaglia®

Plantios clonais de Eucalyptus envolvem geralmente um nume-
ro pequeno de gendtipos superiores no estabelecimento de
milhares de hectares de floresta. A questdo do Ganho de pro-
dutividade x Risco de catdstrofe é importante ao se plantar
clones. Para garantir uma seguranca razodvel e realizar ganho
adequado, a informagdo sobre o relacionamento genético en-
tre os clones plantados pode auxiliar significativamente no pla-
nejamento de plantios clonais. A premissa deste estudo, é que
gendtipos relacionados ao nivel de DNA compartilham uma
origem e ancestria comum, foram sujeitos a pressées evoluti-
vas semelhantes e por isso compartilham alelos de suscep-
tibilidade/tolerdncia a locos que controlam a resposta ao ata-
que de pragas e patégenos. Geralmente clones operacionais
derivam de individuos selecionadas a altissima intensidade a
partir de plantios de semente das mais diversas origens sem
informacdo sobre pedigree. Marcadores moleculares repre-
sentam uma ferramenta poderosa para gerar dados de rela-
cionamento genético em situagées onde ndo hé outra forma
de acessar esta informacdo. 0s objetivos deste estudo foram:
(1) Guiar a estruturagcdo de um plantio clonal em um formato

' Bolsista de aperfeicoamento, Laboratdrio de Genética de Plantas, Embrapa-
CENARGEN.

?Msc. Gerente de Melhoramento genético ARACRUZ Celulose S. A.

*Eng. Florestal, Ph. D. Laboratério de genétice de Plantas, Embrapa -CENARGEN.
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de “Mosaico genético de clones” com o objetivo de maximizar
a divergéncia entre gendtipos contiguos para minimizar assim
a progressao de potenciais ataques de pragas ou patdgenaos.
Além disso esta medida pode vir a minimizar a necessidade de
replantio ou reforma de dreas atacadas; (2) Indicar cruza-
mentos mais divergentes para um dialelo dos clones elite vi-
sando maximizar a segregacao transgressiva e/ou heterose
nas progénies obtidas e otimizar a construgao de mapas gené-
ticos pelo incremento de polimorfismo de DNA; (3) Comparar
o nivel de variabilidade genética existente entre ciones elite
com aquele existente entre e dentro familias de polinizacdo
aberta de uma espécie pura. Foram analisados 15 gendtipos
elite utilizados seja em plantios operacionais bem como em um
programa de recombinagdo genética de novos clones. A
similaridade genética entre este grupo de clones foi com-
parada com a Similaridade encontrada entre 24 individuos
dentro de familias e entre 24 familias de polinizacéo aberta.
Similaridades genéticas médias foram 0.340 (+ 0.135), 0.400
(+ 0.08) and 0.550 (+ 0.100) respectivamente entre clones,
entre familias de polinizacéo aberta e entre individuos dentro
de familias. Testes t entre os diferentes grupos foram todos
significativos (P<0.001) confirmando as estimativas de ampla
variabilidade para caracteristicas fenotipicas no grupo de
clones. Foram identificados os 20 cruzamentos mais diver-
gentes, e informacades de divergéncia entre clones foi utilizada
nos cruzamentos realizados em 1996. O plantio clonal ope-
racional baseado em informagdo de DNA, inédito no mundo,
serd implementado a partir de 1997.
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Mapeamento genético de isoenzimas e microsatélites e
saturacdo dos grupos de ligacdo 6 e 9 de Brassica napus com
marcadores RAPD

Karla A. A. Paula' , Alexandra M. Casa’ e Marcio Elias
Ferreira’

Para saturar os grupos de ligacdo 6 e 9 de B. napus foi
utilizada a técnica de BSA (Bulked Segregant Analysis), que
seleciona marcadores para regioes especificas do genoma.
Para composicdo dos “bulks” sdo misturados DNAs de 15
linhagens resistentes e 15 susceptiveis a Leptosphaeria macu-
lans e 15 resistentes e 15 susceptiveis a Albugo candida. A
resisténcia aos dois patdgenos é controlada por regioes dos
grupos de ligacdo 6 e 9, respectivamente. Foram testados
295 “primers” RAPD, dos quais 13 foram selecionados para
andlise de segregacdo, gerando 40 marcadores. Foram estu-
dados, com a mesma populagdo, 23 sistemas isoenziméticos e
23 pares de “primers” microsatélite (SSR), sendo selecionados
para mapeamento em B. napus, trés sistemas isoenzimaticos e
trés pares de “primers” SSR, sendo um com dois locos. Tes-
tes de ligacdo e mapeamenta genético dos 49 locos (RAPD,
SSR, isoenzimas) foram realizados com 141 locos do mapa
genético de B. napus. Oito locos RAPD foram mapeados no
grupo de ligagdo 6. Um destes locos (UBC 155) encontra-se a
apenas 7 ¢cM de Lem1, um loco que controla resisténcia a L.
maculans. Quatro marcadores RAPD, sendo dois co-do-

' Bidloga da Policia Civil do DF. ? Bi6loga bolsista DTI-CNPg. * Eng. Agr., Ph.D,
Embrapa/CENARGEN.

