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APRESENTACAO

Desde 1996 a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia vem
promovendo o “Encontro do Talento Estudantil”, destinado ao congragcamento
e valorizag&o da atividade estudantil, com incentivo a exposigéo dos resultados
de pesquisa realizados por estagiarios, bolsistas e estudantes de graduacgao
e pos-graduacao, orientados pelos pesquisadores e técnicos especializados
do Centro. A partir do 1° Encontro, quando foram apresentados 29 trabalhos,
o interesse em participar tem sido crescente, principalmente entre os
estudantes de iniciacao cientifica.

Esses Encontros sao organizados por uma comissao que estabelece
os procedimentos e regras para realizagao de cada evento. Os estudantes
fazem suas inscricdes acompanhadas do resumo do trabalho que sao
avaliados e selecionados por um comité de selegao, formado por
pesquisadores da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Ja a
apresentacdo do conteudo pelo estudante € avaliada por uma comisséao
julgadora, formada por pesquisadores de outras unidades da Embrapa e
instituicdes de pesquisa e professores de universidades e faculdades do DF.
Os estudantes que demonstram melhor desempenho recebem uma
premiacao a titulo de incentivo. E através da participagdo nesses eventos
que o estudante pode complementar as suas atividades cientificas que
iniciaram com a integracdo em um grupo de trabalho e orientacdo no seu
desenvolvimento tedrico-pratico em pesquisa. Por outro lado, a presencga de
estudantes vinculados ao grupo de pesquisa possibilita 0 aumento da
capacidade de producao cientifica do Centro.

Em 2005, comemorando a 10? edi¢cdo, com o apoio e estimulo de
seus orientadores, pesquisadores e técnicos da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, mais uma vez os estudantes fizeram sua parte
participando deste Encontro. Neste evento, a inovacao foi a presenca na
comissao julgadora de profissionais que ja tinham participado, em sua fase
estudantil, de outras edi¢des do Talento Estudantil.

Foram inscritos 153 resumos, sendo 101 (66,0%) elaborados por
estudantes de iniciagao cientifica e 52 (34,0%) por estudantes graduados,
compreendendo 25 (16,5%) de mestrandos, 7 (4,5%) de mestrados e 20
(13,0 %) de doutorandos. Os resultados de pesquisa dos trabalhos inscritos,
cujos resumos estao incluidos nestes anais, foram apresentados, durante o
Encontro, sob forma de pésteres, para apreciagdo da comissao julgadora e
do publico interessado.



Parabenizamos e agradecemos, antecipadamente, a todos que
participaram da organizagdo do evento, da selegcdo e do julgamento dos
trabalhos. Agradecemos também aos empregados da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia pelo apoio e incentivo aos estudantes, a Embrapa
Sede por ceder o espaco para exposicao dos pdsteres, a Universidade de
Brasilia - UnB pela cessao de paineis para fixacao de pbsteres, bem como
ao Centro Universitario de Brasilia— UniCEUB, as Faculdades Integradas da
Terra de Brasilia— FTB e a Unido Pioneira de Integragao Social — UPIS pelo
patrocinio do Encontro. Enfatizamos a grande contribuicdo que todos estao
prestando ao desenvolvimento cientifico e tecnoldgico e a formacao de
profissionais nas importantes areas de Recursos Genéticos e Biotecnologia
€ a expectativa da Embrapa realizar eventos como esse a nivel regional ou
mesmo nacional, motivando ainda mais a participacdo e integracdo da
comunidade cientifica e académica.

Jodo Batista Tavares da Silva
Presidente do Comité Organizador



SUMARIO

BIOTECNOLOGIA. ... .o 35
BIOLOGIA CELULAR ..o 37

001 - ANALISE DE BIBLIOTECAS DE cDNA DE OVARIOS DE Brachiaria
brizantha APOMITICA E SEXUAL EM MEGASPOROGENESE E
MEGAGAMETOGENESE (Analysis of cDNA libraries of ovaries from
apomictic and sexual Brachiaria brizantha in megasporogenesis and
megagametogenesis)

Guimaraes, L.A., Silveira, E.D., Silva, F.R., Carneiro, V.T.C. ...cceevvveeeeeeeeennn. 39

002 - ANALISES PROTEICAS EM CALLI DE CACAU DESAFIADOS COM
ESPOROS DE Crinipellis perniciosa (Analyses of the protein pattern of
cocoa calli infected with Crinipellis perniciosa)

Ramos, A.R., Teixeira, J.B., Marcellino, L.H., Gander,E.S. ...........ccc.c....... 40

003 - CARIOGRAMAS DO ACESSO DIPLOIDE SEXUAL E DE UM
TETRAPLOIDE APOMITICO (CV. MARANDU) DE Brachiaria brizantha
POACEAE (Karyograms of the diploid sexual access and of one
tetraploid apomitic access (cv. Marandu) of Brachiaria brizantha
(Poaceae))

Almeida, L.M., Nébrega, J.M., Carneiro, V.T.C., Araujo,A.C.G. .................. 41

004 - DESENVOLVIMENTO DE CALOS DE Gossypium hirsutum
(Development of Gossypium hirsutum callus by embryogenic somatic)
Borba, T.C.B., Paes, N.S., Oliveira, R.S., Evangelista, |.B.R., Cavalcante,
K.L., GrossSi-de-Sa, IVLF. ..ot 42

005 - INDUCAO DE CALOS EMBRIOGENICOS EM EXPLANTES
FOLIARES DE Coffea canephora SUBMETIDOS A DIFERENTES
TRATAMENTOS COM 2,4-DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D)
(Embryogenic calli induction in Coffea canephora leaf explants with
different treatments of 2,4-D)

Palacio, T.C., Barros, E.V.S.A., Grossi-de-Sa, M.F., Teixeira, J.B. ............. 43



BIOLOGIA MOLECULAR i 45

006 - ANALISE COMPARATIVA DE DIFERENTES FASES DE
DESENVOLVIMENTO DE Meloidogyne incognita VIA ELETROFORESE
BIDIMENSIONAL (Comparative analysis of different Meloidogyne
incognita development phases by two-dimensional eletrophoresis)

Casado-Filho, E., Rocha, T.L., Evaristo, R.G.S., Noronha, E.F., Grossi-de-
SA, M.F., Franco, O.L. ... 47

007 - ANALISE DA INTERACAO DA TOXINA CRYlla COM AS
MEMBRANAS DO INTESTINO MEDIO (BBMVS) DOS INSETOS
Anthonomus grandis E Spodoptera frugiperda (Interaction analysis of
Crylla toxin with brush border membrane vesicles from Anthonomus
grandis and Spodoptera frugiperda)

Magalhaes, M.T.Q., Brand, G.D., Bloch Jr., C., Grossi-de-S4, M.F. ............. 48

008 - ANALISE DE DEFENSINAS PRESENTES NO TRANSCRIPTOMA
DO CAFE (Coffea arabica) [Analysis of defensins present in coffee
(Coffea arabica) transcriptome]

Barbosa, A.E.A.D., Souza, D.S.L., Grossi-de-Sa, M.F. .........cccoooiiiiiiinnnn. 49

009 - ANALISE “IN SILICO” DA EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DE
Arachis stenosperma INOCULADO COM NEMATOIDE DAS GALHAS (In
silico analysis of differential expression of genes of Arachis
stenosperma inoculated with root-knot nematode)

Proite, K., Leal-Bertioli, S.C.M., Bertioli, D.J., Guimaraes, PM. ............... 50

010 - ANALISE PROTEOMICA DE CEPAS DE Bacillus thuringiensis
DURANTE O CRESCIMENTO E O PROCESSO DE ESPORULA(;AO
(Comparative proteomic analysis of Bacillus thuringiensis strains during
growth phase and sporulation process)

Silva, T.S., Vasconcelos, E.A.R., Magalhdes, M.T.Q., Rocha, T.L., Grossi-de-
T T 8 USROS 51



011-CONSTRUCAO DE BIBLIOTECAS DE ESTs DE RAIZES DE
ALGODAO (Gossypium hirsutum) INFECTADAS COM O NEMATOIDE
DE GALHA DE RAIZ (Meloidogyne incognita) [Construction of ESTs
library from root cotton (Gossypium hirsutum) infected with the root-
knot nematode (Meloidogyne incognita)]

Paes, N.S., Viana, A.A.B., Lima, L.M., Batista, J.A.N., Guimaraes, L.M.,
Barbosa, A.E.A.D., Souza, D.S.L., Oliveira Neto, O.B., Carneiro, RM.D.G,,
Togawa, R.C., Martins, N.F., Grossi-de-Sa, M.F. ...........ooovvmiiriiiiiiiiiiiiiiiiin, 52

012 - CONSTRUCAO E ANALISE DE UMA BIBLIOTECA SUBTRATIVA
DE cDNAs DE PLANTAS Coffea arabica INOCULADA E NAO INOCULADA
COM O NEMATOIDE DA GALHA Meloidogyne paranaensis (Construction
and analysis of a subtractive cdna library of inoculated and non
inoculated Coffea arabica with root knot nematode Meloidogyne
paranaensis)

Barros, E.V.S.A., Lecouls, A.C., Oliveira, P.E.F,, Silva, F.R., Carneiro, R.M.D.G,,
Fernandez, D., Grossi-de-Sa, M.F. ..o, 53

013 - DESENVOLVIMENTO DE CHIPS DE cDNA EM MACRO-ARRANJOS
PARA IDENTIFICAR GENES REGULATORIOS EM MANDIOCA (Manihot
esculenta CRANZ.) (Development of a macro array cDNA chip to identify
regulatory genes in cassava (Manihot esculenta Cranz.))

Agostini, M.A.V., Souza, C.R.B., Carvalho,L.J.CB. ................................. 54

014 - DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTA WEB PARA ANALISE DE
DADOS DE PROJETOS GENOMA DO TIPO EST (Development of Web
tool for EST genome projects data analysis)

Sales, RIM.O.B., Silva, F.R. .o 55

015 - DETERMINACAO DA FUNCIONALIDADE DE FRAGMENTOS DO
GENOMA DE Arabidopsis thaliana COM AFINIDADE PELA PROTEINA
RolA DE Agrobacterium rhizogenes (Functional properties
determination of the Arabidopsis thaliana genome sequences with
affinity to the RolA protein of Agrobacterium rhizogenes)

Santos, D.B.M., Barros, L.M.G., Almeida, J.D., Carneiro, M. ........c...cceeee.... 56



016 - ESTUDO PROTEOMICO PRELIMINAR DAS PROTEINAS
RELACIONADAS A RESISTENCIA AO Meloidogyne incognita EM RAIZES
DE ALGODAO (Preliminar proteomic study of cotton root proteins
related to Meloidogyne incognita resistance)

Costa, P.H.A., Evaristo, R.G.S., Magalhaes, J.C.C., Vasconcelos, E.A.R.,
Grossi-de-Sa, M.F., ROCNA, T.L. .o 57

017 - ESTUDOS DO PROMOTOR DO GENE “OPAQUE-2-LIKE” DE
MILHETO (Pennisetum glaucum) (Studies of the promotor of an
opaque-2-like gene from pearl millet)

Pires, M.V.V., Falcdo, L.L., Cabral, G.B., Gomes, C.S., Pereira, J.M.N., Meireles
Jr., H.J., Gander, E.S., Marcellino, L.H. ..o 58

018 - EVOLUCAO MOLECULAR IN VITRO: SELECAO DE GENES PARA
TOXINAS CRY MELHORADAS COM POTENCIAL USO NO CONTROLE
DE Spodoptera frugiperda (Molecular evolution in vitro: selection of
genes for improved Cry toxins with potential use in control of
Spodoptera frugiperda)

Oliveira, GR., Ramos, H.B., Barbosa, A.E.A.D., Figueira, E.L.Z., Silva, M.C.M.,
GroSSI-AE-SA, MILF. ..o 59

019 - HIBRIDIZACAO IN SITU DE DUAS SEQUENCIAS DE mRNA
RELACIONADAS COM O DESENVOLVIMENTO DE OVARIOS DE
Brachiaria brizantha SEXUAL E APOMITICA (In situ hibridization of two
mrna sequences associated to ovary development in sexual and
apomictic Brachiaria brizantha)

Alves, E.R., Dusi, D.M.A., Gomes,A.C.M.M., Carneiro, V.T.C. ......ccceeeen.... 60

020 - IDENTIFICACAO DE POTENCIAIS GENES DE RESISTENCIA A
FITONEMATOIDES PRESENTES NO GENOMA DO CAFE (Identification
of potential nematode resistance genes present in the coffee genome)
Souza, D.S.L., Barbosa, A.E.A.D., Grossi-de-Sa, M., Cavalcante, W.S., Barros,
E.V.S.A., Grossi-0e-Sa, MLF. ...t 61



021 - IDENTIFICAQAO E CARACTERIZAQAO FUNCIONAL DE GENES
ENVOLVIDOS NA RESPOSTA AOS ESTRESSES ABIOTICOS, A PARTIR
DE ANALISES IN SILICO DA BASE DE DADOS DO GENOMA CAFE
(Identification and functional characterization of genes involved in
abiotic stress responses, identified by in silico analysis of the coffee-
est database)

Vinecky, F., Brito, K.M., Sales, R.M.O.B., Silva, F.R., Andrade, A.C. ........... 62

022 - IDENTIFICACAO PARCIAL DE PROTEINAS SOLUVEIS DE PALMA
FORRAGEIRA (Opuntia ficus-indica MIL) EXPRESSADAS SOB
CONDICOES DE ESTRESSE HIDRICO (Partial identification of soluble
proteins of Opuntia ficus-indica Mil over expressed under hidric stress

conditions)
Reis, M.B.A., Souza, D.S.L., Franco, O.L., Rocha, T.L., Grossi-de-Sa, M.F.,
(R0 ] 10 F= 1o [0 Tl =TT 63

023 - INIBIDORES DE ENZIMAS DE Enterolobium contortisiliquum
(TIMBAUBA) ATIVOS CONTRA AMILASES E PROTEINASES DE
Spodoptera frugiperda (Inhibitors from Enterolobium contortisiliquum
(Timbauba) activies against amilases and proteinases from Spodoptera
frugiperda)

Daga, C.J., Barbosa, T., Vitalino, R.C., Ferreira, C.H., Grossi-de-Sa, M.F.,,
Bloch Jr.,, C., Melo, F.R. ..o 64

024 - INTERACAO ENTRE Meloidogyne arenaria RACA 1 E DUAS
ESPECIES SILVESTRES DE Arachis: OBSERVA(;C)ES PRELIMINARES
(Interaction between Meloidogyne arenariarace 1 and two wild species
of Arachis: preliminary observations)

Proite, K., Carneiro, R.M.D.G., Gomes, A.C.M.M., Leal-Bertioli, S.C.M., Bertioli,
D.J., GUIMAraes, P.IM. . 65

025 - ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE SEQUENCIAS
REPETITIVAS EM ESPECIES SILVESTRES DE Arachis (Isolation and
characterization of repetitive sequences in wild Arachis species)

Fonseca, F.C.A., Nielen, S., Leal-Bertioli, S.C.M., Guimaraes, P.M., Bertioli,
D e e 66



026 - ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DO PROMOTOR DO GENE
waxy DE MILHETO (Pennisetum glaucum) [Cloning and caracterization
of the promotor region of the gene waxy from pearl millet (Pennisetum
glaucum)]

Pereira, J.M.N., Falcdo, L.L., Gander, E.S., Marcellino, L.H.......................... 67

027 - MAPEAMENTO DE RGAS (ANALOGOS DE GENES DE
RESISTENCIA) EM UM MAPA GENETICO DE AMENDOIM SILVESTRE
Arachis SPP. [Mapping of RGAs (resistance gene analogues) in a
genetic map of wild Arachis]

José, A.C.V.F., Guimaraes, P.M., Leal-Bertioli, S.C.M., Bertioli, D.J. ............ 68

028 - METODOLOGIA PARA PROSPEC(;AO DE BIOMOLECULAS EM
LARGA ESCALA, COM BASE NA ASSOCIA(;AO DE ANALISES DE
TRANSCRIPTOMA E PROTEOMA (Large scale methodology for
prospecting bio-molecules based on associated transcriptome and
proteome analyses)

Barbosa, E.A., Vinecky, F., Brito, K.M., Prates, M.V., Andrade, A.C., Bloch Jr.,
e et e e e e e e e e ———eee e e e ————teeeeaaa——areeaeeaannnaaaaans 69

029 - OBTENCAO DE PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS DE
Brachiaria brizantha CV. MARANDU (Obtention of genetically modified
plants of Brachiaria brizantha cv. Marandu)

Cabral, G.B., Santana, C.G., Carneiro, V.T.C., Dusi, D.M.A. ...................... 70

030 - O N-TERMINAL DA PROTEINA RolA GUARDA SUA ATIVIDADE
BIOLOGICA (The RolA protein N-terminal retains its biological activity)
Arrial, R.T., Acaua, T., Barros, LM.G., Carneiro, M. ..........cooviveeiriiiiiiiineee. 71

031 - OTIMIZACAO DA TECNICA DE TRANSFORMACAO DE PLANTAS
DE ALGODOEIRO CV. BRS CEDRO VIA TUBO POLINICO (Optimization
of the pollen-tube pathway technique plant transformation in cotton
var. BRS Cedro)

Oliveira, R.S., Oliveira Neto, O.B., Evangelista, I.B.R., Viana, A.A.B., Paes, N.
S, Grossi-0e-SaA, M.F. ..o 72

14



032 - POTENCIAL UTILIZAQAO DE EXTRATOS AQUOSOS DE PLANTAS
VISANDO O CONTROLE DE Meloidogyne incognita (Potential utilization
of aqueous extracts from plants targeting the Meloidogyne incognita

control)
Evaristo, R.G.S., Magalhaes, J.C.C., Cruz, C.C.M., Souza, D.S.L., Grossi-
de-Sa, M.F., ROChA, T.L. ..o 73

033 - PROPRIEDADES ANTIFUNGICAS E ANTIBACTERIANAS DE
PROTEINAS DE FOLHA DE SERIGUELA Spondias mombin L. (Antifungal
and antibacterial properties of Spondias mombin L. leafs proteins)

Daga, C.J., Barbosa, T., Vitalino, R.C., Marques, G.M., Bloch Jr., C., Melo, F.
R ettt e e e e e e e ——eaae e e e ——areaaeeeaanraraaeaeaaaans 74

034 - PROSPECQAO DE VARIANTES DE TOXINAS CRY COM ALTA
ESPECIFICIDADE E TOXICIDADE CONTRA O BICUDO-DO-
ALGODOEIRO (Anthonomus grandis) E A LAGARTA-DO-CARTUCHO
DO-MILHO (Spodoptera frugiperda) [Screening of mutants Cry toxins
with toxicity against cotton boll weevil (Anthonomus grandis) and
fallwarm (Spodoptera frugiperda)

Brunetta, P.S.F., Oliveira, G.R., Figueira, E.L.Z., Ramos, H.B., Silva, M.C.M.,
Cavalcanti, K.L., Grossi-de-Sa, M.F. ... 75

035 - PROTEOMA DE Xanthomonas campestris PV. campestris NA
INTERACAO COM A PLANTA HOSPEDEIRA (Proteome analysis of
Xanthomonas campestris pv. campestris in the interaction with the host

plant)
Andrade, A.E., Felix, G.C., Oliveira, A.C., Noronha, E.F., Pereira, J.L., Lima, L.
H.C., Rosato, Y.B., Vidal, M.C., Melo, J.A.T., Bloch Jr., C., Mehta, A. ........... 76

036 - PURIFICAQAO DE PROTEINAS ANTIBACTERIANAS DE
SEMENTES DE JABOTICABA (Myrciaria jaboticaba) (Purification of
antibacterial proteins from jaboticaba (Myrciaria jaboticaba) seeds)

Barbosa, T., Daga, C.J., Vitalino, R.C., Santos, K.C.A., Ferreira, C.H., Bloch
U O 1Y (=Y (o TN o = TR 77

15



037 - PURIFICAQAO DE PROTEINAS DE FOLHAS DE PITANGUEIRA
(Eugenia uniflora L.) COM ATIVIDADES ANTIBACTERIANAS E
ANTIFUNGICAS (Purification of proteins from pitangueira leaf (Eugenia
uniflora L.) with antibacterial and antifungal activities)

Barbosa, T., Daga, C.J., Vitalino, R.C., Santos, K.C.A., Ferreira, C.H., Bloch
T O Y 11 (o TR i = SRR 78

038 - REGENERAGAO DE PLANTAS DE Brachiaria brizantha APOMITICA
E SEXUAL VIA EMBRIOGENESE SOMATICA DE SEMENTES E
SEGMENTOS BASAIS (Plant regeneration of Brachiaria brizantha
apomictic and sexual plants via somatic embryogenesis and basal
segments)

Cabral, G.B., Santana, C.G,, Dusi, D.M.A., Carneiro, V.T.C. ....................... 79

039 - UTILIZACAO DE “PERFILAMENTO DE NBSS" PARA
GENOTIPAGEM DE RGAS EM UM MAPA GENETICO DE Arachis
SILVESTRE DO GENOMA AA (Use of NGS profiling for the targeting of
RGAs in a genetic map of wild Arachis genome AA)

José, A.C.V.F., Bertioli, D.J., Guimaraes, P.M., Leal-Bertioli, S.C.M. ........... 80

REPRODUGCAO ANIMAL ..ot 81

040 - ASPECTOS LABORATORIAIS DE BEZERRAS CLONES DA RACA
JUNQUEIRA (Laboratorial aspects of Junqueira breed clones calves)
Machado, G.M., Iguma, L.T., Pivato, I., Reis Jr.J.L, Moscardini, A.R.C., Coelho,
M.M.S., Borges, J.R.J., RUMPF, R. ... 83

041 -AVALIAQAO DA VIABILIDADE E STATUS ACROSSOMAIS DO SEMEN
DE OVINO DESCONGELADO E INCUBADO COM PLASMA SEMINAL
(Evaluation of the viability and status acrossome of ovine semen thawing
and incubated with seminal plasma)

Silva, T A.S.N., Neves, J.P., Guimaraes Neto, A.G., Guimaraes, A.P., Rumpf,
RS Y= T (o] TR = ST 84

16



042 - AVALIA(;AO ULTRA-ESTRUTURAL E DA FRAGMENTAQAO DO DNA
DE ESPERMATOZOIDES BOVINOS CONSERVADOS POR DIFERENTES
TRATAMENTOS DE LIOFILIZAQAO (Ultraestructural and DNA
fragmentation evaluation of bovine spermatozoa conservated by
different freeze-drying treatments)

Martins, C.F., Bao, S.N., Dode, M.N., Rumpf, R. .....ccccccciiiiiiiiiiiee 85

043 - CARACTERIZAQAO DE SNPs NO GENE GDF9 EM OVINOS DA
RACA SANTA INES E SUA RELACAO COM O AUMENTO DE
PROLIFICIDADE (Characterization of SNPs in the GDF9 gene in sheeps
of therace Santa Ines and its relationship with the increase of prolificity)
Avila, F.F., Franco, M.M., Paiva, S.R., Souza, C.J.H., Martins, N.F., Oliveira,
AA, Rumpf, R.,,Melo, E.O. ... 86

044 - CLONAGEM E EXPRESSAO DAS REGIOES GENICAS
CODIFICADORAS DO PEPTIDIO MADURO DOS HORMONIOS BMP15
E GDF9 DE CLONES BOVINOS (Cloning and expression of the mature
petide coding region of BMP15 and GDF9 in cattle)

Lopez, .M.R., Souza, C.J.H., Franco, M.M., Rumpf, R., Melo, E.O. ........... 87

045 - PRODUQAO DE BEZERRAS CLONES DE VACA JUNQUEIRA-RACA
CRIOULA BRASILEIRA EM VIAS DE EXTINQAO - DADOS DA
CONCEPCAO AO PERINATAL (Production of calves cloned from a
Junqueira cow — an endangered Brazilian Creole breed - Data from
conception to perinatal)

Iguma, L.T., Pivato, ., Machado, G.M., Camara, J.U., Ramos, A.F., Guimaraes
Neto, A.G., Gouvéia, L.V., Meirelles, F.C., Franco, M.M., Ferreira, M.E.,
Grattapaglia, D., Reis Jr., J.L., Borges, J.R.J., Rumpf, R. .......................... 88

046 - USO DO PLASMA SEMINAL NO DESCONGELAMENTO DO SEMEN
OVINO PARA INSEMINA(;AO TRANSCERVICAL EM OVELHAS COM
ESTRO SINCRONIZADO (Use of seminal plasma to thaw ram semen for
trans-cervical artificial insemination (ai) in ewe with synchronized estrus)
Silva,T.A.S.N.,Neves,J.P,, Braganga,J.M., Gongalves,P.B.D.,Rumpf,R. ........ 89

17



CONTROLE BIOLOGICO ..o 91

047 - ABELHAS CARREADORAS DE POLEN DO ALGODAO, Gossypium
hirsutum: ANALISE PRELIMINAR (Bees carrying cotton pollen,
Gossypium hirsutum: preliminary analysis)

Cardoso, C.F., Oliveira, G., Nakasu, E., Sujii, E.R., Fontes, E.M.G., Silveira,
FLA. Pires, C.S.S. e 93
048 - A(;AO DE Trichoderma SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE
Sclerotium rolfsii (Effect of Trichoderma on the development of
Sclerotium rolfsii)

Gomes, D.M.P.A_, Avila, Z.R., Padua, R.R., Alvarenga, D.O., Carvalho Filho,
M.R., Mello, S.C.M., Silva, J.B.T. ..eerrieeieeieee e 94

049 - ANALISE DE DNA DE INFECCOES POR SfMNPV EM CELULAS
HOSPEDEIRAS (Sf9) DE Spodoptera frugiperda (DNA analysis of
SfMNPV infection of cultured host Spodoptera frugiperda (Sf9) cells)
Almeida,G.F., Almeida,A.F., Ribeiro,Z.M.A., Pedrini,M.R.S., Castro,M.E.B. ....95

050 - ANALISE MOLECULAR DAS ANTENAS DE Euschistus heros
(HETEROPTERA: PENTATOMIDAE) PERCEVEJO-MARROM PRAGA DA
SOJA PARA DETECCAO DE PROTEINAS LIGANTES DE ODORES (PLO)
[Molecular analysis of the antennae of Euschistus heros (Heteroptera:
Pentatomidae) brown stink bug soybean for the detection of odorant
bind proteins (PBO)]

Damacena, I., Moraes, M.C.B., Laumann, R.A., Lozzi, S.P., Borges, M. ....96

051 - ATIVIDADE LARVICIDA E PERSISTENCIA DE PRODUTOS
COMERCIAIS A BASE DE Bacillus thuringiensis SUBESP. israelensis
PARA O CONTROLE DE Aedes aegypti (Larvicidal activity and
persistence of Bacillus thuringiensis subesp. israelensis commercial
products to control Aedes aegypti)

Santos, R.B., Lopes, J., Santos, W.J., Monnerat, R.G. .................cceoeevnnnn. 97

052 - AVALIACAO DA EFICACIA E PERSISTENCIA DOS BIOINSETICIDAS

BT-HORUS E VECTOBAC EM UMA POPULACAO DE Aedes aegypti
(Efficiency and persistence evaluation of two bioinsecticides used

against Aedes aegypti population)
Dumas, V.F., Pimentel, L.W., Nunes, A.C., Vilarinhos, P., Monnerat, R.G. ..98



053 - AVALIACAO DA ESPORULACAO DE Trichoderma SPP. EM
SUBSTRATOS SOLIDOS (Sporulation of Trichoderma spp. on solid

substrate)
Gomes, D.M.P.A., Avila, Z.R., P4dua, R.R., Carvalho Filho, M.R., Alvarenga,
D.O., Mello, S.C.M. e 99

054 - AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE DE DUAS POPULACOES DE
Aedes aegypti A PRODUTOS QUIMICOS E BIOLOGICOS (Susceptibility
evaluation of two Aedes aegypti populations to chemical and biological
products)

Dumas, V.F., Pimentel, L.W., Nunes, A.C., Vilarinhos, P., Monnerat, R.G. ..100

055 - AVALIACAO DE ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis PARA O
CONTROLE DE Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA:NOCTUIDAE)
(Evaluation of Bacillus thuringiensis strains to control Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

Melatti, V.M., Batista, A.C., Demo, C., Praga, L.B., Martins, E.S., Siqueira, C.B.,
Y o oY Y=Y =1 S = 101
056 - AVALIACAO DE ISOLADOS DE Trichoderma SPP. NO CONTROLE
DE Sclerotium rolfsii EM FEIJOEIRO (Trichoderma spp. isolates to
control Sclerotium rolfsii on Phaseolus vulgares)

Padua, R.R., Gomes, D.M.P.A., Avila, Z.R., Carvalho Filho, M.R., Alvarenga,
D.O., Mello, S.C.M. ..ot 102

057 - AVALIACAO DE UMA FORMULACAO A BASE DO FEROMONIO
SEXUAL SINTETICO DE Euschistus heros PARA USO EM PROGRAMAS
DE MONITORAMENTO DE PERCEVEJOS-PRAGA (Evaluation of a
formulation based in synthetic sexual pheromone of Euschistus heros
for use in monitoring programs of stink-bugs pests)

Vieira, P.H.M., Oliveira, V.L., Laumann, R.A., Pires, C.S.S., Sujii, E.R., Moraes,
M.C.B., BOIrgES, M. ....oiiiiiiiiiiiiiieiitttete ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eaeees 103

058 - AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Bacillus thuringiensis NO MEIO
DE CULTIVO BTHEK-2 COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
PROTEINA DE SOJA (Evaluation of the growth of Bacillus thuringiensis
in the Bthek-2 synthetic media based on different concentrations of
soybean protein)

Melatti, V.M., Batista, A.C., Demo, C., Roberg, R.A.P., Silva, S.F., Soares,
C.M.S,, Siqueira, C.B., Monnerat, R.G. ........ccceeeeiiiiiiiiiiieeeee e, 104



059 - BIOLOGIA FLORAL DE Gossypium hirsutum latifolium
(MALVACEAE) (Floral biology of Gossypium hirsutum latifolium
(Malvaceae))

Cardoso, C.F., Silveira, F.A., Oliveira, G., Nakasu, E., Suijii, E.R., Fontes, E.M.G,,
PIrES, C. G, S, s 105

060 - CARACTERIZACAO DOS VOLATEIS INDUZIDOS POR
HERBIVOROS EM DIFERENTES VARIEDADES DE ALGODAO
(Gossypium hirsutum L.) INFESTADO POR LAGARTAS DE Spodoptera
frugiperda [Characterization of the induced herbivores volatiles in
different cotton varieties (Gossypium hirsutum L.) infested by
caterpillars of Spodoptera frugiperda)]

Oliveira, V.L., Aquino, M.F.S., Laumann, R.A., Moraes, M.C.B., Cia, E., Borges,
1Y O O RTOR PP OUPR 106

061 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ESTIRPES DE Bacillus
thuringiensis TOXICAS AO BICUDO-DO-ALGODOEIRO (Anthonomus
grandis BOHEMAN, 1843) (Molecular characterization of Bacillus
thuringiensis strains toxic against boll weevil)

Dumas, V.F., Martins, E.S., Ramos, F.R., Praga, L.B., Monnerat, R.G. ......107

062 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DE TRES
GENEROS DE FUNGOS USANDO MARCADORES RAPD (Molecular
characterization of three fungus isolates by rapd markers)

Lima, A.A., Tutunji, V.L., Lima, L.H.C., Queiroz, PR. .....ccccccoiiiiiiannn. 108

063 - CLONAGEM DO GENE 25KFP DE Anticarsia gemmatalis MNPV
PARA TRANSFORMACAO ESTAVEL DE CELULAS DE INSETOS
(Clonning of the Anticarsia gemmatalis MNPV 25KFP gene to stable
transformation of insect cells)

Dalmolin, C.C., Maia, E.A., Ribeiro, B.M., Souza, M.L., Castro, M.E.B. .....109

064 - CONTROLE DE CULICIDEOS E SIMULIDEOS UTILIZANDO
BIOINSETICIDAS A BASE DE Bacillus sphaericus E Bacillus
thuringiensis NA GRANJA DO TORTO, BRASILIA-DF (Control of
Culicidae and Simulidae using biological product based on Bacillus
sphaericus and Bacillus thuringiensis in Granja do Torto, Brasilia-DF)
Paganella, M.B., Boas, L.C.V., Oliveira, E.C.A., Ramos, F.R., Santoro, F.A,,
Sone, E.H., Carvalho, H.R., Soares, C.M.S., Monnerat, R.G. ..................... 110



065 - CONTROLE DE Spodoptera frugiperda ATRAVES DE USO
SISTEMICO DE Bacillus thuringiensis NA CULTURA DO ALGODAO
(Control of Spodoptera frugiperda through sistemic use of Bacillus
thuringiensis in cotton)

Demo, C., Medeiros, P.T., Batista, A.C., Melatti, V.M., Praga, L.B., Berry, C.,
MONNEIat, R.G. ..o ettt 111

066 - CRY1la, UMA PROTEINA PROMISSORA PARA O CONTROLE DE
Anthonomus grandis (BICUDO-DO-ALGODOEIRO) E Spodoptera
frugiperda (LAGARTA-DO-CARTUCHO-DO-MILHO) [Cry1lla, apromising
protein for the control de Anthonomus grandis (boll weevil) and
Spodoptera frugiperda (fall armyworm)]

Martins, E.S., Aguiar, R.W.S., Martins, N.F., Batista, A.C., Melatti, V.M., Gomes,
A.C.M.M., Falcdo, R., Ribeiro, B.M., Monnerat, R.G. ........cccevvvmiiieiieeeennn... 112

067 - DETERMINACAO DA VARIABILIDADE GENETICA DE
POPULACOES DE Aedes aegypti (DIPTERA:CULICIDAE) UTILIZANDO
MARCADORES DE RAPD (Genetic variability analysis of Aedes aegypti
populations by rapd markers)

Hiragi, C.0O., Simdes, K.C.C., Martins, E.S., Queiroz, P.R., Lima, L.H.C,,
MONNEIat, R.G. ..o e 113

068 - DISTRIBUICAO GEOGRAFICA, CONSERVACAO E USO DE
VARIEDADES SILVESTRES DE Gossypium SPP. NO DISTRITO
FEDERAL E NOROESTE DE MINAS GERAIS (Geographic distribution,
conservation and utilization of Gossypium spp. in Distrito Federal and
northwest of Minas Gerais)

Souza, V.V,, Noronha, S., Fontes, E.M.G,, Suijii, E.R., Barroso, P,, Pais, J.S.0O.,
Cardoso, C.F., Ciampi, A., Pires, C.S.S. ... 114

069 - EFEITO DA GLICOPROTEINA GP64 NA INFECCAO DE CELULAS
DE INSETO COM Anticarsia gemmatalis NUCLEOPOLYHEDROVIRUS
(Effect of the GP64 Glycoprotein on insect cell infection with Anticarsia
gemmatalis nucleopolyhedrovirus)

Mendes, D.N., SOUZA, M.L. ...t 115



070 - EFEITO DE DIFERENTES METODOS DE CONTROLE PRAGAS
EM PREDADORES DO PULGAO DO ALGODOEIRO (Effect of different
methods of pest control on predators of the cotton aphid)

Santos, P.H.R., Beserra, V.A., Silva-Santos, P.V., Macedo, T.R., Silva, K.F.A.
S., Fontes, E.M.G., Pires, C.S.S., Laumann, R.A., Schmidt, F.G.V., Sujii, E.R.

071 - EFEITO DE ESTIRPES SELECIONADAS DE Bacillus thuringiensis
SOBRE Spodoptera SPP. (Effect of selected Bacillus thuringiensis
strains over Spodoptera spp.)