30



minantes, foram mapeados no grupe de ligagdo 9 onde se
encontra um loco que controla resisténcia a A. candida
(Acal). Vinte e trés locos RAPD foram mapeados em outros
grupos de ligagdo e seis apresentaram segregagdo indepen-
dente de todos os 190 marcadores testados. Dois locos iso-
enziméticos e trés locos SSR foram também mapeados. A
extensdo do mapa genético de B. napus foi incrementada em
aproximadamente 25% neste estudo.
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Regeneracdo a partir de folhas do Eucalyptus grandis X E.
urophylia

Adriane C. M. G. Machado’ , Luiz Pedro Barrueto Cicd® e Ana
Cristina M. Brasileiro®

Na cuitura de tecido, ainda ndo sio disponiveis protocolos de
regeneracao a partir de folha deste hibrido. Considerando o
alto potencial deste tipo de explante para a clonacdo, o
presente trabalho relata resultados preliminares de
regeneracdo a partir de folha deste hibrido. Com este pro-
posito sementes de E. grandis X E. urophylla, foram inocu-
ladas em meio SP-O suplementado com 100 ug.ml’ de ce-
fotaxima, apds assepsia com hipoclorito de sédio 9%, e
cultivada sob condicGes de 24 + 2°C de temperatura e foto-
periodo de 16 h (condicdo padréo). A medida que as plantulas
foram completando 20, 30, 40 e 50 dias, as folhas foram
isoladas e inoculadas em meio SP-0 Suplementado com TDZ
(SP-1), permanecendo neste meio durante 30 dias, a 24 + 2°C
no escuro. Passados 30 dias, os explantes foram transferidos
para o meio SP-0 suplementado com ANA/BA (SP-2] por 30
dias, sob condigées padrdo de luz e temperatura. Apds 30
dias em SP-1, foi observada formacéo de calos na regiao
abaxial e regido peciolar das folhas. A regeneracao ocorreu
apos 30 dias em meio SP-2, verificando-se que as por-
centagens da mesma aos 20, 30, 40 e 50 dias, foram respec-
tivamente 15, 40, 32 e 5%. Portanto, um protocolo inédito de
regeneracéo a partir de folha, estd sendo estruturado, o qual,
oferece boas perspectivas paré a transformacdo genética
deste material.

' Bidloga, bolsista do CNPq, 2 Bidlogo, Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
* Eng. Florestal, Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
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Adaptacdo de um protocolo para transformacéo genética de
batata (Solanum tuberosum |.), cultivar Bintje visando
introdug¢do de resisténcia a PVY

Aletéia V. Pascoal’, Maria Imaculada C. S. Gama®, Fernando
Bravo-Almonoacid®, Alejandro Mentaberry’, Eduardo Romano®,
Diva Dus?”, Paulo Meilo® e Damares Monte-Neshich’

A batata (Solanum tuberosum L.) é uma das hortalicas de
maior importdncia para o pais, sendo porém, susceptivel a
uma série de enfermidades, entre as quais destacam-se as
viroses. O virus de batata (PVY) pode causar até 30% de
perdas na producédo brasileira de batata. A melhor alternativa
na prevengado de viroses € a ulilizagdo de variedades
resistentes, que podem ser obtidas através da transferéncia de
genes de resisténcia via engenharia genética, com alteracao
minima da base genética das cultivares apreciadas pelos
produtores. Uma estratégia seria a utilizagdo de genes
codificadores para a proteina do capsideo do virus. Tal pro-
cesso j& se mostrou eficaz e alguns autores demonstraram
sua viabilidade para a obtencdo de resisténcia a viroses. Para
a utilizacao destas técnicas, no entanto, é necessdrio o
estabelecimento de protocolos para a transformagédo genética
de cultivares de batata de importdncia nacional (Bintje,
Baronesa e Achat, por exemplo). Foi estabelecido, em nosso

' Bi6loga, estagidria Embrapa/CENARGEN. ? Bi6loga, Ph.D,
Embrapa/CENARGEN. * International Center for Genetic Engineering and
Biotechnology - INGEBI. * Eng. Agr., Embrapa/CENARGEN.
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laboratério, um procedimento para a regeneracido e trans-
formacédo de batata via Agrobacterium tumefaciens wutilizando
modificacdes de meios descritos anteriormente. Visando obter
plantas de batata, cv. Bintje, com resisténcia ao virus Y, foi
feita a transformacédo genética com um plasmideo bindrio de
A. tumefaciens contendo o gene da proteina do capsideo do
PVY sob o controle do promotor 35CaMV e o gene nptll, que
codifica para a neomicina fosfotransferase e que confere resis-
téncia ao antibiético kanamicina em plantas. Foram obtidos
cerca de 250 clones resistentes ao agente de selecédo
(kanamicinal, que foram enviados sob a forma de tubérculos e
microtubérculos ao Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas
(CNPH), onde estdo sendo multiplicados e as plantas
analisadas quanto a susceptibilidade ao PVY. Dando con-
tinuidade ao trabalho anteriormente desenvolvido, foi iniciada
a caracterizagdo molecular de parte das plantas poten-
cialmente transformadas através de Southern blot, Northern
blot e Western blot. Dentre 0s clones obtidos, 112 ja foram
analisados através de PCR, sendo que 70% mostraram-se PCR
positivos.