Santos, K.B., Neves, P.J.,Vilas-Boas, G.F.T., Monnerat, R.G. ................... 117

072 - EFEITO DE MEIOS LIQUIDOS NA PRODUCAO DE MASSA FUNGICA
E ESPORULACAO DE Colletotrichum gloeosporioides (Effect of liquid
medium on the growth and esporulation of Colletotrichum
gloeosporioides)

Martins, 1., Avila, Z.R., Mello, S.C.M., Padua, R.R., Gavido, C.F.C., Peixoto,
N SRR 118

073 - EFEITO DE METABOLITOS PRODUZIDOS POR ISOLADOS DE
Trichoderma SPP. SOBRE O CRESCIMENTO DE Colletotrichum
gloeosporioides (Effect of Trichoderma spp. metabolites on the growth
of Colletotrichum gloeosporioides)

Martins,|., Avila,Z.R., Mello,S.C.M., Padua,R.R., Silva,M.C.F., Peixoto,J.R. ..119

074 - FONTES DE CARBONO E NITROGENIO PARA O CRESCIMENTO
DE Dicyma pulvinata (Sources of carbon and nitrogen for the growth
of Dicyma pulvinata)

Almeida, A.M., Melo, D.F., Bernardes, V.C.D., Avila, Z.R., Mello, S.C.M., Silva,
1= R SRS 120

075 - IDENTIFICACAO DE MARCADORES MOLECULARES PARA
POPULACOES DE INSETOS-PRAGA (Identification of molecular markers
of insects pests population)

Queiroz, P.R., Martins, E.S., Lima, L.H.C., Monnerat, R.G. ..................... 121



076 - INFESTACAO DO BICUDO-DO-ALGODOEIRO, Anthonomus
grandis, EM PLANTIO DE ALGODAO NO CERRADO DO BRASIL
CENTRAL (Boll weevil (Anthonomus grandis) infestation in cotton fields
of central Brazil)

Ribeiro, P.A., Diniz, I.R., Sujii, E.R., Fontes, EM.G. .............cocoeveiiiieeee 122

077 - INFLUENCIA DAS CORES DO SUBSTRATO E DO HOSPEDEIRO
NOS COMPORTAMENTOS DE BUSCA E SELE(}AO DE HOSPEDEIROS
DE PARASITOIDES DE OVOS DE PERCEVEJOS (HYMENOPTERA:
SCELIONIDAE) (Substrate and host color influence in searching and
selection behaviors of parasitoids of stink-bugs eggs (Hymenoptera:
Scelionidae)

Vieira, A.R.A., Laumann, R.A., Moraes, M.C.B., Borges, M. ..................... 123

078 - INFLUENCIA DO ALIMENTO NO DESEMPENHO DE Cycloneda
sanguinea (COLEOPTERA:COCCINELIDAE) (Influence of food type on
the performance of Cycloneda sanguinea (Coleoptera: Coccinelidae))
Silva, K.F.A.S., Macedo, T.R., Togni, P.H.B., Sujii, E.R., Pires, C.S.S., Schmidt,
F.GV., Fontes, E.XM.G. ..o 124

079 - INFLUENCIA DO FOTOPERIODO NO CRESCIMENTO E
ESPORULACAO DE Dicyma pulvinata (Influence of photoperiod on
growth and sporulation of Dicyma pulvinata)

Melo, D.F., Almeida, A.M., Mello, S.C.M., Avila, Z.R., Alvarenga, D.O., Silva,
JoB T e 125

080 - INFLUENCIA DO SISTEMA DE MANEJO DE PRAGAS NA
FLUTUA(;AO POPULACIONAL DE LAGARTAS DO CURUQUERE-DO-
ALGODAO Alabama argillacea (HUBNER) E NA INCIDENCIA DE
PARASITOIDES (Influence of pest management system in population
fluctuation of caterpillars of Alabama argillacea (Hubner) and in
parasitoids incidence)

Silva-Santos, P.V., Santos, P.H.R., Macedo T.R., Laumann, R.A., Pires, C.S.S.,
Fontes, E.M.G., Sujii, E.R. ....oooiii 126



081 - INIBICAO DE Sclerotinia sclerotiorum POR MEIO DA COMPETICAO
E PELA PRODUCAO DE METABOLITOS FUNGITOXICOS POR
Trichoderma SPP. (Inhibitor effects of Trichoderma spp. isolates against
Sclerotinia sclerotiorum by competition and secondary metabolites)

Gomes, D.M.P.A., Avila, Z.R., Padua, R.R., Carvalho Filho, M.R., Alvarenga,
D.O., Mello, S.C.M., Silva, M.C.F. ......ooriiiiiieeee et 127

082 - ISOLADOS DE Trichoderma SPP. PERTENCENTES AO BANCO
DE FUNGOS DA EMBRAPA RECURSOS GENETICOS E
BIOTECNOLOGIA E AVALIACAO DE SEU POTENCIAL ANTAGONICO
(Trichoderma spp. isolates from the Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia culture collection and assesment of their antagonistc

potential)
Padua, R.R., Avila, Z.R., Gomes, D.M.P.A., Alvarenga, D.O., Carvalho Filho,
M.R., Silva, M.C.F., Mello, S.C.M., Silva, J.B.T. ... 128

083 - MONITORAMENTO DA ESTABILIDADE GENETICA DO
BIOINSETICIDA Erinnyis ello GRANULOVIRUS APLICADO EM SANTA
CATARINA NO PERIODO DE 1986 A 2000 (Monitoring of the genetic
stability of the Erinnyis ello granulovirus biopesticide applied in Santa
Catarina State from 1986 to 2000)

Costa, N.R., Castro, M.E.B., Souza, M.L. ....coomiieeeeeee e, 129

084 - MONITORAMENTO DE PRAGAS NO ALGODOEIRO COMO
METODOLOGIA PARA AVALIAR O IMPACTO DE PLANTAS
GENETICAMENTE MODIFICADAS SOBRE O PULGAO DO
ALGODOEIRO (Pest monitoring on cotton crop as methodology to
assess the impact of genetically modified plants on cotton aphid)

Beserra,V.A., Santos,P.H.R., Silva-Santos,P.V., Macedo,T.R., Silva,K.F.A.S.,
Fontes,E.M.G., Pires,C.S.S., Laumann,R.A., Schmidt,F.G.V,, Sujii,E.R. ......130

085 - ORIENTACAO DO PARASITOIDE Telenomus podisi
(HYMENOPTERA: SCELIONIDAE) MEDIADA PELOS SINAIS
VIBRACIONAIS DE FEMEAS DO PERCEVEJO-MARROM, Euschistus
heros (HETEROPTERA: PENTATOMIDAE) (Orientation of the parasitoid
Telenomus podisi (Hymenoptera: Scelionidae) mediated by female’s
vibratory signals of brown-stink bug Euschistus heros (Heteroptera:
Pentatomidae))

Lopes, A.P.S., Laumann,R.A., Moraes, M.C.B., Cokl, A., Borges, M. ........ 131



086 - POTENCIAL DE ISOLADOS DE Trichoderma SPP. PARA O
CONTROLE DE Colletotrichum gloeosporioides PATOGENICO AO
MARACUJAZEIRO (Potential of Trichoderma spp. isolates to control
Colletotrichum gloeosporioides on passion fruit)

Martins, I., Mello, S.C.M., Avila, Z.R., Padua, R.R., Peixoto, JR. ........... 132

087 - RELACOES TROFICAS DA CULTURA DO ALGODAO QUE
INFLUENCIAM A DINAMICA DE HERBIVOROS-PRAGA (Trophic
relationships in cotton crops that influence the dynamic of pest
herbivores))

Silva-Santos, P.V., Santos, P.H.R., Suijii, E.R., Pires, C.S.S., Laumann, R.A.,
Silva, K.F.A.S., Fontes, E.M.G. ..o 133

088 - SELECAO DE ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis TOXICAS AO
BICUDO-DO-ALGODOEIRO (Anthonomus grandis BOHEMAN, 1843)
(Screening of Bacillus thuringiensis strains toxic against boll weevil
(Anthonomus grandis Boheman, 1843)

Ramos, F.R., Dumas, V.F., Martins, E.S., Pracga, L.B., Monnerat, R.G. ....134

089 - SELECAO DE ISOLADOS DE Trichoderma SPP. NO CONTROLE
DE Sclerotium rolfsii EM SOJA ‘BRS MILENA'’ (Selection of Trichoderma
spp. isolates to control Sclerotium rolfsii in soybean ‘BRS Milena’)

Carvalho Filho, M.R., Avila, Z.R., Alvarenga, D.O., Padua, R.R., Gomes,
D.M.PA., Aimeida, A.M., Mello, S.C.M. .....cceeiiiiieeie e 135

090 - SELECAO IN VITRO DE ISOLADOS DE Trichoderma SPP. PARA
CONTROLE BIOLOGICO DE Sclerotinia sclerotiorum (In vitro selection
of Trichoderma spp. isolates to control Sclerotinia sclerotiorum)

Orioli, F.P., Avila, Z.R., Auler, A.C.V., Falcdo, J.L., Mello, S.C.M. .............. 136

091 - TESTE DE BIOINSETICIDA A BASE DE Bacillus sphaericus PARA
O CONTROLE DE LARVAS DE Culex quinquefasciatus EM LAGOA DE
DECANTACAO EM UMA FAZENDA DE LATICINIOS (Test of a
bioinsecticide based on Bacillus sphaericus for the control of Culex
guinquefasciatus larvae in a decantation lake in a milk farm)

Sone, E.H., Ramos, F.R., Carvalho, H.R., Boas, L.C.V., Paganella, M.B.,
Oliveira, E.C.A., Santoro, F.A., Soares, C.M.S., Monnerat, R.G. ............... 137



092 - UTILIZACAO DO Bacillus sphaericus NO CONTROLE DO Culex
guinquefasciatus TRANSMISSOR DE FILARIOSE NO BRASIL (Utilization
of Bacillus sphaericus to control of Culex quinquefasciatus vector of
filarioses in Brazil)

Ramiro, C.A., Dumas, V.F., Monnerat, R.G. .......c.ooiimieieeeeeeeeeeeeeen 138

093 - VARIABILIDADE ENTRE ISOLADOS DE Dicyma pulvinata QUANTO
AO CRESCIMENTO E A ESPORULACAO EM MEIO BDA (Growth and
sporulation variability among Dicyma pulvinata isolates)

Alvarenga, D.O., Silva, M.C.F., Aimeida, A.M., Melo, D.F., Padua, R.R., Carvalho
Filho, M.R., Gomes, D.M.P.A_, Avila, Z.R., Mello, S.C.M. ......c.ccoceevrueurnne. 139

094 - VARIABILIDADE ENTRE ISOLADOS DE Trichoderma harzianum
QUANTO A CAPACIDADE DE INIBIR O CRESCIMENTO DE Rhizoctonia
solani (Capability of Trichoderma harzianum to inhibit colonial growth
of Rhizoctonia solani)

Carvalho Filho, M.R., Alvarenga, D.O., Avila, Z.R., Gomes, D.M.P.A., Padua,
R.R.,Almeida, A.M., Mello, S.C.M. ......ccooiiiiiiee e 140

095 - VARIACAO NA RESPOSTA DE Trichogramma pretiosum
(HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) A VOLATEIS INDUZIDOS
POR HERBIVOROS EM DUAS VARIEDADES DE ALGODAO [Response
variation of Trichogramma pretiosum (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) to herbivore induced volatiles of two cotton
varieties]

Aquino, M.F.S., Oliveira, V.L., Laumann, R.A., Moraes, M.C.B., Cia, E., Borges,
VL et e e e e e e et e e e nte e e e anre e e e anneeeeanneeeannes 141

096 - VISITANTES FLORAIS DO ALGODAO, Gossypium hirsutum, EM
DIFERENTES REGIOES DE PRODUCAO DO BRASIL (Flower visitors
of cotton, Gossypium hirsutum, in different production areas of Brazil)
Oliveira, G., Cardoso, C.F., Nakasu, E., Scomparini,A.L., Teles, E., Rodrigues,
S., Santos, J.B., Miranda, J., Sujii, E.R., Fontes, E.M.G,, Silveira, F.A., Pires,
£, S e e 142

RECURSOS GENETICOS ..., 143

CARACTERIZACAO ...t 145



097 - ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA DE DIFERENTES
LINHAGENS DE MELAO UTILIZANDO MARCADORES MOLECULARES
(Genetic variability analysis of melon lines using molecular markers)

Gontijo,S.L.,Paiva,W.0O., Amorim,J.C., Amaral,Z.P., Buso,J.A., Buso,G.S.C. 147

098 - ANALISE GENETICA DE FAMILIAS DE Gossypium barbadense COM
USO DE MARCADORES MICROSSATELITES (Genetic analysis of
Gossypium barbadense families using microsatellite markers)

Castilho, Y.G,, Contini, L.R., Barroso, P.V., Ciampi, A.Y. ..........ccccciiinnn 148

099 - AVALIACAO DA GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES DE ARNICA
(Lychnophora ericoides MART.) EM DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO
(In vitro germination of Lychnophora ericoides Mart. in different media)
Silva, A.A., Cardoso, L.D., Mendes, R.A. ... 149

100 - BUSCA DE PRIMERS MICROSSATELITES, IN SILICO, DE GENES-
CHAVE PARA CARACTERISTICAS BIOTICAS E ABIOTICAS DE FEIJAO,
MILHO E MANDIOCA (Search for microsatellite primers, in silico, for
bean, corn and cassavafor key genes biotic and abiotic characteristics)
Paiva, M.R., Miranda, H.A., Ciampi, A.Y., Dalmolin, C.C., Alegria, M.R.M., Buso,
G . e 150

101 - CARACTERIZACAO DE NOVOS PRIMERS SSR E ANALISE DA
VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS DE FEIJAO COM
MARCADORES MICROSSATELITES (Characterization of new SSR
primers and genetic variability analysis of bean accessions with
microsatellite markers)

Lamas, N.S., Junqueira, L.P.,, Ohse, B.J.G,, Cerqueira, A.A., Amaral, Z.P.S.,
Ferreira, M.A., BUSO, G.S.C. ..o 151

102 - CARACTERIZACAO FITOPATOLOGICA DE HIBRIDOS ENTRE
ANFIDIPLOIDES SINTETICOS DE OITO ESPECIES SILVESTRES DE
Arachis E Arachis hypogaea (Phytopathological characterization of
hybrids between synthetic amphidiploids of eight wild Arachis species
and Arachis hypogaea)

Santos, R.F., Favero, A.P., Valls, J.F.M. ..o 152



103 - CARACTERIZACAO GENETICA MOLECULAR DE MACARANDUBA
- Manilkara huberi (DUCKE) A.CHEV. (SAPOTACEAE): POTENCIAL
IMPLICACAO NA DEFINICAO DE UM PROGRAMA DE MANEJO
SUSTENTAVEL [Molecular genetic caracterization of macaranduba —
Manilkara huberi (Ducke) A.Chev. (Sapotaceae): potencial implication
in the definition of a sustainable management program]

Azevedo, V.C.R., Kanashiro, M., Grattapaglia, D., Ciampi, A.Y. ................ 153

104 - CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE ALFAVACA
(Ocimum gratissimum L.) (Chemical characterization of Alfavaca
(Ocimum gratissimum L.) essential oil)

Mendes, J.H.M., Gracindo, L.A.M.B., Adjuto, E.N.P., Vianna, J.S., Vieira, R.F,,
DaNtaS, M. S F. e 154

105 - CONSTRUCAO DE UM MAPA GENETICO DE UMA POPULACAO
DE Capsicum annuum UTILIZANDO MARCADORES
MICROSSATELITES (Construction of a Capsicum annuum population
genetic map using microsatellites markers)

Marques, J.M., Ferreira, M. A., Moretzsohn, M.C., Ribeiro, C.S.C., Buso, G.S.C.

106 - DESCRITORES PARA ABACAXI ORNAMENTAL (Descriptors for
ornamental pineapple)
Martins, V.A., Ferreira, F.R., FAVEro, A.P. ..o, 156

107 - DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES MICROSSATELITES
PARA A ANALISE GENETICA DE FEIJAO (Development of microsatellites
markers for bean genetic analysis)

Ohse, B.J.G,, Cerqueira, A.A., Junqueira, L.P., Lamas, N.S., Ferreira M.A.,
Ciampi, ALY, BUSO, G.S.C. ...ooiiiiiieeeeeeeeeeeeee e, 157

108 - DESENVOLVIMENTO E UTILIZACAO DE SISTEMAS MULTIPLEX
DE MARCADORES SSR PARA FEIJAO (Development and utilization of
SSR markers multiplex systems for bean)

Junqueira, L.P., Lamas, N.S., Ohse, B.J.G,, Cerqueira, A.A., Amaral, Z.P.S.,
Ferreira, M.A., BUSO, G.S.C. ... 158



109 - ESTUDO DA VARIABILIDADE ENTRE ESPECIES SILVESTRES E
CULTIVADAS DE Anthurium (Study of variability among wild and
cultivate species of Anthurium)

Oliveira, D.S., Paiva, W.O., Ferreira, M.A., Marques, J.M., Campestrini, A.H.,
Amaral, Z.P.S.,BUSO, G.S.C. .o e 159

110 - ESTUDO DA VARIABILIDADE GENETICA DE PLANTAS ORIUNDAS
DA EMBRIOGENESE SOMATICA DE GENOTIPOS DE BATATA-DOCE
UTILIZANDO MARCADORES RAPD (Study of genetic variability of plants
derived from somatic embryogenesis of sweet potato genotypes using
RAPD markers)

Marouelli, L.P., Buso, G.S.C., Magalhaes, J.S., Torres, AC. ..................... 160

111 - LEVANTAMENTO DE PLANTAS MEDICINAIS DISPONIVEIS NO
HERBARIO DA EMBRAPA RECURSOS GENETICOS E BIOTECNOLOGIA
— (CEN), BRASILIA, DISTRITO FEDERAL [Medicinal plants available at
the Embrapa Genetic Resources and Biotechnology Herbarium (CEN),
Brasilia, DF, Brazil]

Silva, A.A., Skorupa, L.A., Vieira, R.F. ... 161

112 - METODO DE OBTENCAO DE PLANTULAS DE Sinningia lineata
(HJELMQ.) CHAUTEMS (GESNERIACEAE) IN VITRO (Method for plant
obtaiment of Sinningia lineata)

Viana, C.R.B., Cardoso, L.D., Mendes, R.A. ..o 162

113 - MORFOLOGIA DO CROMOSSOMO SATELITADO EM ACESSOS
DE GERMOPLASMA DE Arachis stenosperma KRAPOV. & W. C.
GREGORY DA REGIAO CENTRAL DO BRASIL (Satellited chromosome
morphology of germplasm accessions of Arachis stenospermaKrapov.
& W.C.Gregory from central Brazil)

Silva, G.S., Pefaloza, A.P.S., Valls, J.F.M. ... 163

114 - OCORRENCIA DE ESPECIES DE Manihot NO CERRADO
(Ocurrences of Manihot species in Brazilian Savanah areas)
Andrade, A.P.A., Mendes, R. A. e 164



115 - OCORRENCIA E DISTRIBUICAO DE Vasconcella E Jacaratia,
PARENTES SILVESTRES DE MAMAO, NO SUL E CENTRO-OESTE DO
BRASIL (Occurrence and distribution of Vasconcella and Jacaratia, wild
relatives of papaya, in the South and Midwest of Brazil)

Martins, V.A., Ferreira, F.R., Dantas, J.L.L., Noronha, S.E. ...................... 165

116 - REVISAO CITOTAXONOMICA DE ESPECIES BRASILEIRAS DE
Paspalum (GRUPO NOTATA) A PARTIR DE MATERIAL CONSERVADO
EX SITU EM BANCOS DE GERMOPLASMA (Cytotaxonomic review of
brazilian Paspalum species (Notata group) based on genebank
materials)

Cortes, A.L.A., Valls, J.F.M., Penaloza, A.P.S., Santos, S. ........cccccevveenn.. 166

117 - VARIABILIDADE GENETICA DE ESPECIES BRASILEIRAS NATIVAS
DO SEMI-ARIDO UTILIZANDO MARCADOR MOLECULAR RAPD
(Genetic variability of a brazilian native semi-arid species using RAPD

marker)
Lacerda, A.L.M., Pévoa, J.S.R., Ciampi, A.Y. ... 167
CONSERVAGCAOD ... 169

118 - APLICACAO DE MARCADORES MICROSSATELITES EM Amburana
cearensis E Cedrella fissilis NA DEFINICAO DE ESTRATEGIAS DE
CONSERVACAO (Conservation strategies for endangered tree species
in central Brazil)

Nakasu, E.T., Ciampi, A.Y., Salomao, A.N., Sevilha, A.C., Vieira, D., Scariot, A.