Ensaios preliminares de transformacdo genética de Eucalyptus
grandis X E. urophylla

Mariana V. Esmeraldo’ , Sergio Aradjo Figueiredo', Luciana de
0. R. Machado', Luis Pedro Barrueto Cid? e Ana Cristina M.
Brasileiro®

No Brasil o plantio de eucalipto (Eucalyptus spp.) abrange uma
drea de cerca de 4 milhdes de hectares, sendo a principal
esséncia florestal plantada no pais devido ao seu grande
potencial de uso, principalmente na producdo de papel e celu-
lose. O melhoramento genético cldssico possibilitou a obten-
céo de drvores-elite com caracteristicas florestais de interesse,
porém com limitacées, considerando a elevada variabilidade
genética dos cruzamentos e 0 tempo para obtencao destas
darvores melhoradas. Visando contornar estas limitacoes, a
transformacdo genética via Agrobacterium spp. possibilita a
incorporacdo rdpida de genes de interesse, auxiliando sig-
nificativamente nos programas de melhoramento tradicional.
Assim, o objetivo deste trabalho foi a determinacdo de alguns
parametros de co-cultura com Agrobacterium tumefasciens,
regeneracdo e selecao de explantes transformados. Para tan-
to, foram testados tempo de co-cultura em meio liquido, con-
centracdo e estdgio de aplicacdo de acetoseringona e dife-
rentes reguladores de crescimento durante a co-cultura em
meio liquido e durante a co-cuftura em meio solido. Para a
regeneracdo dos explantes, foram testadas diferentes com-
binacoes de tempo e de concentracées de BAP e 2,4-D e para
selecdo dos explantes transformados foram realizados testes
de susceptibilidade a kanamicina nas mesmas condicdes de
regeneracéo.

' Bolsista CNPq, estudante de graduagéo de Biologia. ? Bidlogo, Ph.D,
Embrapa/CENARGEN. ® Eng. Florestal, Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
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Padrdes de estabilidade de expressdo de QTLs para
crescimento em altura em Eucalyptus grandis

Eduardo N. Campinhos’, Fernando L. Bertolucci , Acelino C.
Alfenas' e Dario Grattapaglia®

A metodologia utilizada nesta pesquisa para procura de QTL
tem sido a de uso de pedigrees de arvores provenientes do
melhoramento convencional. As caracteristicas de um QTL
deveriam variar dependendo onde estes s&o detectados, ou
em familias de irmdos completos ou de meios-irméos. Nossa
hipdtese é a de que em drvores geneticamente heterogéneas,
a expressdo de um alelo em um QTL a partir de uma é&rvore
individual seréd varidvel em relacéo ao “background” genético
existente. Além disto espera-se que QTLs com maiores efeitos
sejam mais estdveis do que aqueles com menores efeitos.
Comegamos direcionando a questao da estabilidade da expres-
sao alélica de um QTL através de “backgrounds”™ genéticos
varidveis pela andlise de diferentes familias de meios-irméos
composta por uma mae comum E. grandis, e o pdlen varigvel
de E. urophylla. Procuramos QTLs mapeadas para o parental
comum em uma familia de meios-irméos para crescimento até
a idade de 6,5 anos. Analisamos 100 progénies individuais por
familia para um total de 13 marcadores RAPD que agruparam
4 alelos de QTL nao-ligados para o volume de crescimento. Os
resultados para as primeiras 3 familias mostraram que para
crescimento em altura até a idade de 6 meses, somente um

' Estudante de Mestrado, Bolsista do CNPq - BIOAGRO - Universidade Federal de
Vigosa. * MSc. Gerente de Melhoramento Genético ARACRUZ Celulose S.A..
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dos 4 alelos de QTL é expresso em todas as familias. Um alelo
de QTL pode ser detectado somente em uma familia e o0s
ultimos dois alelos ndao puderam ser detectados em qualquer
familia. Estes resultados preliminares indicam que as inte-
racoes QTL x “background” sdo importantes mesmo para ale-
los de QTL originalmente detectados em um “background” de
meios-irméaos mais representativo. Contudo é importante notar
que além do efeito “background, o efeito de confundimento
da idade pode também contar para a instabilidade do QTL ob-
servada.
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Marcadores RAPD mapeados sdo transferiveis entre drvores
de Eucalyptus urophylla de uma mesma populacédo

Rosana P. V. Brondani' e Dario Grattapaglia®

Tem sido sugerido que marcadores RAPD teriam pouca ou
nenhuma capacidade de serem transferidos entre mapas de
ligacao de drvores individuais construidos pela estratégia de
“nseudo-testcross”, assim, o progresso em relagdo ao
alinhamento e integragdo de mapas requereriam necessaria-
mente outras classes de marcadores moleculares tais como
RFLPs ou SSRs. Em um trabalho anterior foi visto que o0 grau
de conservacéo de marcadores RAPD entre drvores de origem
distinta foi baixa, 0 que seria de se esperar como resultado do
isolamento reprodutivo. No presente estudo foi lancada a
hipdtese de que existe um alto grau de conservacao de mar-
cadores RAPD entre drvores de uma mesma populacdo. Esta
hipdtese foi testada utilizando drvores que fazem parte de
uma mesma populagdo de melhoramento de E. urophylla.
Foram testados 60 marcadores RAPD distribuidos de maneira
a cobrir todo genoma, previamente mapeados em uma drvore
de E. urophylla. Foram analisados 10 individuos irméos com-
pletos Fi de cada uma das 10 familias de E. urophylla mais os
dois parentais. A frequéncia média de marcadores RAPD
comuns entre as 10 drvores foi de 78%. Destes, 80% encon-
travam-se em estado de heterozigose, ou Seja, segregaram na
configuracdo de 1:1 nos individuos da progénie de acordo

! Estudante de mestrado, bolsista CNPq. 2 Eng. Florestal, Ph.D.,
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com & configuracdo do “pseudo-testcross”. Foi estimado que
em média, 64% dos marcadores RAPD seriam prontamente
transferiveis e consequentemente informativos entre 0s mapas
dos diferentes individuos. Estes dados corroboram com a hi-
potese de trabalho langada e indicam que: (1) drvores de uma
mesma populagdo compartilham de um significante grau de
homologia entre seus genomas para locos de marcadores
RAPD e; (2) serd possivel alinhar mapas de ligacdo de 4rvores
individuais usando marcadores RAPD que sdo comuns entre
elas.
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Mapeamento comparativo em Eucalyptus revela significativa
conservagdo da ordem e ligagcdo de locos RAPD entre arvores,
e maior recombinacéo meiética em parentais femininos

Rosana P. V. Brondani’ e Dario Grattapaglia’

O mapeamento comparativo conta com locos homdlogos em
uma configuragdo informativa entre mapas de ligacdo. Mapas
de ligagdo gerados para dois parentais a partir de um cruza-
mento particular de irméos completos pela estratégia do
“pseudo-testcross”, por definicdo ndo possuem marcaaores
em comum e consequentemente ndo podem ser comparados.
Entretanto, mapas individuais gerados a partir da genotipagem
de diferentes familias de irmdos completos permitem exten-
sivos estudos comparativos explorando os marcadores em co-
mum. Em um estudo paralelo foi verificada uma alta con-
servacdo dos marcadores KAPD entre mapas de diferentes
drvores. A hipdtese de trabalho proposta foi que locos de
marcadores RAPD mapeados em diferentes drvores conservam
a mesma ordem dos marcadores ao longo dos grupos de
ligacdo. Além disso, marcadores comuns permitiriam testar
diferengas relacionadas com o sexo pela frequéncia de
recombina¢do em Eucalyptus. O estudo de mapeamento com-
parative foi realizado utilizando dois mapas de ligacdo de-
senvolvidos a partir de duas familias distintas de irmédos com-
pletos de Eucalyptus formada cada uma por 92 individuos. As
taxas de recombinacdo foram medidas para o parental mas-
culino e parental feminino separadamente, e foi assumido que

' Estudante de mestrado, bolsista CNPq. ? Eng. Florestal, Ph.D.,
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as diferencas nas taxas de recombinagdo entre os individuos é
devida ao sexo e néo ao “background” genético. Dos 29
marcadores mapeados, 20 mapearam nos grupos de ligagdo
corretos e conservaram a mesma ordem de ligacdo observada
nos dois mapas. Entretanto foi observado que os valores da
frequéncia de recombina¢do foram sempre significativamente
maiores (P< 0,01) em 8 dos 14 pares de marcadores testados
para ¢ mapa feminino em relacdo ao masculino. Estes resul-
tados indicam que: (1] a conservagdo da ordem e ligagdo dos
marcadores RAPD € grande entre individuos de uma mesma
populagdo,; (2) assim como em outras angiospermas e diferen-
temente do que ocorre em Pinus, em Eucalyptus as maiores
taxas de recombinagdo meidtica ocorrem no gameta feminino.

41



Andlise da diversidade genética do arroz silvestre americano
(Oryza spp.) através de marcadores moleculares

Glducia S. C. Buso', Marcos R. Bertozo’®, Paulo H. Rangel’ e
Mdércio Elias Ferreira®

O nivel e estruturagdo da diversidade genética de (rés
populagées de arroz silvestre americano recentemente cole-
tadas foram investigados. Duas populacées foram coletadas
na bacia do rio Amazonas (ARBT1 e ARB2) e uma na bacia do
rio Paraguai (PRB1). As populacdes foram caracterizadas co-
mo Oryza glumaepatula segundo classificacdo morfoldgica.
Cinco sistemas isoenzimdticos (IDH, EST, SDH, MDH e PGM)
e marcadores RAPD obtidos com a utilizagdo de 20 primers
randémicos foram usados na avaliagdo de quarenta e oito
individuos escolhidos ao acaso de cada populacdo. Cinco fo-
cos isoenziméticos e 229 bandas RAPD foram usados na
anédlise. Os locos isoenzimaticos foram utilizados para iden-
tificar o gendtipo dos individuos, estimar a frequéncia alélica e
valores de heterozigosidade. Os resultados indicam que a
variabilidade intrapopulacional é menor do que a variabilidade
interpopulacional. As populacoes ARBT e ARBZ2 mostraram
maior similaridade entre elas do que com a populacdo PRBIT.
Os valores de heterozigosidade e numero médio de alelos por
loco das populacoes ARBT e ARBZ foram 0.0/1.25 e 0.071/2.0,
respectivamente, enquanto 0s mesmos valores para a popula-