119 - CONSERVA(;AO IN SITU SOB CULTIVO DE MILHO:
REINTRODUGCAO E DIVERSIDADE GENETICA ENTRE OS KRAHO
(Conservation on—farm of Zea mays: reintroduction and genetic diversity
among the Kraho Indians)

Souza, G.C., Zarur, S.B., Dias, TA.B.,Krahd, M. .......coooviiiiiiiiiiieen, 172

120 - MARCADORES MICROSSATELITES COMO INDICADORES DE
DIVERSIDADE PARA CONSERVACAO GENETICA DE Araucaria
angustifolia (BERT.) O. KUNTZE (Microsattelites as indicators of
diversity for genetic conservation of Araucaria angustifolia (Bert.) O.
Kuntze)

Schmidt, A.B., Ciampi, A.Y., Guerra, M.P., Nodari, R.O. ...........c............. 173



121 - MONITORACAO DE ACESSOS DE FUMO (Nicotina tabacum L.)
CONSERVADOS A LONGO PRAZO NA EMBRAPA (Monitoring of tobacco
(Nicotiana tabacum L.) accessions in a long-term storage at Embrapa)
Mamao, L.S., Pereira Neto, L.G., Wetzel, M.M.V.S., Pais,V.O. ................ 174

122 - MULTIPLICACAO DE SEMENTES DE ACESSOS DE BUCHA (Luffa
cylindrica (L.) Roema) CONSERVADOS A LONGO PRAZO NA EMBRAPA
(Seed multiplication of loofah (Luffa cylindrica) accessions in a long-
term storage at Embrapa)

Couto, C.S., Pereira Neto, L.G., Wetzel, M.M.V.S., Costa, L.F.M.M., Maméo,
O 0 RSP PERSPR 175

123 - QUALIDADE DE SEMENTES DE Coffea arabica CV. CATUAI EM
CONDICOES DE BANCO DE GERMOPLASMA (Coffea arabica cv. Catuai
seed quality under genebank conditions)

Ribeiro, F.N.S., Ribeiro, V.S., Eira, M.T.S., Bartholo, GF. .........covvveveenn.. 176
SEGURANGCABIOLOGICA ..., 177
INTERCAMBIO E QUARENTENA ..ot 179

124 - ACAROS DO GENERO Brevipalpus SP. (PROSTIGMATA:
TENUIPALPIDAE) ASSOCIADOS A PLANTAS ORNAMENTAIS NO
DISTRITO FEDERAL, BRASIL (Mites of Brevipalpus sp. genus
((Prostigmata: Tenuipalpidae) associated with ornamental plants in
Distrito Federal, Brazil)

Calvoso-Miranda, L., NAVIa, D. ..ccouieeeeee e 181

125 - ACAROS FITOFAGOS ASSOCIADOS A CULTURA DO CAFE —
ESPECIES QUE OCORREM NO BRASIL E INVASORAS POTENCIAIS
(Phytophagous mites associated with coffee crop - species occuring in
Brazil and potential invasive)

Gongalves, G.C.P.,Navia, D. ....ccccveiiieiiiiiiee e 182



126 - AVALIACAO DA COLECAO DE Mentha QUANTO A PRESENCA DE
Oidium (Erysiphe biocellata EHRENB) (Evaluation of Mentha collection
regarding to the presence of Oidium)

Piazzarollo, T.L.D.R., Nepomuceno, A.K., Castro, P.K.G,, Oliveira, A.S., Silva,
D.B.,, Mendes, M. A.S. ..o et 183

127 - AVALIACAO DE GENOTIPOS DE Mentha QUANTO A FERRUGEM
CAUSADA POR Puccinia menthae (Evaluation of Mentha genotypes
regarding to the rust caused by Puccinia menthae)

Nepomuceno, A.K., Piazzarollo, T.L.D.R., Castro, P.K.G., Oliveira, A.S., Silva,
D.B., MENAes, M. A S, et 184

128 - AVALIACAO DE TRES SUBSTRATOS PARA O CULTIVO DE
Pleurotus ostreatus VAR. H1 (The assassinem of three substrates to
the Pleurotus ostreatus var. H1 cultivation)

Piazzarollo, T.L.D.R., Urben, A.F. ... 185

129 - BANCO DE DADOS DE FUNGOS EM VIDEIRA (Data base of fungi
in grapevine)
Castro, P.K.G., Melo, LAM.P., Mendes, M.A.S. ... 186

130 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DE TRES
GENEROS DE FUNGOS USANDO MARCADORES RAPD (Molecular
characterization of three fungus isolates by rapd markers)

Lima, A A, Tutunji, V.L., Lima, L.H.C., Queiroz, PR. ...............cccciiinnnn. 187

131 - COMPARACAO DOS PERFIS DE MARCADORES MOLECULARES
DE Bemisia tabaci ENTRE ESPECIES DE ALEIRODIDEOS (Comparison
of Bemisia tabaci molecular markers patterns among Aleyrodidae
species)

Queiroz, P.R., Oliveira, M.R.V., Lima, L. H.C. ......ccccoiiiiiiiieeee, 188

132 - DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES ESPECIFICOS PARA
BIOTIPOS DE Bemisia tabaci DE OCORRENCIA NO BRASIL
(Development of a specific molecular marker to specific biotypes of
Bemisia tabaci occuring in Brazil)

Queiroz, P.R., Lima, L.H.C., Oliveira, M.R.V. ... 189



133 - DIFERENCIACAO DE BIOTIPOS DE Bemisia tabaci (HEMIPTERA:
ALEYRODIDAE) UTILIZANDO PCR-RFLP E SEQUENCIAMENTO DA
REGIAO ITS1 rDNA [Differentiation of Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) biotypes using PCR-RFLP and sequencing of the spacer
region ITS1 rDNA]

Rabello, A.R., Queiroz, P.R., Simoes, K.C.C., Lima, L.H.C., Oliveira, M.R.V.,
1Y 1= o1 = TSP 190

134 - EFEITO DO TRATAMENTO TERMICO DE SEMENTES DE
Gossypium hirsutum NA ERRADICACAO DO NEMATOIDE
Aphelenchoides abyssinicus (Effect of thermal treatment of Gossypium
hirsutum seeds in eradication of Aphelenchoides abyssinicus nematode)
Sousa, A.l.LM., Rodrigues Junior, A.J.G, Pereira, J.C., Silva, H.A.N.S., Tenente,
RV e enes 191

135 - ERRADICACAO DE PRAGA EXOTICA EM GERMOPLASMA DE
MILHETO (Eradication of exotic pest in millet germplasm)

Ferreira, R.A.F., Piazzarollo, T.L.D.R., Oliveira, A.S., Fonseca, J.N.L.,
Camargo, C. P, Mendes, MLA.S. ... .. 192

136 - ESTABELECIMENTO DE UMA COLECAO CRIOPRESERVADA DE
Meloidogyne SPP. (Establishment of a cryopreservated collection of
Meloidogyne spp.)

Mota, F.C., Carneiro, R.M.D.G., Martins, I., Randig, O. ........cc..ceovvvrrrrnnnnee. 193

137 - INSPECAO E IDENTIFICACAO ENTOMOLOGICA NA ESTACAO
QUARENTENARIA DE GERMOPLASMA VEGETAL (Inspection and
entomological identification on plant germplasm quarantine station)

Gongalves, G.C.P, Silva, S.F., Oliveira, M\R.V. ...............ccccii 294

138 - INTERCEPTACAO DE FUNGOS DE EXPRESSAO
QUARENTENARIA EM Olea europaea PROCEDENTES DE ISRAEL
(Interceptation of fungi quarantine expression in Olea europaea from
Israel)

Nepomuceno,A.K., Piazzarolo,T.L.D.R., Castro,P.K.G., Oliveira,A.S.,
Mendes,A. P.,Mendes,M.A.S., Urben,A. F., Camargo,C. P., Fonseca,J.N.L. 195



139 - INTERCEPTACAO DE Palpita unionalis (HUBNER) EM PLANTAS
DE OLIVEIRA (Olea europaea) (Palpita unionalis (Hubner) intercepted
on olive tree, Olea europaea)

Silva, S.F., Vilarinho, K.R., Gongalves, G.C.P., Oliveira, M.R.V. ................ 196

140 - INTERCEPTACAO DO ACARO Oxycenus maxwelli (KEIFER)
(PROSTIGMATA: ERIOPHYIDAE) EM MUDAS DE OLIVEIRA (Olea
europaea L.) (Oxycenus maxwelli (Keifer) (Prostigmata: Eriophyidae)
intercepted on olive tree (Olea europaea L.))

Reis, M.T., Gongalves G.C.P., Miranda L. C., Navia,D. ............................. 197

141 - NEMATOIDES DETECTADOS EM MATERIAL DE INTERCAMBIO E
SUA ERRADICACAO (Detected nematodes in exchanged material and
their eradication technique)

Silva, E.G,, Sousa, A.I.M., Prates, M., Tenente, R.C.V. ....oooeeviiiiiiiieaeinnn.. 198

142 - PATOGENICIDADE DE Meloidogyne javanica EM Pffafia glomerata
E Pffafia paniculata (Pathogenecity of Meloidogyne javanica on Pffafia
glomerata and Pffafia paniculata)

Cirotto, P.A.S., Mesquita, L.F.G,, Almeida, M.R.A., Carneiro, RM.D.G. .......199

143 - PERFIL MOLECULAR OBTIDO POR RAPD-PCR PARA A PRAGA
QUARENTENARIA PARA O BRASIL, Agrotis segetum (RAPD-PCR
fingerprinting to the quarantine pest to Brazil, Agrotis segetum)

Almeida, D.C., Vilarinho, K.R., Silva, S.F., Queiroz, P.R., Hiragi, C.O.,
Simdes, K.C.C., Monnerat, R.G,, Lima, L.H.C., Oliveira, M.R.V. ........ 200

144 - PERFIL MOLECULAR OBTIDO POR RAPD-PCR PARA A PRAGA
QUARENTENARIA PARA O BRASIL, Chilo partellus (RAPD-PCR
fingerprinting to the quarantine pest to Brazil, Chilo partellus)

Silva, S.F., Vilarinho, K.R., Aimeida, D.C., Queiroz, P.R., Hiragi, C. O., Simbes,
K.C.C., Monnerat, R.G,, Lima, L.H.C., Oliveira, M.\R.V. ..o 201

145 - PERFIL MOLECULAR OBTIDO POR RAPD-PCR PARA A PRAGA
QUARENTENARIA PARA O BRASIL, Cydia pomonella (RAPD-PCR
fingerprinting to the quarantine pest to Brazil, Cydia pomonella)

Simoes, K.C.C., Hiragi, C.0O., Queiroz, P.R., Vilarinho, K.R., Silva, S.F., Aimeida,
D.C., Monnerat, R.G, Lima, L.H.C., Oliveira, M.\R.V. ..o 202



146 - PERFIL MOLECULAR OBTIDO POR RAPD-PCR PARA A PRAGA
QUARENTENARIA PARA O BRASIL, Helicoverpa armigera (RAPD-PCR
fingerprinting to the quarantine pest to Brazil, Helicoverpa armigera)
Hiragi, C.O., Queiroz, P.R., Vilarinho, K.R., Silva, S.F., Simdes, K.C.C,,
Almeida, D.C., Monnerat, R.G,, Lima, L.H.C., Oliveira, M.\R.V. ................... 203

147 - PERFIL MOLECULAR OBTIDO POR RAPD-PCR PARA AS PRAGAS
DE EXPRESSAO ECONOMICA, Grapholita molesta E
QUARENTENARIA, Grapholita prunivora, PARA O BRASIL (RAPD-PCR
fingerprinting of the pests of economic, Grapholita molesta and
guarantine, Grapholita prunivora, importance to Brazil)

Vilarinho, K.R., Silva, S.F., Queiroz, P.R.,Simdes, K.C.C., Hiragi, C.O., Aimeida,
D.C., Monnerat, R.G,, Lima, L.H.C., Oliveira, M\R.V. ..o, 204

148 - PERFIL MOLECULAR OBTIDO POR RAPD-PCR PARA A PRAGA
QUARENTENARIA PARA O BRASIL, Hyphantria cunea (DRURY, 1773)
(LEPIDOPTERA, ARCTIIDAE ARCTIINAE) (RAPD-PCR fingerprinting to
the quarantine pest to Brazil, Hyphantria cunea (Drury, 1773)
(Lepidoptera, Arctiidae Arctiinae))

Queiroz, P.R., Silva, S.F., Vilarinho, K.R., Hiragi, C.O., Simbes, K.C.C.,
Almeida, D.C., Monnerat, R.G,, Lima, L.H.C., Oliveira, M.R.V. ........ccce....... 205

149 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS DO BRASIL VIA WEB,
DESENVOLVIDA POR MEIO DA EMBRAPA RECURSOS GENETICOS E
BIOTECNOLOGIA COMA COOPERACAO DA UNIVERSIDADE CATOLICA
DE BRASILIA (Bibliographical references of Brazil by Web, developed
by Embrapa Genetic Resources and Biotechnology with cooperation
of Catholic University of Brasilia)

Passos, A.P., Rissoli, V.R.V., Tenente, R.C.V. ..., 206

150 - REVISAO NO BANCO DE DADOS DE DISTRIBUICAO GEOGRAFICA
DE NEMATOIDES NO BRASIL, DISPONIBILIZADO NA INTERNET
(Update in the database of geographic distribution of nematodes in
Brazil, available by internet)

Timo, R.T., Ogibowski, A.R.G., Melo, L. A.M.P,, Tenente, R.C.V. ................ 207



151 - SITUACAO ATUAL DO SISTEMA COMPUTACIONAL DAS ANALISES
NEMATOLOGICAS DE DIFERENTES ACESSOS DE GERMOPLAMA
IMPORTADOS PELO BRASIL, NO LABORATORIO DE QUARENTENA
DA EMBRAPA (Update of computational system of nematological analysis
in different acessions of imported germplasm by Brazil, at Quarantine
Laboratory of Embrapa)

Nascimento, H.l., Rissoli, V.R.V., Tenente, R.C.V,, Cares, J.E. ................ 208

152 - SUBSIDIOS AO PROCESSO DE ELABORACAO DE PLANO DE
CONTINGENCIA: Trogoderma granarium (Subsidies to contingency
planning elaboration proccess: Trogoderma granarium)

Vilarinho, K.R., Silva, S.F., Oliveira, M.R.V. ..o 209

153 - USO DE MARCADORES SCAR PARA IDENTIFICACAO DE
Meloidogyne incognita, M. javanica E M. arenaria (Application of scar
markers to identify M. incognita, M. javanica and M. arenaria)

Santos, M.F.A., Randig, O., Carneiro, RM.D.G. ..........cccooeiieiiiiiiiiiieeeee, 210
INDICE DE AUTORES ...ttt ettt ettt ettt 211
INDICE DE ORIENTADORES .....oeeeieee oot 220

OBSERVACAO: A REDACAO DOS RESUMOS E DE INTEIRA
RESPONSABILIDADE DOS AUTORES



BIOTECNOLOGIA

37



38



Biologia Celular

39



40



001 - ANALISE DE BIBLIOTECAS DE cDNA DE OVARIOS DE Brachiaria brizantha
APOMITICA E SEXUAL EM MEGASPOROGENESE E MEGAGAMETOGENESE
(Analysis of cDNA libraries of ovaries from apomictic and sexual Brachiaria
brizantha in megasporogenesis and megagametogenesis)

Guimaraes, L.A.1, Silveira, E.D.Z, Silva, F.R.s, Carneiro, v.1.C.}

A apomixia € o modo de reprodugao assexuada de plantas por meio de sementes.
Ela é encontrada em mais de 300 espécies de plantas, entre elas, Brachiaria brizantha.
Essa espécie de forrageira € amplamente utilizada como pastagem no Brasil e apresenta
tanto o modo de reproducao apomitico, quanto o modo de reprodugéo sexual. O padrdo
de expressao génica observado no desenvolvimento do saco embrionario pode estar
relacionado com a apomixia, pois nas plantas apomiticas este apresenta diferencas
em relacdo a uma planta sexual. O saco embrionario é formado de uma célula néao
reduzida e o desenvolvimento do embrido ocorre sem fertilizacao. Este trabalho teve
como objetivo analisar e comparar a expressao de genes durante o desenvolvimento
de ovarios de B. brizantha apomitica e sexual, em megasporogénese e
megaga@gnetogénese. RNA total de ovarios de B. briz%ntha foi extraido utilizando
TRIZOL e mRNA foi isolado com o kit Dynabeads (Dynal ). Foram construidas quatro
bibliotecas de cDNA com o kit SMART cDNA Library Construction Kit (Clontech). Os
cDNAs foram clonados em pTriplex2 e transformados em células de Escherichia coli
XL1Blue. As bibliotecas geradas foram seqlienciadas em aparelho automatico ABI
3700. Os cromatogramas foram analisados com o software PHRED e, apés o
processamento das seqiiéncias (trimming), estas foram agrupadas com o programa
CAP3, e comparadas por BLAST contra o banco ndo redundante, para verificar
similaridade dos EST’s gerados. Em seguida, as seqiéncias foram anotadas utilizando
dados fornecidos no Interpro e Gene Ontology. As bibliotecas mostraram um elevado
grau de representatividade. Dos 1536 EST'’s sequienciados até o momento, 82%
apresentaram qualidade minima para analise. Dentre elas, 76% n&o foram agrupadas
(singlets) e as demais geraram contigs compostos por 1 a 5 reads, apresentando,
assim, baixa redundancia. Apenas 18% das sequéncias foram descartadas devido a
qualidade do seqiienciamento e a contaminag¢des, sendo menos de 0,1% com
sequéncias de RNA ribossomal de planta. Os resultados gerados apresentaram
qualidade e representatividade, além de terem sido identificados EST’s que
apresentaram similaridade com sequéncias importantes para o desenvolvimento do
saco embrionario. O envolvimento dessas seqliéncias na expressao da apomixia é
discutido neste trabalho e 0 sequienciamento de um nimero maior de clones dessas
bibliotecas podera colaborar na identificagdo de cDNA’s relacionados ao modo de
reproducao apomitico em B. brizantha.