' Eng. Agr., MSc, Embrapa-CENARGEN. ? Bolsista, CNPq. ® Eng. Agr., Ph.D,
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cdo PRB1 foram 0.358/2.75. Os valores de diversidade gené-
tica variaram bastante (ARB1=0.143 a 1.00; ARB2=0.588 &
7.00 e PRB1=0.429 a 1.00). A andlise de coordenadas prin-
cipais sugere que a populacdo PRBT deva ser uma espécie di-
ferente. Através de anélise citolégica confirmou-se ser outra
espécie, com numero de cromossomos equivalente ao de es-
pécies tetrapléides. Marcadores especificos para espécies di-
pléides e tetrapléides foram identificados e serdo usados na
caracterizacao de acessos da colecdo de Oryza selvagem.
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Diagnéstico molecular para uso e preservacdo de germo-
plasma equino

Valéria B. Martins’, M4arcio Elias Ferreira’ , Dario Grattapaglia’
e Assis Roberto de Bem’

O presente trabalho foi desenvolvido com animais da espécie
equina (Equus caballus). Os experimentos foram desenhados
com o fim de atingir trés objetivos: 1) desenvolver sistema de
diagndstico racial em equinos baseado em marcadores RAPD;
2) estimar a diversidade genética entre individuos da ragca
equina Lavradeira para fins de uso e preservagdo; 3) detectar
marcadores especificos para sexo em equinos. Foram uti-
lizadas as técnicas de RAPD e isoenzimas. Os sisternas enzi-
mdticos utilizados e as frequéncias encontradas para o alelo
mais freqiente numa amostra de 55 cavalos da raca Lavra-
deira foram ACP - 1.00, PGM - 0.98, PGD - 0.92, PHI - 0.80,
e MDH - 0.93. Com a técnica RAPD foi feito um screening de
269 primers entre os quais 185 mostraram boa amplificacdo
gerando 943 fragmentos dos quais 92 polimdorficos. Foram
selecionados 10 primers para o trabalho. Estes primers gera-
ram 64 fragmentos dos quais 22 mostraram-se polimorficos
entre as racas equinas analisadas. Nove destes fragmentos
apareceram com freqiuéncias significativamente diferentes en-
tre a amostra de 55 cavalos da raca Lavradeira, 11 cavalos da
raca Crioula e 8 da raca Campolina, sendo que trés deles
foram amplificados apenas na raca Lavradeira. Também foi
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identificado um fragmento que é amplificado apenas em
eqiinos do sexo masculino e que portanto é um marcador
sexo especifico na espécie E. caballus. Estes métodos foram
desenvolvidos para serem utilizados pelo Banco Brasileiro de
Germoplasma Animal (BBGA) na avaliacdo, caracterizagdo ge-
nética e conservacao de germoplasma equino, na diferen-
ciagcdo racial de amostras e na identificagdo do sexo de amaos-
tras e embribes. Através desta metodologia é possivel iden-
tificar dentro de uma populacao aqueles animais que possuem
maior variabilidade e que deverdo ser prioritariamente preser-
vados e utilizados em cruzamentos.
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Caracterizagdo dos componentes biolégicos da producdo de
sementes de Arachis pintoi Krap. & Greg. e A. repens Handro
(Leguminosae)

Andréa del Pilar de Souza Pefialoza' e José F. M. Valls?

Diante da variabilidade mostrada por A. pintoi e A. repens
quanto 8 producdo de sementes, foram analisados aspectos
citogenéticos e reprodutivos, como germinabilidade do pdlen,
morfologia dos estigmas e comportamento de florescimento a
campo, de 16 acessos de A. pintoi e dois de A. repens. Além
disto, foi definida a melhor técnica para estudo mitdtico des-
sas espécies. O melhor hordrio de coleta para estudo cito-
genético situou-se entre 9 e 9:15 h e o pré-tratamento em
para-dicloro-benzeno deve ser de 2 horas. Os acessos sao
dipléides (2n=20), exceto A. pintoi BRA-031895, que mostra
2n =30 e meiose irregular. A germinabilidade do pélen in vitro
superou 60%. Jé no acesso tripldide, foi inferior a 15%. Hé
grande variagdo na morfologia do dpice dos estigmas. Nos
acessos proliferos, o dpice apresenta pélos curtos e em pe-
quena quantidade. Nos que produzem pouca ou nenhuma
semente, o dpice mostra pélos longos e em maior quantidade.
Foram observados distintos padrées de florescimento a
campo, entre outubro de 1994 e abril de 1995. Em A. pintoi
BRA-030368, BRA-030996 e BRA-031143 o florescimento foi
homogéneo, pouco sensivel as variacoes de umidade e tem-
peratura. Os demais acessos apresentaram picos de flores-
cimento, em resposta ao aumento da umidade relativa
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associada & diminuicdo da temperatura média do ar. Exce-
tuando-se a infertilidade do acesso ftriploide, Obvia conse-
gliéncia de gametas desbalanceados, a interagdo dos fatores
acima, e ndo qualquer dos fatores isoladamente, parece con-
dicionar a producdo de sementes. A reducédo potencial por
barreiras no dpice estigmético pode ser compensada por flo-
rescimento mais intenso ou mais longo.
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Resgate de germoplasma e levantamento floristico na drea de
inundagéo e 4rea de influéncia do aproveitamento hidrelétrico
Corumbé I, Goids

Cristina M. de A. Gualda' , Micheline C. Silva' e Taciana B.
Cavalcantf

Visando unir esforcos para a realizagdo de coleta de
germoplasma e acdes de conservagdo em dreas sob impacto
ambiental, 8 EMBRAPA/CENARGEN firmou um convénio com
FURNAS Centrais Elétricas S/A, para agdes em dreas des-
tinadas ao Aproveitamento Hidrelétrico (AHE), no Centro QOes-
te do pais. Trata-se de uma ag¢do piloto em termos de traba-
Ihos ambientais em usinas hidrelétricas, visto que prevé o res-
gate de espécies importantes com antecedéncia que permita a
coleta a cada ano, acompanhando as fenofases reprodutivas
das populacbes-alvo. A cobertura vegetal natural predomi-
nante nas 4reas de influéncia direta e indireta do AHE Corum-
bd | é o Cerrado. Entre as fisionomias que permanecem mais
preservadas estdo as matas-de-galeria, que sdo também a
vegetacdo que mais sofrerd com o enchimento do reser-
vatdrio, visto que ocorrem ds margens do rio Corumbd. En-
contra-se praticamente concluido o levantamento floristico da
drea. Este levantamento teve o objetivo de subsidiar a coleta
de germoplasma no sentido de determinar espécies prioritarias
para o resgate. O germoplasma coletado segue para cdmara
fria proviséria no CENARGEN e um dos seus destinos é o
viveiro de FURNAS, implantado préximo ao canteiro de obras,

' Eng®. Florestal, estagiéria, Embrapa/CENARGEN. ? Biéloga, Ph.D,
Embrapa/CENARGEN.

48



onde estdo sendo produzidas mudas que serdo destinadas &
recuperagdo de dreas degradadas na regido. Outra parte deste
germoplasma tem sido enviada para estudos bédsicos de clas-
sificacdo, poder germinativo e outras caracteristicas do ger-
moplasma-semente, para posterior encaminhamento para as
cémaras de conservagdo permanente no CENARGEN. Mudas e
sementes de espécies ornamentais e medicinais sdo enviadas
ao Banco Ativo de Germoplasma do Jardim Boténico de Brasi-
lia. As atividades realizadas envolvem a identificagcdo boténica
do material coletado para compor a listagem para a regiao,
participacdo nas coletas para famialiarizagdo com a metodo-
logia utilizada para coleta de germoplasma de espécies nativas
e técnicas de rotina de herbério. (Convénio EMBRAPA/FURNAS
Ne, 10.325).
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Revisdo taxonfmica das espécies brasileiras de Paspalum L.,
grupo linearia (Gramineae,; Paniceae)

Regina Célia de Oliveira’ e José F. M. Valls*

O presente estudo visa a fornecer um tratamento sistemético do
género Paspalum, grupo Linearia, complementado com aspectos
citolégicos. Os materiais que serviram como base para este
estudo foram aqueles depositados em herbédrios do Brasil e ex-
terior, materiais vivos ohservados e coletados em campo e pelo
acompanhamento das espécies sob cultivo. Foram encontradas
novas ocorréncias de espécies do grupo para 0s estados da
Bahia, Maranhdo e Mato Grosso. Foram feitas contagens cro-
mossémicas em espécies do grupo, detectando-se aneuploidia
em P. ellipticum, fenémeno raro no género, a qual é discutida.
Contrariamente ao indicado por diversos autores, que assumem
a ocorréncia de hilos punctiformes nas cariopses de Paspalum
spp., neste trabalho foram encontradas hilos elipticos a sub-
lineares, indicando a necessidade de meihor conhecimento e
padronizagéo deste cardter e a possibilidade de seu uso como
distintivo dos grupos de Paspalum. Foram propostas quatro
sinonimizacGes: P. approximatum Doell var. coarctatum e P.
parinervium Mez a P. approximatum Doe//, P. doellii Chase ex
Filgueiras a P. dedeccae Quarin e P. ciliocinctum Mez a P.
ellipticum Doell, além de inteipretada a ampla variacéo mor-
folégica das espécies tratadas. O trabalho inclui chave analftica
para diferenciacéo das espécies, mapas de distribuicdo, comen-
tarios sobre aspectos ecologicos, citologicos e nomenclaturais e
descrices acompanhadas de ilustracOes. E questionada e
discutida a validade do grupo informal Linearia de Paspalum, pela
continuidade morfolégica com Notata.
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Flora do Distrito Federal: levantamento floristico do Parque
Boca da Mata