;Biologia, graduanda, Universidade de Brasilia-UnB

3Bic’>loga, doutoranda, Universidade Federal do Rio de Janeiro-UFRJ, CNPq
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002 - ANALISES PROTEICAS EM CALLI DE CACAU DESAFIADOS COM ESPOROS
DE Crinipellis perniciosa (Analyses of the protein pattern of cocoa calli infected
with Crinipellis perniciosa)

Ramos, A.R.1, Teixeira, J.B.Z, Marcellino, LHS , Gander, Es.’

A vassoura-de-bruxa é uma doenga que ataca as plantagdes de cacau e €
causada por um fungo basidiomiceto, hemibiotréfico, chamado Crinipellis perniciosa.
Esta endemia é responsavel pelas maiores perdas na cacauicultura nacional e, em
virtude da grande importancia desta cultura para as industrias de chocolate, varias
pesquisas sdo desenvolvidas visando esclarecer e identificar mecanismos para
minimizar os danos provocados por este patdgeno. Neste sentido, uma abordagem
protedmica, utilizando géis bidimensionais, foi adotada para comparar perfis protéicos
de cacau que foram expostos ao fungo. Calli de cacau (variedade suscetivel) foram
inoculados com ca. 2000 esporos e proteinas foram extraidas apés 12, 72 e 120
horas. As analises dos géis permitiram identificar quatro regibes distintas que
demonstraram modificagdes quantitativas e qualitativas durante a infecgdo. Em
particular destaca-se uma regido, composta de proteinas basicas com PM’s em torno
de 30 kDa, que desaparecem apoés 120 horas de infecgao. Em outra regido, contendo
proteinas acidas com PM’s entre 25 a 30 kDa, observa-se o aparecimento de uma
proteina especifica apds 72 horas de infecgédo. Estes resultados sdo os primeiros
mapas de proteinas que indicam alteragdes na expressao génica de cacau na fase
inicial e apos cindo dias de infecgdo com C. perniciosa. As analises mostraram que
esta técnica é capaz de distinguir diferencas no perfil protéico de calli de cacau em
situacoes de estresses causadas pela infecgdo de um patdgeno, além de evidenciar
o alto grau de dinamismo deste patossistema ao nivel protéico.
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003 - CARIOGRAMAS DO ACESSO DIPLOIDE SEXUAL E DE UM TETRAPLOIDE
APOMITICO (CV. MARANDU) DE Brachiaria brizantha (POACEAE) (Karyograms
of the diploid sexual access and of one tetraploid apomitic access (cv. Marandu)
of Brachiaria brizantha (Poaceae))

Almeida, L.M.1, Nébrega, J.M.z, Carneiro, V.T.C.3, Araujo,A.C.G.4

Muitas espécies do género Brachiaria apresentam ocorréncia de apomixia e
sexualidade dentro de uma mesma espécie. Apomixia € um modo de reprodugao
assexual com produgao de sementes viaveis. Entre os 274 acessos estudados de B.
brizantha, um foi identificado como dipléide (2n =2x =18) sexual (BRA002747) e os
demais, como tetraploides (2n = 4x = 36) apomiticos. Estudos vém sendo conduzidos
com alguns acessos dessa espécie visando compreender e dominar a apomixia bem
como desenvolver ferramentas para assistir o programa de melhoramento genético. A
citogenética pode contribuir significativamente para tais estudos. Analises
cariomorfolégicas de BRA002747 e de um acesso tetraploide, apomitico (cultivar
Marandu) de B. brizantha vém sendo realizadas para se caracterizar a origem desse
tetrapléide e identificar marcadores citogenéticos relacionados ao modo de reprodugao.
Cariogramas e ideogramas foram elaborados baseados na analise de nove células
mitéticas coradas pelo método de Feulgen para cada acesso. BRA002747 possui 9
pares de cromossomos com comprimento médio entre 2,40 e 5,15 im, do tipo
submedianos (5), medianos (3) e subterminal (1). Os outros acessos dipldides tém
cromossomos com 1,62 a 2,47 im e sdo medianos. O cultivar Marandu mostrou
cromossomos com 2,10 a 5,60 im e medianos (17), como os demais acessos
polipléides do género. Entretanto, estes tém entre 1,17 e 3,86 im. Esses dados
foram comparados com 12 acessos do género e a posicdo centromérica dos
cromossomos de cv. Marandu foi semelhante aquela dos outros acessos tetraploides
descritos de B. brizantha. Apesar do comprimento médio de dois pares consecutivos
de cv. Marandu e um par de BRA002747 mostrarem-se similares, o que poderia ser
um indicativo de autopoliploidia, o tipo do cromossomo difere bastante, sugerindo
entdo que cv. Marandu seja alopolipldide. Técnicas de bandeamento com outros corantes
como Giemsa, 4’-6-Diamidino-2phenylindole (DAPI) e cromomicina A (CMA) estédo
sendo realizadas para se determinar diferengas entre esses cariétipos.
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004 - DESENVOLVIMENTO DE CALOS DE Gossypium hirsutum (Development of
Gossypium hirsutum callus by embryogenic somatic)

Borba, T.C.B.1, Paes, N.S.z, Oliveira, R.S.S, Evangelista, I.B.R.4, Cavalcante, KL ,
; . 6
Grossi-de-Sa, M.F.

Mundialmente, o algodao é uma das culturas agricolas mais importantes e,
no Brasil, vem assumindo cada vez mais destacado papel econdmico e social. O
aparecimento de doengas e pragas, como o bicudo-do-algodoeiro, nas lavouras de
algodao, aliado a crescente demanda pelo aumento da produtividade e a melhoria da
qualidade da fibra impdem a necessidade continua de melhoramento genético desta
cultura. O estabelecimento de um método de transformacao para o algodoeiro é
condicao essencial para a efetiva introducao de genes de interesse nesta cultura.
Entretanto, os métodos tradicionais de transformagéao (mediado por Agrobacterium
tumefasciens e biobalistica) estdo vinculados ao uso de sistemas eficientes de
regeneracgao. Aregeneragao do algodoeiro baseia-se principalmente nos sistemas de
organogénese e embriogénese somatica. Este ultimo tem sido considerado um dos
mais eficazes, apesar de ser genétipo-dependente. Consiste na formacéao de embrides
a partir de células somaticas de diferentes tecidos da planta. Neste trabalho comparou-
se a obtencao de calos de Gossypium hirsutum, da cultivar nacional BRS Cedro, em
trés protocolos de regeneracao via embriogénese somatica. Dois deles (Kumria 2003
e Mishra 2004) apresentaram resultados bastante semelhantes quanto a capacidade
de indugéao de calos a partir de hipocétilo e quanto a sua aparéncia (cor e textura). Em
ambos houve boa formagao de calos friaveis verde-claros com aspecto granulado. Ja
o protocolo descrito por Sakhanokho (2001) resultou na formagao de calos verde-
escuros, rigidos e com raizes. Assim, para a produgédo de calos embriogénicos &
essencial que na etapa inicial (indugao de calos) se utilize uma combinagao de auxinas
e citocininas adequada para a ocorréncia de calos com alta capacidade de crescimento,
apresentando células do tipo arrendondadas e com citoplasma denso. Comparamos,
entao, trés combinagdes de auxina e citocinina e verificamos que a cv. BRS Cedro,
assim como a Coker 312 (americana) apresentou boa formagao de calos friaveis na
presenca de 0,1 mg/l 2,4-D e 0,5 mg/l cinetina.
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005 - INDUCAO DE CALOS EMBRIOGENICOS EM EXPLANTES FOLIARES DE
Coffea canephora SUBMETIDOS A DIFERENTES TRATAMENTOS COM 2,4-
DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D) (Embryogenic calli induction in Coffea
canephora leaf explants with different treatments of 2,4-D)

Palacio, T.C.", Barros, E.V.S.A.°, Grossi-de-Sa, M.F.’, Teixeira, J.B."

A cultura de tecidos é uma técnica importante para o estudo in vitro e a
propagacao de varias espécies lenhosas. Este trabalho objetivou verificar a capacidade
de indugao de embriogénese indireta para obtencéo de calos embriogénicos friaveis
de 3 clones da variedade Robustédo Capixaba. Explantes foliares foram inoculados em
meio de cultura C modificado contendo 2% de sacarose e com diferentes concentracoes
de acido 2,4 dlclorofenOX|acet|co (2,4-D). Segmentos foliares de aproximadamente
0,49 a0,81 cm” foram incubados em meio C modificado e 2 ,4-D (0; 5; 10; ou 20 iM).
Todos os explantes foram cultivados em placas de Petri contendo 25ml de meio mantidas
no escuro em sala de crescimento a temperatura de 26 UC+2. Depois de 30 dias da
inoculacdo, os explantes foram transferidos para meios frescos mantendo-se as
mesmas concentragdes originais. Apds 5 meses de inoculagéo, foram obtidos setores
de calos embriogénicos friaveis na maioria dos explantes inoculados. Observou-se
que os explantes provenientes do clone 02 resultaram em um volume maior de calos
embriogénicos. A analise comparativa entre as diferentes concentragbes do 2,4-D
indicaram que a maior quantidade de calos embriogénicos foi obtida nos meios de
cultura suplementados com 5 e 10iM. Explantes dos clones 03 e 23 formaram muito
calos secundarios com aspecto esponjoso, nao friaveis. No meio sem 2,4-D, houve o
surgimento de embrides somaicos, indicando ter ocorrido embriogénese direta. Nao
houve formagéo de calos na concentragéo de 2,4-D 20iM. Os calos embriogénicos
friaveis serdo utilizados em experimentos de transformacgao genética.
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006 - ANALISE COMPARATIVA DE DIFERENTES FASES DE DESENVOLVIMENTO
DE Meloidogyne incognita VIA ELETROFORESE BIDIMENSIONAL (Comparative
analysis of different Meloidogyne incognita development phases by two-
dimensional eletrophoresis)

Casado-Filho, E.' Rocha, T.L.%, Evaristo, R.G.S.>, Noronha, E.F., Grossi-de-Sa, M.F.’,
Franco, O.L.

Nematoides fitopatogénicos infestam diversas lavouras de importancia
comercial, acarretando perdas anuais ao redor de US$125 bilhes em todo o mundo.
Este patégeno se instala nas raizes, sendo notado quando ja causou severos danos
alavoura. Existem muitas estratégias descritas para o controle desse patégeno, porém
esbarram na efetividade ou na toxicidade ao meio ambiente. Visando desenvolver
tratamentos mais efetivos contra M. incognita, foram realizados analises das proteinas
de ovos, juvenis de segundo estagio (J ) e fémeas usando protedbmica comparativa.
Para obtengdo das proteinas totais, ’0os materiais biolégicos foram macerados
individualmente e centrifugados. Os sobrenadantes foram quantificados pelo método
de Bradford (0,5ig/iL), precipitados com acido tricloroacético para a concentragéo
final de 25ig e analisados em SDS-PAGE 15%. Proteinas com pesos moleculares
entre 10 e 200kDa foram observadas para todas as amostras analisadas.
Adicionalmente, na faixa entre 20 e 30kDa foram visualizadas proteinas de pesos
moleculares semelhantes. Para a eletroforese bidimensional, foram aplicados 100ig
de proteinas para cada amostra, em tiras de 18 cm de comprimento e pH variando
linearmente de 3 a 10. Na segunda dimens&o, as proteinas foram separadas em SDS-
PAGE linear 12%, usando o sistema ISO-Dalt SIX. Apds a eletroforese, géis foram
corados com nitrato de prata. As analises foram realizadas em duplicata. Os resultados
obtidos demonstraram uma grande variagdo entre as amostras com relagdo a
distribuicdo das moléculas no gel. As proteinas dos ovos se concentraram na regiéo
central do gel (pH préoximo a 6), as do J se distribuiram de forma regular pelo gel e as
das fémeas se concentraram em regides mais acidas do gel (pH proximo a 4). A
analise eletroforética mostrou diferengas significativas na composigéo protéica desses
estagios de desenvolvimento. Com a identificacdo dessas proteinas, sera possivel
desenvolver métodos de controle direcionados a elas, aumentando a especificidade e
a efetividade.
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007-ANALISE DA INTERACAO DA TOXINA CRY1la COM AS MEMBRANAS DO
INTESTINO MEDIO (BBMVS) DOS INSETOS Anthonomus grandis E Spodoptera
frugiperda (Interaction analysis of Crylla toxin with brush border membrane
vesicles from Anthonomus grandis and Spodoptera frugiperda)

Magalhdes, M.T.Q.", Brand, G.D.? Bloch Jr., C.}, Grossi-de-Sa, M.F."

Toxinas Cry provenientes de Bacillus thuringiensis, também denominadas de
a-endotoxinas, possuem ampla atividade inseticida, especificas para insetos de dife-
rentes ordens. Esta caracteristica vem sendo utilizada no desenvolvimento de plantas
transgénicas visando o controle de insetos-praga de culturas de importancia econémica.
Dentre estas, destaca-se o algodao que tem como principais pragas o bicudo-do-
algodoeiro (Anthonomus grandis) e a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda),
ambas causadoras de grandes prejuizos econémicos. Quando as toxinas Cry séo
ingeridas pelos insetos, estas sao solubilizadas devido ao pH alcalino do fluido intes-
tinal e ativadas por proteases especificas. A toxina ativada interage com moléculas-
alvo presentes na membrana celular, causando formagéo de poros e desbalancgo iénico.
O influxo de ions aumenta para dentro da célula, juntamente com a entrada de agua,
levando a célula a turgescéncia, lise e morte do inseto. Diferentes estudos vém sendo
realizados buscando a elucidagao do mecanismo molecular de agao e da interagao
das toxinas Cry com seus receptores de membrana. Visando identificar o mecanis-
mo de acgdo da toxina Cry1la12 (ja caracterizada em bioensaios seletivos contra as
pragas do algodoeiro, A.grandis e S. frugiperda), estudos foram realizados utilizando
um biosensor baseado no fendmeno de Ressonancia Plasmdnica de Superficie (Biacore
3000). A toxina foi imobilizada em um chip com cadeias de dextran carboxi-metilado e
as vesiculas obtidas a partir do intestino médio dos insetos (BBMVs) foram injetadas
nas superficies protéicas. A complexacao entre a proteina Cry e as BBMVs foi
monitorada em tempo real, sendo os analitos micro-recuperados, identificados e par-
cialmente sequenciados por espectrometria de massa em tandem (MS/MS). A proxi-
ma etapa deste trabalho envolve a determinagao das constantes cinéticas da interagéo
da toxina pelas BBMVs. Estes estudos contribuirdo para a elucidagéo da dinamica
molecular de interacdo e a geracdo de novas moléculas de maior toxicidade e
especificidade contra os insetos-alvo.
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008 - ANALISE DE DEFENSINAS PRESENTES NO TRANSCRIPTOMA DO CAFE
(Coffea arabica) (Analysis of defensins present in coffee (Coffea arabica)
transcriptome)

Barbosa, A.E.A.D.1, Souza, D.S.L.z, Grossi-de-S4a, M.F.°

As defensinas pertencem a uma classe de peptideos que fazem parte da
resposta imune inata e sdo presentes em plantas, invertebrados e vertebrados. Nas
plantas esses peptideos sdo pequenos (45-54 aminoacidos), altamente basicos, ricos
em cisteinas e, aparentemente, estao difundidos por todo reino vegetal.
Estruturalmente as defensinas possuem 8 cisteinas conservadas que formam 4 pontes
dissulfeto. Diversos estudos utilizando difragao de raio-x e NMR mostraram que esses
peptideos apresentam uma folha-b com 3 fitas e uma a-hélice paralela. Esses pequenos
peptideos tém mostrado atividade antifingica e bactericida, o que os torna promissores
para o desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes a patégenos. Portanto,
este trabalho teve como objetivo a identificacdo e analise de clones de defensinas
presentes no transcriptoma do café, para que num futuro possam ser analisados
experimentalmente e utilizados no desenvolvimento de plantas resistentes a patdégenos.
Os clones com similaridade a defensinas foram encontrados através de diversos
“tBLASTnN” contra o banco de dados do café, nessas buscas foram utilizadas as 15
defensinas de Arabidopsis thaliana como “query”. Um total de 7 clones foram
encontrados, sendo 4 contigs e 3 singlets. Esses clones foram alinhados com a
defensina PDF2.1 de A. thaliana para a visualizacao das cisteinas conservadas. As
sequiéncias protéicas deduzidas foram submetidas a um BLASTp contra 0 GENBANK
para a identificagdo de dominios conservados e proteinas semelhantes. Em apenas 3
clones foram identificados dominios relacionados a defensinas. No entanto, todos
obtiveram hits com defensinas de outras plantas. Uma analise filogenética entre as
defensinas do café e as de Arabidopsis mostrou que 4 delas sao bastante divergentes,
e as 3 restantes sdo mais proximas a defensina PDF2.5 de A. thaliana. As seqiiéncias
protéicas foram submetidas ao site SwissModel para e predicdo de estrutura
tridimensional. Essa predigao mostrou que todos os clones analisados possuem as
folhas-b e a-hélice caracteristicos das defensinas. Todas as analises realizadas
asseguram que os clones identificados sao potencias defensinas do café.
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009 - ANALISE “IN SILICO” DA EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DE Arachis
stenosperma INOCULADO COM NEMATOIDE DAS GALHAS (In silico analysis
of differential expression of genes of Arachis stenosperma inoculated with
root-knot nematode)