Jodo M. de Rezende' e Taciana B. Cavalcanti’

Os estudos no Parque Boca da Mata foram iniciados segundo
o contexto do projeto Flora do Distrito Federal, fazendo parte
de suas acées o levantamento floristico. Este levantamento
visa obter o completo conhecimento da flora, vegetacao atual
e sua distribuicde no Distrito Federal, atualmente bastante
modificada e ainda ameacada pela expansdo de Brasflia e
cidades satélites. O projeto Flora do DF realizard levanta-
mentos em Parques, Estacbes Ecoldgicas, Reservas e Areas
de Protecdo Ambiental do Distrito Federal, dreas que ainda
detém a vegetacdo nativa local, prevendo também, além da
complementacéao de informagdes sobre a flora, sugestées para
preservacdo e manejo destas unidades. O Parque Boca da Ma-
ta possui aproximadamente 260 hectares, e € cortado pelo
cérrego Taguatinga. Em termos vegetacionais, é composto ba-
sicamente por trés tipos de fisionomias de Cerrado. O campo
de murundus, corresponde a cerca de 50% da drea total do
Parque. Trata-se de um ambiente umido, de solo cinzento e
argiloso, formado principalmente por espécies de gramineas e
vdrias espécies herbdceas diferenciadas, representando até o
momento 45 familias e 127 espécies. O campo sujo de cer-
rado, apesar de também se caracterizar pela predominéncia de
espécies de gramineas, é mais seco e pode ser formado
também por espécies subarbustivas e arbdreas, eventual-
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mente. Foram registrados até o presente 48 familias e 147
espécies nesta fisionomia. A mata-de-galeria é a fisionomia
menos predominante no Parque e a mais afetada pela agéo
antrépica. E formada por espécies arbdreas nativas represen-
tadas em 25 familias e cerca de 40 espécies no Parque. O
levantamento floristico do Parque Boca da Mata teve inicio em
junho de 1995 através de coletas semanais, e conta atual-
mente com 518 amostras coletados. Esta prevista para este
Parque a elaboracéo da listagem da flora presente e relatério
de impacto ambiental com sugestdes de recuperagdo, preser-
vagdo e manejo.
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Estudo da variabilidade genética em Arachis pintoi Krap. &
Greg. através de cruzamentos intra e interespecificos

Marilda A. P. Oliveira’ e José F. M. Valls?

Um fator limitante ao aumento da produgdo animal no Brasil é
a alimentacdo do gado. O melhoramento animal possibifitou
grandes avancos, quanto as caracteristicas dos rebanhos
nacionais. Novos progressos deverdo ser obtidos com o de-
senvolvimento de cultivares forrageiras. Pertencendo a4 Secgéo
Caulorrhizae, A. pintoi e A. repens tém se destacado por reu-
nir caracteristicas de grande potencial forrageiro. Quanto aos
caracteres morfolégicos, A. pintoi € A. repens possuem uma
gradacdo para formato e tamanho de folfolos, que variam en-
tre os exemplares tipicos, dificuftando a separagdo entre as
duas espécies. Também encontramos variagdo para o caracter
presenga e auséncia de cerdas, assim como variagdo na cor
de flor. A variabilidade existente dentro de uma mesma sec-
cdo poderd ser melhor compreendida, através de estudos mais
acurados de caracterizacdo morfdlogica e molecular. Os ma-
teriais genéticos utilizados para obtengédo de hibridos foram
GK 12787, V 13167, V 13338, V 13468 para acessos de A.
pintoi e Nc 1579 para A. repens. O delineamento experimental
utilizado foi o dialelo parcial, com 6 parentais, 0s quais
participaram dos cruzamentos intra e interespecificos. Os cru-
zamentos foram iniciados em janeiro de 1995. As emascu-
lacées foram efetuadas entre 16:30 e 18:00h, e as poli-
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nizacoes eram realizadas no dia seguinte, entre 7:30 e 9:00h.
A caracterizacdo morfoldgica foi feita, utilizando-se des-
critores de fédcil visualizacdo. Técnicas de cultura de tecidos
foram empregadas para resgatar o eixo embriondrio de semen-
tes mal formadas, e de sementes nas quais observou-se
dorméncia. Foram obtidas 51 sementes possivelmente hibri-
das, provenientes de 509 cruzamentos. Estdo plantados 25
hibridos em casa de vegetagdo, 0s quais foram caracterizados
morfologicarmente. Dos hibridos resgatados in vitro, um jd estd
ambientado em casa de vegetagéo.
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Caracterizacdo protéica e isoenzimética de populacées de
Arachis pintoi Krap. & Greg. E Arachis repens Handro

Marcos R. Bertozo' e José F. M. Valls®

O género Arachis origindrio da América do Sul, compreende 69
espécies descritas, distribuidas em 9 sec¢bes. Desde 1980, es-
pécies silvestres de Arachis estdo sendo coletadas pelo
CENARGEN., e atualmente 150 acessos de A. pintoi e A. repens
estdo disponiveis como germoplasma. Na ultima década, A. pin-
toi tem despertado grande interesse para uso forrageiro e diver-
sas cultivares desenvolvidas a partir de um unico acesso sdo co-
mercializadas mundialmente. Estudos para se conhecer e carac-
terizar a variabilidade genética dessa espécie precisam ser ampli-
ados. O presente trabalho tem por objetivo a caracterizacdo ge-
nético-bioquimica e molecular de acessos de A. pintoi e A. re-
pens coletados nos vales dos rios Jequitinhonha, Sdo Francisco
e Parané, usando técnicas para proteinas de reserva, isoenzimas
e RAPDs. Um total de 11 acessos de A. pintoi e 13 de A. repens
foram analisados por proteinas de reserva da semente e isoenzi-
mas em folhas jovens. A andlise das proteinas de reserva revelou
6 zonas de atividade no gel e o polimorfismo foi detectado em a-
penas uma regido do mesmo. De um total de 37 isoenzimas tes-
tadas, 12 foram selecionadas e apenas 4 (EST, IDH, TPl e LAP)
foram polimérficas, entre os acessos estudados. Foi detectada
variacdo dentro e entre acessos, para as isoenzimas EST, IDH e
LAP. Na préxima etapa deste trabalho, serdo realizados estudos
usando marcadores RAPDs.
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Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
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Producéo de embrides e gestagdes a partir de ovocitos recu-
perados por ultra-sonografia em fémeas bovinas superovula-
das

Mauricio A. S. Peixer' , Rodolfo Rumpf’ e Assis Roberto de
Bem’

A puncéo folicular (PF) em animais vivos, associada as
técnicas de fecundacdo in vitro (FIV), abre novas possibili-
dades para um maior aproveitamento de vacas de reconhecido
valor genético. O objetivo deste estudo foi avaliar @ producao
qualitativa e quantitativa de embriGes de diferentes categorias
de animais superovulados, bem como avaliar o melhor mo-
mento para se realizar a PF. Utilizou-se quatro grupos de ani-
mais: grupo-I constituiu-se de cinco vacas mestica nelore nao
lactantes; grupo-ll constituiu-se de cinco novilhas mestica ne-
lore, ambos os grupos foram puncionadas 96 h apos o inicio
da superovulacao; grupo-lll formado pelas mesmas vacas do
grupo-l e grupo-lV formado pelas mesmas novilhas do grupo-
/I, no entanto funcionados 72 h apos o inicio do tratamento de
superovulacao (SQV). Sete dias apds a colocacdo de implante
(Syncromate-B) iniciou a SOV. Para os grupos I e Il utilizou-se
400 Ul de FSH-p (PLUSET - SERONO) em oito doses decres-
centes. e 360 Ul do mesmo horménio para os grupos Il e IV,
em seis doses decrescentes. A retirada do implante em todos
0s animais foi realizada apds a PF. A puncédo foi realizada
com uma sonda transdutora convexa-setorial de 5 mHz em
um aparelho de ultra-sonografia ALOKA modelo SSD 500. A

' Méd. Vet., Embrapa/CENARGEN. * Méd. Vet., Ph.D, Embrapa/CENARGEN.
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agulha utilizada para PF é do tipo 18 g e possui 58 cm de

comprimento. Todos os foliculos visiveis foram puncionados.

O meio de coleta e lavagem dos ovdcitos foi o PBS + 100 Ul

de heparina sddica +10%SFB e antibicticos. Os resultados

médios de recuperacéo ovocitdria e producdo de embrides em

vacas e novilhas puncionadas em diferentes momentos da

superovulacdo foram respectivamente por grupos:

a) Variacdo do n° médio de PF |- 16,6 (9-21); Il - 29,4 (20-
48); Il - 15,8 (7-24); IV - 24,6 (14-44);

b) Variacdo n°® médio de ovdcitos em recuperacao | - 7,6 (3-
10); Il - 7,8 (6-13); I - 7,0 (9-11); IV - 10,2 (7-13);

c) Percentual de recuperacéo I - 45,78; Il - 26,53, lll - 44,30,
IV - 41,46,

d) Percentual de ovdcitos utilizdveis | - 89,46, 1l - 83,73; Il -
85,70, IV - 92,14,

e) Variacdo percentual producéo Blast. em D7 1 - 00; Il - 00; /]
- 23,33 (75-00); IV - 00.

Os ovdcitos dos grupos | e Il apresentaram em sua maioria,

células da CR (Corona Radiata) levemente expandidas e com

pontos picndticos, o que sugere que estes ovdcitos se encon-

travam em um estagio mais avancado da ovogénese. Avali-

ando o grupo-lll fica evidenciado o comportamento individual

entre doadoras para a producdo de blastocistos. Seis embrides

foram transferidos a fresco e resultaram em (rés gestagoes,

sendo estes 0s primeiros produtos obtidos por PF/FIV em La-

boratdrio no CENARGEN.
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