Proite, K.', Leal-Bertioli, S.C.M.”, Bertioli, D.J.°, Guimaraes, P.M.*

O amendoim cultivado, Arachis hypogaea, € altamente suscetivel ao nematoide
das galhas Meloidogyne arenaria, javanica e incognita. Ja o amendoim silvestre, A.
stenosperma, apresenta resisténcia a maioria das espécies deste nematoide. O
mecanismo de resisténcia de A. stenosperma foi recentemente estudado, tendo
demonstrado que 0 mesmo é decorrente da baixa penetragéo dos juvenis de segundo
estagio e da ocorréncia de reacao de hipersensibilidade. Visando a identificagcao de
genes potencialmente envolvidos nestes mecanismos de defesa, realizou-se a analise
do perfil de expresséo diferencial de genes de plantas submetidas a este stress bidtico.
Para tal, foram construidas duas bibliotecas de cDNA, a partir de mMRNAs de raizes
de plantas de A. stenosperma inoculadas com 10 000 J2 e de raizes n&o inoculadas.
Até o momento, foram produzidas cerca de 8750 ESTs (expressed sequenced tags)
das duas bibliotecas. Na analise preliminar das seqléncias geradas, ja foi possivel a
identificagdo de genes envolvidos com resisténcia e a geragdo de mais de 200
marcadores genéticos do tipo SSRs (microssatélites) que estdo sendo utilizados na
construgdo de um mapa de referéncia de Arachis. Os ESTs gerados a partir das
bibliotecas serdo comparados entre si e subtraidos, in silico, para a identificagdo dos
genes diferencialmente expressos quando do ataque dos nematoéides. Ageragéo de
ESTs ¢ a estratégia utilizada na construgdo do primeiro banco de seqiéncias de
Arachis silvestre, que também conta com sequéncias oriundas de bancos de cDNA
de plantas desafiadas com fungos foliares e Rhyzobium .
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010 - ANALISE PROTEOMICA DE CEPAS DE Bacillus thuringiensis DURANTE O
CRESCIMENTO E O PROCESSO DE ESPORULACAO (Comparative proteomic
analysis of Bacillus thuringiensis strains during growth phase and sporulation
process)

Silvas, T.S.1, Vasconcelos, E.A.R.Z, Magalhaes, M.T.Q.S, Rocha, T.L.4, Grossi-de-Sa,
M.F.

Bactérias entomopatogéncias esporulantes gram-postivas utilizam uma grande
variedade de proteinas que as auxiliam a invadir, infectar e matar seus hospedeiros.
Muitas destas proteinas sao produzidas durante a esporulagao e caracteristicamente
se encontram em cristais paraesporais. Amais estudada destas bactérias € o Bacillus
thuringiensis (B.t.), cujas variedades ja identificadas possuem infectividade especifica
para diversas ordens de insetos (Lepidoptera, Diptera, Coleopetra, Hymenoptera, dentre
outras). As proteinas entomopatogénicas de B.t. ha muito tempo vém sendo utilizadas
para o controle de insetos-praga, inicialmente como bioinseticidas, e a partir 1996,
também através da obtencéao de plantas geneticamente modificadas que expressam
proteinas Cry (de cristal) de B.t. Além das bem caracterizadas proteinas Cry, sao
também conhecidas proteinas entomopatogénicas soluveis produzidas durante a fase
de crescimento vegetativo denominadas “Vips” (Vegetative Insecticidal Proteins), sendo
estas ultimas ainda pouco exploradas biotecnologicamente. Tendo isso em vista,
objetiva-se neste trabalho caracterizar protebmicamente a cepa S811 de B.
thuringiensis, a qual possui conhecida atividade contra coledpteros, lepddpteras e
dipteros, durante as diferentes fases do processo de esporulagédo. Para tanto,
estabeleceu-se uma curva de crescimento para a cultura na qual relacionamos a
densidade o6tica do inoculo com a quantidade de proteinas citosdlicas que se pode
extrair em diferentes intervalos de tempo, apos a inoculagéo. Os intervalos de tempo
foram: 8 horas apds a inoculagao (HAI), estagio vegetativo e inicio da fase de
crescimento exponencial; 16 HAI, quando tem inicio a formagao dos esporos; 24 HAI,
quando é possivel observar esporos e cristal no interior das células; e 32 HAI, quando
tem inicio o processo de esporulagéo, sendo possivel observar esporos e cristais
livres no meio. O aspecto das células em cada um destes estagios foi avaliado por
Microscopia de Contraste de Fase e os extratos protéicos obtidos foram utilizados
para o estabelecimento de mapas de referéncia bidimensionais. Baseado nos mapas
de referéncias, spots seréo excisados e analisados por espectrometria de massa e
sequenciamento de proteinas. As seqliiéncias das proteinas identificadas poderao ser
utilizadas para o isolamento e clonagem de seus genes, As proteinas recombinantes
para esses genes serdo validadas em sistemas heterdlogos.
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011 - CONSTRUCAO DE BIBLIOTECAS DE ESTs DE RAIZES DE ALGODAO
(Gossypium hirsutum) INFECTADAS COM O NEMATOIDE DE GALHA DE RAIZ
(Meloidogyne incognita) (Construction of ESTs library from root cotton
(Gossypium hirsutum) infected with the root-knot nematode (Meloidogyne
incognita))

Paes, N.§.1, Viana, A.A.B:, Lima, L.M.a, Batistg\, J.A.N.4, Guimaréesﬁ, L.M.S, Barbosg,
A.E.AD., Scs)uza, D.S.L. ,OIiveirasNeto, O.B.’, Carneiro, R.M.D.G.", Togawa, R.C.,
Martins, N.F.", Grossi-de-Sa, M.F.

O agronegocio € um dos mais importantes setores da economia nacional,
onde se destaca a produgao de algodao (Gossypium hirsutum). No entanto, a produgéo
de algodao sofre perdas significativas devido ao ataque de fitonematdides, especialmente
o Meloidogyne incognita. A meloidoginose é a patogenia resultante da interacéo
nematoide/raiz vegetal que provoca diferenciagéo de focos celulares, levando a formagao
de galhas radiculares, que podem reduzir dramaticamente a produgao vegetal e provocar
a morte das plantas nos estagios mais cronicos da infecgdo. Uma das maneiras mais
eficientes de controle consiste na utilizagéo de variedades resistentes, que vém sendo
desenvolvidas por meio de melhoramento convencional. Visando estudar os
mecanismos envolvidos na resisténcia, foram construidas duas bibliotecas de ESTs
de raiz de algodao, resistente e susceptivel a esse nematoide, utilizando o kit
Superscript Plasmid System with Gateway Technology for cDNAs sinthesis and Cloning.
Os cDNAs foram entdo seqienciados, e a montagem das seqiiéncias das duas
bibliotecas foi realizada em conjunto, de forma a se buscar genes que estejam sendo
diferencialmente expressos. Os dados gerados resultaram em 2.262 sequiéncias para
as bibliotecas de raiz de algodao resistente e susceptivel. A montagem resultou em
1.827 grupos sendo 234 contigs e 1.593 singlets. Dentre os genes que foram
identificados encontram-se genes de resisténcia a estresse bidtico e abidtico e genes
de resisténcia a pragas e patdgenos. As sequéncias génicas com potencial de
expressao diferencial e com potencial de fator de resisténcia estdo sendo analisadas
e serao amplificadas para utilizagdo em experimentos de Northern blotting.
Posteriormente, essas seqiiéncias poderao ser utilizadas na transformacgao de plantas

com o intuito de produzir variedades de interesse agronémico resistentes ao nematdide.
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012 - CONSTRUCAO E ANALISE DE UMA BIBLIOTECA SUBTRATIVA DE cDNAs
DE PLANTAS Coffea arabica INOCULADA E NAO INOCULADA COM O NEMATOIDE
DA GALHA Meloidogyne paranaensis (Construction and analysis of asubtractive
cdna library of inoculated and non inoculated Coffea arabica with root knot
nematode Meloidogyne paranaensis)

Barros, E.V.S.,ZA.1, Lecouls, A.C.Z, Qo_liveira, P.E.F.a, Silva, F.R.4, Carneiro, R.M.D.G.S,
Fernandez, D.", Grossi-de-Sa, M.F.

O café é uma das principais commodities no mercado mundial, perdendo em
importancia apenas para o petréleo e seus derivados. O Brasil responde por cerca de
27% da atual produgao mundial, que € superior a 105 milhdes de sacas de café e é o
segundo consumidor mundial, atras apenas dos Estados Unidos. A agricultura cafeeira
sofre enormes prejuizos, pois a espécie Coffea arabica, que corresponde a 82% da
producao de graos, é altamente susceptivel a varias pragas e doencgas. Grande parte
dos danos nos cafeeiros sdo causados por fitonematdides que parasitam
predominantemente as raizes das plantas e séo considerados como uma das mais
importantes moléstias de muitas culturas, causando danos desde a diminuigao de
producédo até a morte das plantas. Para o cafeeiro, um dos géneros mais danosos de
nematodides € o Meloidogyne spp. (Nematéide das Galhas) que vém afetando as
plantagbes e inviabilizando o sistema de produ¢ao em areas infestadas, sendo M.
paranaensis uma das espécies mais agressivas. O objetivo do trabalho foi realizar
uma analise molecular da interagao planta-hospedeiro (cafeeiro e nematoide). Foram
realizados estudos utilizando a gendmica funcional para identificagio e isolamento de
sequéncias génicas relacionadas a infecgao por nematdides fitosedentarios Meloidogyne
spp, visando a expressao diferencial de genes em plantas suscetiveis de Coffea
arabica submetidas ao inéculo de M. paranaensis. A partir dos RNAs isolados nas
condi¢cbes contrastantes do estresse bidtico causado pelo nematdide, foram
sintetizadas fitas de cDNA, das quais posteriormente foi construida uma biblioteca
subtrativa. Uma analise preliminar de 96 clones da biblioteca mostrou a presenca de
genes relacionados a resposta a patégenos, assim como alta porcentagem de
sequéncias sem homologos conhecidos.

;Biéloga, doutoranda, Universidade Federal do Rio Grande do Sul-UFRGS
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013 - DESENVOLVIMENTO DE CHIPS DE cDNA EM MACRO-ARRANJOS PARA
IDENTIFICAR GENES REGULATORIOS EM MANDIOCA (Manihot esculenta Cranz.)
(Development of a macro array cDNA chip to identify regulatory genes in
cassava (Manihot esculenta Cranz.))

Agostini, M.A.V.", Souza, C.R.B.%, Carvalho, L.J.C.B.°

Landraces de mandioca com fenétipos diferenciados de raizes de reserva
foram coletadas na Amazonia para estudos das relagdes fenétipo-genotipo em
populagdes naturais com variantes na rota metabdlica de amidos e carotendides.
Ferramentas de bioldgica molecular foram geradas através desta diversidade, incluindo
estoque genético com mutantes espontaneos, bibliotecas de cDNA, banco de
sequiéncias de EST, banco de dados de EST, banco de dados de proteinas do
cromoplasto de raizes, alem de ajustes das técnicas de macro arranjo. O presente
trabalho da continuidade a estas pesquisas, e tem como objetivo desenvolver chips
especializados com cDNA para diagnosticar a expressao de genes regulatorios
envolvidos nos mecanismos genéticos e de desenvolvimento de raiz de reserva nos
variantes da sintese e acumulo de amidos raros e carotendides. Das 6 bibliotecas
subtrativas de plantas agucaradas e coloridas foram seqienciados 2880 clones e
gerado um banco de 1137 sequiéncias de alta qualidade (Phred >20). Estas foram
submetidas a analise de homologia em bancos de seqUéncias publicas para
identificagdo da possivel funcdo do gene correspondente aos ESTs. As fungdes
bioldgicas foram classificadas de acordo com o banco de dados KEGG e redundancias
de seqliéncias foram identificadas através de analises de identidade da seqiiéncia de
gene especifico e grupamentos de seqliéncias utilizando-se a pagina AliBee - Multiple
Alignment na formacao de grupos idénticos e subgrupos redundantes. Um representante
de cada subgrupo de sequéncia de gene idéntico que codifica para fatores de
transcrigcdo, traducao e seqiiéncias sem fungao conhecida (Non Hit, Proteinas
Desconhecidas e Proteinas Putativas) foram selecionados para composi¢ao dos chips
totalizando 590 ESTs. Macro-arranjos foram montados em membranas utilizando-se
um carimbo de 96 pinos e um suporte com quatro posicoes diferentes totalizando 384
spots. As analises de expresséo estdo em andamento no laboratério de bioquimica e
biofisica onde se almeja hibridizar as membranas com mRNA extraido de raizes de
reserva das mandiocas com os fenétipos agucaradas e as coloridas buscando novos
genes e genes reguladores envolvidos em tais caracteristicas como também genes
especificos de raiz de reserva e envolvidos no desenvolvimento do 6rgao de reserva.
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014 - DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTA WEB PARA ANALISE DE DADOS
DE PROJETOS GENOMA DO TIPO EST (Development of Web tool for EST genome
projects data analysis)

Sales, R.M.O.B.", Silva, FR.

Projetos genoma com estratégia do tipo EST trazem grandes vantagens em
relacdo aqueles com estratégia de sequienciamento completo. Além do custo menor,
os clones obtidos apresentam sequéncias codificadoras, ndo contendo DNA intergénico
ou introns. Entretanto, trabalhar com o volume de dados gerados por um projeto do
tipo EST manualmente ¢ inviavel. Projetos Genoma em desenvolvimento na Embrapa
Recursos Geneticos e Biotecnologia, como o Café ou Banana, por exemplo, tém,
respectivamente, 145.507 e 13.297 sequéncias distintas. As ferramentas de analise
de seqiéncias disponiveis atualmente sdo de dificil uso. A maior parte delas séo
desenvolvidas para operar em sistemas Unix, e poucas apresentam uma interface
amigavel, o que limita ainda mais que elas sejam usadas por usuarios com pouco
conhecimento de computacao. Nesse trabalho criamos uma ferramenta que automatiza
esse processo, permitindo que um pesquisador faga suas analises de maneira rapida,
facil e precisa, podendo focar apenas nos resultados e como eles se relacionam. A
ferramenta € composta de varios sistemas de busca interligados. Cada sistema abrange
um tipo de informagao desejada. Eles mostram os resultados procurados e todas as
informagdes correlacionadas na tela. Com isso, o pesquisador so precisa visualizar e
interpretar os resultados. Dessa forma, mesmo uma pessoa leiga em relagéo a
computadores pode trabalhar em pouco tempo e de maneira muito mais eficiente.
Como todo o processamento da informag&o ocorre no servidor, o usudrio nao precisa
de um computador com grande poder de processamento. Acesso a internet e um
navegador (browser) é todo o equipamento necessario para trabalhar com os dados.
Além disso, a ferramenta conta com mecanismos de seguranga equivalentes aos
sistemas de home-banking, evitando que as informagdes sejam acessadas por
pessoas nao autorizadas.

;Biologia, graduando, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
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015 - DETERMINACAO DA FUNCIONALIDADE DE FRAGMENTOS DO GENOMA
DE Arabidopsis thaliana COM AFINIDADE PELA PROTEINA ROLA DE
Agrobacterium rhizogenes (Functional properties determination of the
Arabidopsis thaliana genome sequences with affinity to the RolA protein of
Agrobacteruim rhizogenes)

Santos, D.B.M.1, Barros, L.M.G.z, Almeida J.D.2, Carneiro, M.3

A Agrobacterium rhizogenes € uma bactéria fitopatogénica que, em contato
com um ferimento na planta, adere a parede celular e transfere um segmento de DNA
(T-DNA) para o nucleo da célula. Este T-DNA, proveniente do plasmideo pRi contém
genes responsaveis por induzir a sintese de auxinas nas células vegetais, induzindo a
formacgao de raizes adventicias no local da infecgéo (sindrome de raiz em cabeleira).
Dos genes que compdem o T-DNA, o chamado rolA, é suficiente para induzir sintomas
como formacao de raizes, enrugamento foliar, atraso na floragdo e senescéncia,
inflorescéncias condensadas, encurtamento de entrends e crescimento radicular
deficiente. Ensaios in vitro demostraram que a proteina RolA possui afinidade por
sequéncias do DNA de Arabidopsis thaliana, sugerindo que disturbios provocados por
RolA podem ser resultado de sua interagdo com promotores celulares e da ativagao
ou repressao de genes a eles associados. Este trabalho teve como objetivo identificar
a capacidade promotora, espacial e temporal, de trés destes fragmentos do genoma
de A. thaliana, utilizando a regido codificadora da enzima GUS (&-glucuronidase) como
gene reporter. Os genes quiméricos foram clonados, independentemente, em
plasmideos binarios pBIN19, que foram introduzidos em plantas de Nicotiana tabacum.
Uma vez obtidas, as plantas transformadas foram analisadas quanto a expressao de
gus, porém essa expressdo nao ocorreu em nenhum tecido dessas plantas. Isso
pode ter ocorrido devido a auséncia da proteina RolA na planta, ja que a interagao de
RolA com essas sequéncias € que regularia a sua capacidade promotora. Argumentou-
se entdo que, na presencga dessa proteina, a expressao ocorreria. Desta forma, as
plantas transgénicas obtidas foram cruzadas com plantas ja transformadas com rolA,
sendo a segunda a doadora de pdlen. As sementes resultantes foram semeadas e
apo6s 90 dias foi realizado o teste de expressdo de GUS em folha, raiz e caule das
plantas desenvolvidas, porém, novamente, nenhuma expresséo foi detectada. Concluiu-
se que, os fragmentos aqui utilizados como promotores putativos ndo séo capazes de
promover a expressdo do gene reporter nos tecidos testados. Novos testes
histoquimicos serao realizados na inflorescéncia das plantas para a detecgéo de GUS
nos orgaos reprodutivos.
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016 - ESTUDO PROTEOMICO PRELIMINAR DAS PROTEINAS RELACIONADAS A
RESISTENCIA AO Meloidogyne incognita EM RAIZES DE ALGODAO (Preliminar
proteomic study of cotton root proteins related to Meloidogyne incognita
resistance)

Costa, P.H./g\.1, Evaristo, IBQ.G.S.Z, Magalhaes, J.C.C.S, Vasconcelos, E.A.R.4, Grossi-
de-Sa, M.F.", Rocha, T.L.

Nas ultimas décadas o consumo mundial de algodao vem crescendo
acentuadamente. Entretanto, a produgao desta cultura no Brasil é afetada por grandes
perdas, ocasionadas principalmente pelo ataque de pragas. Neste contexto, o Brasil
deixou de ser um dos grandes exportadores para um dos maiores importadores de
algodao. Entre as diversas pragas que atacam o algodoeiro, destaca-se o nematoide
Meloidogyne incognita. Ha um esforgo global para controlar o avanco desta praga.
Uma abordagem bastante promissora é o estudo protedmico, o qual envolve a analise
sistematica das proteinas expressas em um determinado 6rgéo ou tecido. Com o
objetivo de identificar proteinas que estejam relacionadas a resisténcia do algodoeiro
ao ataque de nematoides foram feitos estudos comparativos dos padrdes eletroforéticos
bidimensionais de raizes de algodoeiro susceptivel e resistente ao nematéide. Como
controle foram usados os padrdes eletroforéticos bidimensionais obtidos de nematéides
na fase de desenvolvimento J2. Resultados preliminares demonstram diversas proteinas
que sao expressas diferencialmente nas plantas susceptiveis e resistentes. Além
disso, é possivel visualizar também proteinas que sao expressas nas plantas resistentes
apos seis dias de infecgdo com os nematdides. As proteinas estdo sendo isoladas e
analisadas. Os resultados demonstram o potencial da tecnologia protedmica na
prospeccao de proteinas e/ou genes de interesse. As perspectivas futuras incluem a
melhoria do método de extragcao das proteinas, a otimizagdo das eletroforeses
bidimensionais e a identificagao das proteinas por espectrometria de massa.
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017 - ESTUDOS DO PROMOTOR DO GENE “OPAQUE-2-LIKE" DE MILHETO
(Pennisetum glaucum) (Studies of the promotor of an opaque-2-like gene from
pearl millet)

Pires, |vé.v.v.1, FaIcéo,GL.L.Z, Cabral, G.B;, Gomes, C.S.°, Pereira, JM.N.*, Meireles
Jr., H.J.", Gander, E.S. ", Marcellino, L.H.

Recentemente isolamos de milheto um gene semelhante a opaque-2 de milho
(02mt). Opaque-2 é um fator de transcricao que controla a expresséo de proteinas de
reserva em sementes. Dentro do &mbito do nosso projeto de prospecgao de promotores
utilizaveis em programas de melhoramento de gramineas, via transgenia, iniciamos a
caracterizagao funcional do promotor deste gene. Até o momento temos a disposigéo
550pb da regiao promotora e analises in silico mostram a presencga de alguns motivos
importantes para a expressao especifica, como por exemplo: “PBF box” (motivo presente
em promotores de zeinas, ao qual se ligam fatores de transcri¢gdo). Em uma primeira
etapa estamos testando se este fragmento é suficiente para promover a transcrigéo
de um gene repoérter em gramineas.O presente trabalho descreve a construgao de um
vetor contendo o promotor do gene 02mt controlando a expresséo do gene repérter
gus e a avaliagao da expressao transiente em semente de milheto e braquiaria, via
biobalistica. Para tal, amplificou-se o fragmento do referido promotor utilizando-se
primers especificos contendo sitios para as enzimas Pstl e BamHI nas extremidades
5’e 3. Apos a digestao com estas enzimas, o fragmento foi ligado ao vetor pBI 221
Pstl/BamHI (contendo sequéncias codificantes para GUS). O plasmideo resultante
foi sequienciado e utilizado para avaliagéo da expressao transiente em gramineas. Os
resultados mostraram a expressao do reporter gus revelando a funcionalidade do
fragmento do promotor testado. Tanto em milheto quanto em braquiaria a expresséo
foi observada em sementes. Na préxima etapa sera utilizado um fragmento maior
contendo outros motivos potencialmente envolvidos na regulagéo da expressdo. Esta
construgao também sera utilizada em experimentos desenhados a esclarecer se o
gene 02mt € auto-regulado.

Apoio: CNPq e Embrapa
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018 - EVOLUCAO MOLECULAR IN VITRO: SELECAO DE GENES PARA TOXINAS
CRY MELHORADAS COM POTENCIAL USO NO CONTROLE DE Spodoptera
frugiperda (Molecular evolution in vitro: selection of genes for improved Cry
toxins with potential use in control of Spodoptera frugiperda)

Oliveira, GR Ramos H.B. , Barbosa, A.E.A. D.} , Figueira, E.L. z! , Silva, M.C. M.?
Grossi-de-S3, M F’

Bacillus thuringiensis € uma bactéria gram-positiva que produz d-endotoxinas
ativas contra diversas espécies de insetos-praga de importancia na agricultura. Os
genes cry obtidos de B. thuringiensis tém sido largamente utilizados no desenvolvimento
de plantas transgénicas resistentes a insetos-praga. Atécnica de evolugdo molecular
in vitro tem sido empregada com o objetivo de gerar novos genes recombinantes com
propriedades melhoradas. O presente trabalho descreve o desenvolvimento de novas
proteinas Cry, ativas contra a lagarta do cartucho do milho (Spodoptera frugiperda),
uma das principais pragas do milho e do algodao. Utilizando as técnicas de DNA
Shuffling e Phage Display, uma biblioteca foi construida através da recombinagéo do
gene cry8Ga, recentemente isolado pelo nosso grupo. Este gene foi inicialmente
amplificado por PCR usando primers especificos contendo o sitio de restricao para a
enzima Sfi |. Apés amplificacao, o gene foi submetido a fragmentacao pela enzima
DNase | e o produto desta reacao (fragmentos de 30 — 50 pares de base) foi submetido
a novas reagdes de PCR na auséncia de primers para obtengdo de novos genes
recombinantes. O produto do gene recombinado foi digerido com Sfi |, introduzido no
fagomideo pCOMB 3xss e usado para transformar Escherichia coli (XL1 Blue),
resultando em uma biblioteca contendo 10’ variantes para o gene cry8Ga. Os clones
obtidos foram selecionados por Phage Display, usando como ligante as proteinas de
membrana do intestino (BBMV) da S. frugiperda. A analise dos mutantes, por meio
de bioensaio, demonstrou que a técnica de DNA shuffling em combinagao com Phage
Display foi eficiente na geragcao de novos genes. Desta biblioteca, 7 genes cry8Ga
recombinantes expressaram toxinas com expressiva atividade melhorada. O potencial
dessas novas toxinas Cry no controle de S. frugiperda esta sendo avaliado para posterior
utilizagéo dos genes em programas de melhoramento da planta do algodao.
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019 - HIBRIDIZACAO IN SITU DE DUAS SEQUENCIAS DE mRNA RELACIONADAS
COM O DESENVOLVIMENTO DE OVARIOS DE Brachiaria brizantha SEXUAL E
APOMITICA (In situ hibridization of two mrna sequences associated to ovary
development in sexual and apomictic Brachiaria brizantha)

Alves, E.R." Dusi, D.M.A°, Gomes, A.C.M.M.°, Carneiro, V.T.C."

Brachiaria apresenta modos de reproducgao sexual e apomitico, distinguidos
pela morfologia dos sacos embrionarios (SE). Plantas sexuais apresentam SE do tipo
Polygonum, enquanto nas apomiticas o SE & do tipo Panicum. Sequéncias de cDNA
foram isoladas de ovarios de plantas sexuais e apomiticas de B. brizantha, clonadas
e, por “reverse northern blot” selecionadas algumas especificas da megasporogénese
e megagametogénese. A expressao temporal e espacial destas sequiéncias esta sendo
localizada por hibridizagao in situ. Neste trabalho, descreve-se o padrao de expressao
de duas destas seqiéncias, durante o desenvolvimento do ovario de plantas sexuais
e apomiticas. Para sintetizar as sondas senso(S) e anti-senso(AS) de mRNA, o
plasmideo contendo as sequiéncias 29 e 38 foram linearizados com Ncol e Sall. As
sondas, marcadas com digoxigenina, foram sintetizadas com SP6 e T7 RNA polimerase
respectivamente, utilizando o “DIG mRNA Labeling kit” (Roche). Paralelamente, pistilos
em diferentes estagios de desenvolvimento foram fixados, incluidos e seccionados.
As secc¢des foram hibridizadas por 15 horas a 42°C e incubadas com anti-dig AP. As
l&minas foram montadas e fotodocumentadas. Para verificar a qualidade do RNA nos
tecidos, testes com “acridine orange” foram realizados. A sonda 29 AS hibridizou em
ovarios de plantas apomiticas tanto na esporogénese quanto na gametogénese, porém,
em ovarios de plantas sexuais a expressao foi ténue e apenas em algumas células
durante a gametogénese, confirmando o padréo encontrado no “reverse northern”. A
hibridizagdo com a sonda 29 S nao apresentou marcagao alguma. Nas hibridiza¢des
realizadas com a sonda 38 AS, uma marcacéo foi detectada na regido do 6vulo préxima
a micropila, tecidos ovarianos e SE nos estdgios de desenvolvimento cenocitico e
celularizado das plantas apomitica e sexual. Na hibridizagdo com a sonda S em
planta apomitica, ndo foi observada marcagao enquanto na planta sexual a marcacao
seguiu o0 mesmo padrdo da realizada com a AS. A diferengca de expresséo e de
localizagao dos transcritos nos ovarios das plantas sexual e apomitica sugere o
envolvimento da sequéncia 29 na diferenciagéo entre os dois modos de reprodugéo.
Enquanto o padréo de localizac&o do clone 38 indica seu envolvimento na regulagao
da expresséao de genes envolvidos na nutrigdo dos SE através da micropila. Outros
ensaios de hibridizacao in situ bem como clonagem das sequiéncias completas estéo
sendo efetuados para elucidar o papel destas seqiiéncias no desenvolvimento do ovario.
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020 - IDENTIFICACAO DE POTENCIAIS GENES DE RESISTENCIA A
FITONEMATOIDES PRESENTES NO GENOMA DO CAFE (ldentification of
potential nematode resistance genes present in the coffee genome)

Souza, IQ.S.L.1, Barbosa, A.E.%A.D.z, Grossi-de-Sa, M.S, Cavalcante, W.S.4, Barros,
E.V.S.A.", Grossi-de-Sa, M.F.

Uma das alternativas mais promissoras para o controle de fitonematdides
consiste na selecdo de genes de resisténcia para uso na produgédo de plantas
transgénicas. Estudos mostram que a maioria dos genes de resisténcia encontrados
nas plantas codificam para proteinas possuidoras de dominios LRR- NBS. Estes
dominios podem apresentar homologia com o receptor de interleucina 1 de mamiferos
(TIR), com a estrutura coiled col (CC), com o dominio transmembrana (TM) e com o
dominio de serina/treonina proteina quinase (PK). Estes sdo combinados dentro de
algumas classes basicas de genes de resisténcia: TIR-NBS-LRR, CC-NBS-LLRR,
NBS-LRR, PK, TM-CC, LRR-TM, LRR-TM-PK. Desta maneira vias de defesa sao
ativadas pela interacao de elicitores, produzidos por patégenos, com os produtos
especificos destes genes. Neste trabalho foi realizado um estudo comparativo in silico,
utilizando varios genes de resisténcia a nematéides, amplamente reportados, com
homodlogos dos genes R existentes no banco-genoma do café. As buscas foram
realizadas utilizando a ferramenta tBlastn, que compara uma seqiéncia de proteina
alvo contra a tradugao, nos seis quadros, das sequéncias nucleotidicas. O numero de
sequéncias ESTs do genoma café que apresentaram similaridade com cada gene de
resisténcia a nematdide utilizado sdo: Hero (100 sequiéncias), Hs1pro-1(2 sequéncias),
Mi-1; Mi-1.1; Mi- 1.2 (100 sequéncias), Gpa2 (100 sequéncias), Gro1, Gro1.2 (31
sequéncias), Gro1-5(32 sequéncias), Gro1-4 (24 sequéncias), Vrga1 (100 sequéncias).
Analises filogenéticas realizadas com o pacote Phylip revelaram as relages evolutivas
e distancias genéticas entre os genes identificados no transcriptoma do café e diversas
sequéncias obtidas no NCBI relacionadas com defesa a nematéides. Baseados nos
dados obtidos, potenciais genes para o desenvolvimento de plantas transgénicas
resistentes a fitonematdides, serdo selecionados e validados para determinagéo da
funcao.
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021 - IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO FUNCIONAL DE GENES ENVOLVIDOS
NA RESPOSTA AOS ESTRESSES ABIOTICOS, A PARTIR DE ANALISES IN SILICO
DA BASE DE DADOS DO GENOMA CAFE (ldentification and functional
characterization of genes involved in abiotic stress responses, identified by in
silico analysis of the coffee-est database)

Vinecky, F.', Brito, K.M.%, Sales, R.M.0.B.’, Silva, F.R.", Andrade, A.C.°

As constantes alteragbes climaticas observadas nas ultimas décadas, tem
causado danos a cultura de café. Desta forma, a ampliagcdo do conhecimento cientifico
acerca dos fatores genéticos envolvidos na tolerancia a seca, salinidade e temperaturas
extremas, com vistas ao melhoramento genético destas caracteristicas, é prioritario.
Foi concluido, com o apoio do Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento
do Café (CBP&D-Café), o projeto Genoma Café. Este projeto consistiu no
sequienciamento em larga escala de genes expressos (ESTs) de café e teve como
meta, identificar e anotar de 20 a 30.000 genes de Coffea spp. a partir do
sequienciamento de 200.000 clones de ESTs obtidos de diversas bibliotecas de cDNA,
inclusive aquelas oriundas de material vegetal submetido a estresses abidticos. Com
a conclusao do projeto, esta disponivel para pesquisa um banco de dados contendo
uma parcela significativa dos genes expressos em café (transcriptoma), associados
as diversas condi¢des de estresse submetidas ou tecidos utilizados para a construgéo
das bibliotecas. O objetivo do presente trabalho, foi realizar uma analise prospectiva
dos fatores genéticos potencialmente associados a resposta aos estresses abidéticos,
presentes na Base de Dados do Genoma Café. Essa analise baseou-se na identificagéo
de genes de café com alta similaridade aos previamente descritos, caracterizados
como genes envolvidos na resposta aos estresses abidticos (EREA), em outras
espécies vegetais. Através das analises de tBlastn, genes de café com alto nivel de
similaridade (e-value d” 10-20) aos 355 genes EREA pesquisados, foram identificados,
em mais de 91% dos casos. Apenas 5% dos genes EREA pesquisados, ndo resultaram
em genes analogos de café, com nivel significativo de similaridade (e-value €” 10-5). A
observagao de que a maioria desses genes nao encontrados na base de dados do
café, sdo genes relacionados as respostas ao frio, pode ser justificada pela auséncia
de ESTs provenientes de bibliotecas de cDNA, com esse tipo de estresse. Por outro
lado, essas diferencas poderiam estar relacionadas as diferengas fisioldgicas
marcantes entre arabidopsis e cafeeiro, com relagéo a tolerancia ao frio, uma vez que
grande parte dos genes EREA utilizados nesta pesquisa, sdo provenientes de
arabidopsis. Concluiu-se que a utilizagdo da Base de Dados do Genoma Café € uma
ferramenta poderosa na rapida identificagédo e sele¢ao de potenciais genes de interesse
agrondmico de café, para a realizagdo de ensaios experimentais de caracterizagéo
funcional.
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022 - IDENTIFICACAO PARCIAL DE PROTEINAS SOLUVEIS DE PALMA
FORRAGEIRA (Opuntiaficus-indica MIL) EXPRESSADAS SOB CONDICOES DE
ESTRESSE HIDRICO (Partial identification of soluble proteins of Opuntia ficus-
indica Mil over expressed under hidric stress conditions)

Reis, M.B.A‘\‘f, Souza, D.S.L.%, Franco, O.L.°, Rocha, T.L.", Grossi-de-Sa, M.F.”,
Romano, E.

A busca de alternativas para solucionar os problemas causados por estresses
ambientais é considerada um dos grandes desafios do agronegdécio nacional.
Atualmente, os efeitos provocados por déficit hidrico, baixas temperaturas e alta
concentragao salina nos solos vém sendo amplamente estudados e varios genes
relacionados a estas caracteristicas ja foram isolados, caracterizados e utilizados no
melhoramento genético de plantas. A palma Opuntia ficus-indica, uma forrageira da
familia Cactaceae, apresenta relevantes caracteristicas genéticas relacionadas a
elevada resisténcia a condi¢des de alta temperatura e baixa umidade, sendo capaz
de sobreviver por longos periodos de seca. Devido a estas caracteristicas, foi proposta
a investigacao protedmica desta planta sob condigdes de estresse hidrico. Para a
realizagéo desse trabalho, foram comparados extratos protéicos das estruturas foliares
modificadas (raquetes basal, intermediaria e superior) da palma em condi¢des normais
e sob estresse hidrico, utilizando eletroforese uni e bi-dimensional. A anélise
eletroforética em SDS-PAGE 12% exibiu perfis com pesos moleculares entre 10 e
200 kDa para todas as amostras. Adicionalmente, nas plantas estressadas, sobretudo
para as raquetes superiores, foram detectadas bandas distintas de baixo peso
molecular. Por essa razéo, os extratos das raquetes superiores das plantas
estressadas e em condigdo normal foram escolhidas para a analise comparativa via
eletroforese bidimensional. Acomparagao dos géis possibilitou a identificagao de spots
comuns, assim como spots exclusivos para cada amostra analisada. Os spots
diferenciais estdo em fase de seqlenciamento via Q-TOF. As seqliéncias geradas
serdo analisadas em banco de dados visando a possivel identificacdo de genes
relacionados a resisténcia ao estresse hidrico que serao disponibilizados para estudos
envolvendo melhoramento genético.
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023 - INIBIDORES DE ENZIMAS DE Enterolobium contortisiliquum (TIMBAUBA)
ATIVOS CONTRA AMILASES E PROTEINASES DE Spodoptera frugiperda
(Inhibitors from Enterolobium contortisiliquum (Timbalba) activies against
amilases and proteinases from Spodopterafrugiperda)

Daga,SC.J.1, Barb%sa, T.1, Vitalino, R.C.Z, Ferreira, C.H3., Grossi-de-Sa, M.F.4, Bloch
Jr., C.", Melo, F.R.

Inibidores de proteinases e de amilases ocorrem em diversas espécies de
plantas. Estas proteinas podem funcionar como reguladores de atividade endégenas
nas sementes durante o processo de germinacao e como defesa contra o ataque de
pragas e patdgenos. Foi preparado um extrato bruto das sementes de timbauba usando
0,1M NaCl, 0.01M HCI numa proporgéo de 1:5 (p/v). O material foi centrifugado a
10.000 rpm, a 4° C por 20 minutos e o sobrenadante foi utilizado para preparar a fragéo
protéica com sulfato de aménio (0-60%). Esta fragéo foi usada para testes de atividade
de inibicdo de amilase in vitro de acordo com Bernefeld (1965), e inibicdo de proteinase
de acordo com Solomon et al. 1999 e Kunitz (1997). Os testes de inibicao foram
realizados com a fragao protéica ( 0-60%), resultando em uma inibigédo da atividade
amilasica de 16% para Anthonomus grandis (bicudo do algodoeiro) e de 45 % para
Spodoptera fugiperda, ja para proteinase observou-se uma inibicédo de 17% e 65% ,
para os respectivos insetos. Para a purificacdo dos inibidores foi usada inicialmente
cromatografia de afinidade em coluna de Red- Sepharose CL-6B. Seguindo o processo,
estdo sendo realizadas cromatografias em HPLC (Akta) em coluna Surphedex 75 10/
30. Para a visualizagéo das proteinas usou-se eletrofore em gel de poliacrilamida,
SDS-PAGE conforme Laemmli (1970), sendo determinadas as massas moleculares
por espectrometria de massa (MALDI TOF). Proteinas com 12,85 kDa, 13,47 kDa e
15,50 kDa foram observadas no pico retido em Red-Sepharose. Apés purificacdo dos
inibidores de amilase e de proteinase, pretende-se fazer testes biolégicos contra larvas
dos insetos-alvo objetivando gerar opgdes para a produgao de plantas transgénicas
resistentes a pragas.
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024 - INTERACAO ENTRE Meloidogyne arenaria RACA 1 E DUAS ESPECIES
SILVESTRES DE Arachis: OBSERVACOES PRELIMINARES (Interaction between
Meloidogyne arenaria race 1 and two wild species of Arachis: preliminary
observations)

Proite, K.', Carneiro, R.M.D.G.°, Gomes, A.C.M.M.’, Leal-Bertioli, S.C.M.", Bertioli,
5 . - 6
D.J.", Guimaraes, P.M.

Espécies silvestres de Arachis sao importantes fontes de resisténcia a varios
patégenos. A descricdo das resisténcias de duas espécies silvestres, Arachis
cardenasii e A. batizocoi a Meloidogyne arenariaraga 1 e M. hapla é dada de forma
evasiva e sem detalhes na literatura. A. stenosperma e A. duranensis sao outras duas
espécies silvestres que se apresentaram resistente e suscetivel, respectivamente, a
M. arenariaraca 1 (Bertioli et al., informacao pessoal). Este trabalho teve como objetivo
estudar e avaliar a interagao planta-patégeno para determinar como e quando a
resisténcia e a susceptibilidade sdo expressas. Foi utilizada como controle positivo
do experimento, A. hypogaea var. tatu, que € uma planta hospedeira. Cada espécie de
amendoim foi inoculada com 10 000 juvenis de segundo estagio (J2)/planta. As raizes
foram coletadas aos 3, 9, 16, 32, 48 e 63 dias apds inoculagdo. Algumas pontas das
raizes foram coletadas e fixadas em glutaraldeido 2% e tetroxido de ésmio 1%,
dissolvidos em cacodilato de sédio e impregnados com resina spurr e os cortes de
1im foram analisados em microscopia 6ptica. O restante das raizes foi corado com
fucsina acida para observacao direta dos nematodides nas raizes de amendoim. Em A.
hypogaea e A. duranensis ocorreu evolugao normal do ciclo de M. arenariaraca 1, em
torno de 48 dias para a primeira e 63 dias para a segunda espécie de amendoim,
mostrando assim que em A. duranensis o ciclo do nematéide foi um pouco mais longo
que em A. hypogaea. Na espécie resistente, A. stenosperma, poucos J2 penetraram,
nao ocorrendo desenvolvimento para os estagios mais avancados. Os cortes finos de

microscopia Optica confirmaram esses resultados.
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025 - ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE SEQUENCIAS REPETITIVAS EM
ESPECIES SILVESTRES DE Arachis (Isolation and characterization of repetitive
sequences in wild Arachis species)

Fonseca, F.C.A.", Nielen, S.%, Leal-Bertioli, S.C.M.’, Guimaraes, P.M.", Bertioli, D.J.°

O conhecimento da organizacéo fisica e genética do genoma de espécies
silvestres de Arachis, sobretudo na anadlise de genes e seqliéncias repetitivas e suas
posi¢cdes nos cromossomos, € possivel entender as caracteristicas que diferenciam
duas espécies entre si e auxiliar o mapeamento de elementos desejaveis visando o
melhoramento do cultivo de amendoim (Arachis hypogaea) por meio de cruzamentos
interespecificos. Sabendo que as seqiiéncias génicas sao bastante conservadas entre
varias espécies vegetais e que o restante do genoma sofre constantes mudancas por
pressodes seletivas, a analise de elementos repetitivos pode ser ferramenta importante
para discriminagao de espécies silvestres que apresentem um genoma mais compativel
com o da espécie cultivada, facilitando o cruzamento e a introgresséo dos genes de
interesse. O objetivo desse trabalho foi o de isolar e caracterizar elementos repetitivos
em espécies silvestres de Arachis. Dessa forma, foram utilizadas enzimas de restrigdo
para digerir DNA gendmico de diferentes espécies de Arachis (silvestres e cultivada)
seguidos de Southern Blot para estudo de metilagdo no DNA. Foi feita clonagem de
fragmentos de DNA gendmico de A. hypogaea cortados com Hindlll e os clones
utilizados em Dot Blots para hibridizagdo com DNA de A. hypogaea e futuro
sequenciamento. Fragmentos em tandem de DNA A. duranensis e A. ipaensis
coletados de um gel de poliacrilamida e clones obtidos anteriormente em outros
trabalhos foram sequienciados utilizando-se primers especificos para tentar fechar a
sequéncia de um elemento que aparenta ser repetitivo. Resultados preliminares do
Southern blot indicam nao haver metilacdo no DNA de diferentes espécies de Arachis.
O sequenciamento permitiu ampliar a seqiiéncia conhecida para o elemento repetitivo
tendo esse sido utilizado em Dot Blot para avaliagao do numero de cdpias ho genoma
de A. duranensis e em hibridizacao in situ com fluorescéncia (FISH). O FISH mostrou
uma dispersdo ampla desse elemento nos cromossomos de A. duranensis mas, nao
sendo notada nas regifes centroméricas e teloméricas. Serdo realizadas mais
clonagens de fragmentos de DNA de espécies silvestres, novos sequenciamentos
serdao montados para determinar as sequéncias repetitivas e esses elementos utilizados

em FISH.
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026 - ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DO PROMOTOR DO GENE waxy DE
MILHETO (Pennisetum glaucum) [Cloning and caracterization of the promotor
region of the gene waxy from pearl millet (Pennisetum glaucum)]

Pereira, J.M.N.1, Falcao, L.L.2, Gander, E.S.S, Marcellino, LH*

As gramineas, em especial o milho, sdo de grande importancia para a
agricultura e tém sido alvo de melhoramento genético via transgenia. Para expressao
adequada de genes se faz necessario ter a disposicao promotores que controlem, de
forma eficiente, a expressao de genes de interesse tais como: genes que confiram
resisténcia a pragas e patdégenos. Na busca de um promotor adequado para gramineas,
optamos por isolar e caracterizar a regido 5° a montante do gene waxy de milheto (P.
glaucum). Este gene codifica para uma proteina participante da sintese de amido
(UDPG glucosyl transferase) e é expresso em sementes. Por isto pode conter um
promotor especifico de grande interesse para expressao de genes em graos de
gramineas. Para a clonagem deste promotor, amplificou-se por PCR, a partir do DNA
gendmico de milheto, um fragmento correspondente a regiao de interesse, usando
primers similares a regido 5’ do gene depositado no banco de dados EMBL. A
amplificacao foi feita em duas etapas. Na primeira utilizou-se primers externos (F1:
5'GCTGCCAAAGCGTTAGGTG 3" eR1: 5"CCATGTCGGTGATCAGCGT3") e nasegunda
primers internos (F2: 5" GGTCAGCAGCTTCCAGCCTA3" e R2:
5'CGTGGAAAGGAAGGTGGAT3"). Desta forma gerou-se um fragmento de 800 pb
que foi clonado no vetor de clonagem de produtos de PCR - pGEM-T easy. O fragmento
foi sequienciado e a analise da seqliéncia de nucleotideos revelou similaridade ao
clone de genémico BAC 311G2 de milheto (nUmero de acesso AF488414). Aregido de
similaridade encontra-se em uma regiao intergénica a montante do gene waxy. Abusca
por elementos regulatérios em cis revelou, entre outros, a presenca da “ACGTC-
box”,envolvido na ligacdo com fatores de transcri¢gao do tipo b-Zip e da “CCAAT-box”,
elemento comumente encontrado em promotores de eucariotos. Para a avaliagéo da
funcionalidade do fragmento clonado, este sera sub-clonado a montante ao gene gus
e a expressao transiente deste gene repérter sera avaliada em plantulas de milheto.
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027 - MAPEAMENTO DE RGAS (ANALOGOS DE GENES DE RESISTENCIA) EM
UM MAPA GENETICO DE AMENDOIM SILVESTRE Arachis SPP. (Mapping of RGAs
(resistance gene analogues) in a genetic map of wild Arachis)

José, A.C.V.F.', Guimarges, PM., Leal-Bertioli, S.C.M.’, Bertioli, D.J."

O amendoim é uma das leguminosas mais cultivadas no mundo. Sua baixa
diversidade genética e diferenca de ploidia dificulta a introgressao de resisténcias de
parentes silvestres. A produgdo de um mapa de ligagdo baseado em SSRs e bioensaios
para mapeamento de resisténcias € uma ferramenta produzida para auxiliar no
melhoramento com selecdo assistida por marcadores moleculares. A eficiéncia de
selecao assistida depende do uso de marcadores fortemente ligados a caracteristica
de interesse. O uso de marcadores ligados a genes que codificam para proteinas
envolvidas na reacgao de resisténcia ja foi estabelecido. Neste contexto, 79 regides
analogas a genes de resisténcia (RGAs) foram previamente isoladas através de PCR.
Para utilizar RGA3§ como marcadores, foi utilizado Southern Blot com as sondas RGA
marcadas com P~ . 18 RGAs de A. stenosperma, A. hypogaea e A. cardenasii foram
genotipadas em parte de uma populagéo segregante derivada de parentais contrastantes
quanto aresisténcia a trés espécies de fungos foliares e a Meloidogyne arenaria raga
1e 2, M. javanicaraga 4 e M. hapla. Sera testada a resisténcia dos individuos F3 para
asocia-las a locus de RGAs. Assim, os RGAs relacionados poderao ser utilizados em
selecao assistida. Uma nova técnica, semelhante a AFLP foi recentemente descrita e

vem sendo utilizada para genotipagem de RGAs na populagao de mapeamento.
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028 - METODOLOGIA PARA PROSPECCAO DE BIOMOLECULAS EM LARGA
ESCALA, COM BASE NA ASSOCIACAO DE ANALISES DE TRANSCRIPTOMA E
PROTEOMA (Large scale methodology for prospecting bio-molecules based
on associated transcriptome and proteome analyses)

Barbosa, E.A.", Vinecky, F.°, Brito, K.M.’, Prates, M.V.", Andrade, A.C.’, Bloch Jr.,
C.

O presente trabalho usa como modelo de aplicagéo experimental o novo conceito
“industrial” de prospecgéo de biomoléculas presentes em secre¢des da pele de anfibios,
a qual tem se mostrado uma importante fonte de peptideos bioativos com acéo
antimicrobiana. Esses peptideos tém potencial farmacoldgico e terapéutico, além de
possivel aplicagcdo na agropecuaria. Em geral, os peptideos antimicrobianos, ja isolados
e caracterizados da pele de anfibios, sdo produzidos a partir da clivagem de precursores
(prépro-proteinas), resultando em pequenas cadeias polipeptidicas de 10-50 residuos
de aminoacidos, classificados em pelo menos 13 familias peptidicas. Estima-se que
cada anfibio produza, em sua pele, de 10 a 20 peptideos antimicrobianos. Postula-se
que a produgao de peptideos antimicrobianos, esteja diretamente envolvida na protegcao
contra diversos microrganismos que normalmente sdo encontrados nos ambientes
umidos. Esses peptideos podem apresentar alta especificidade a determinados
patdgenos. Analises in silico das seqliéncias nucleotidicas que codificam essas
proteinas, isoladas de diferentes espécies de anfibios, revelaram alta conservacao na
regiao N-terminal, onde estdo contidas as sequéncias do peptideo sinal e da regiao
precursora intermediaria. Com base nessas observagdes, primers degenerados
complementares as regides conservadas foram desenhados e utilizados com sucesso
em reacdes de 3'-RACE, no isolamento de cDNAs codificando varios destes peptideos.
Até o momento, cerca de 1500 seqliéncias de cDNA foram produzidas a partir de RNA
isolado da pele de dez espécies de anuros dos géneros Phyllomedusa, Hyla e
Physalaemus. Todas as seqliéncias estdo depositadas numa base de dados especifica
na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Os resultados obtidos indicam a
presenca de peptideos com similaridade aqueles de familias protéicas ja descritas
(Filoseptinas, Dermaseptinas e Hylaseptinas), e ainda, dezenas de outros que néo
apresentam similaridade alguma, sendo, portanto, novos peptideos com agao ainda

desconhecida.
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029 - OBTENCAO DE PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS DE Brachiaria
brizantha CV. MARANDU (Obtention of genetically modified plants of Brachiaria
brizantha cv. Marandu)

Cabral, GB.', Santana, C.G.%, Carneiro, V.T.C.>, Dusi, D.M.A.*

A braquiaria ¢ uma graminea forrageira introduzida da Africa que apresenta
modo de reprodugao assexual denominado apomixia, 0 embrido se desenvolve sem
que haja fertilizagao, ocorrendo desta forma, uma clonagem por semente. A
transformacgéao genética de plantas € uma ferramenta para o melhoramento que amplia
as possibilidades de introdugao de novas caracteristicas. Em plantas apomiticas a
tecnologia de transformacgéo pode viabilizar o aporte de qualidades especificas, de
dificil obtengdo por técnicas convencionais de hibridacdo. Isto porque embora
cruzamentos com plantas apomiticas sejam possiveis, estas s6 podem atuar como
progenitores masculinos, ou fornecedores de pdlen para fertilizagcao de plantas sexuais
de mesma ploidia. Visando a obtencdo de plantas geneticamente modificadas de
braquiaria por biobalistica, foi testado o bombardeamento de calos embriogénicos e
de calos friaveis de Brachiaria brizantha cv. Marandu. Os calos foram obtidos de
sementes maduras em meio de indugdo de embriogénese somatica (MSCLind), e
apos 15 ou 30 dias, foram bombardeados. Para o bombardeamento foi utilizado o
plasmidio pAHUG que carrega o gene gus sob controle do promotor da actina de arroz
(Act1) e o0 gene de selecéo hptll dirigido pelo promotor de ubiquitina de milho (ubi1).
As condigdes fisicas usadas no bombardeador foram 900 ou 1200 psi, para a presséo
de gas hélio, e a distancia da placa contendo os explantes em relagdo a membrana
carreadora foi de 6 cm. Os calos bombardeados foram cultivados na presenca de
higromicina, em dosagens crescentes, em meios de indu¢gdo (MSCLind 5mg/L),
regeneragdo (MSCLreg 10mg/L), manutengao (MMP 20 mg/L) e enraizamento (meio
B 20 mg/L). Foram obtidas plantulas que foram aclimatadas em vermiculita e
transferidas para casa de vegetacao. Analises de PCR e Southern blot foram realizadas

para verificar a natureza transgénica das plantas.
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030- O N-TERMINAL DA PROTEINA RolA GUARDA SUA ATIVIDADE BIOLOGICA
(The RolA protein N-terminal retains its biological activity)

Arrial, R.T.1, Acau3, T.2, Barros, L.M.G.s, Carneiro, M.4

A proteina RolA é originalmente codificada pela Agrobacterium rhizogenes,
uma bactéria de solo, patdégeno natural de dicotiledéneas. Quando infectada por A.
rhizogenes, a planta desenvolve raizes no sitio de infec¢gdo que podem regenerar plantas
cujo fendtipo é alterado. Os genes responsaveis pela indugao das raizes e alteragéo
morfoldgica nas plantas, denominados rolA, rolB, rolC e rolD, estéo localizados no
plasmideo agrobacteriano Ri na regido conhecida como T-DNA. O gene rolA, quando
isolado e expresso em plantas transgénicas, induz alteragbes como: nanismo,
enrugamento foliar, atraso no florescimento e na senescéncia e redugao do contetido
de giberelina e poliaminas. Embora a proteina RolA interfira drasticamente no programa
de desenvolvimento das plantas, sua fung¢do biologica é desconhecida e nao foi
encontrada similaridade com nenhuma proteina conhecida. O objetivo deste trabalho
¢€ identificar em RolA uma regido determinante de sua fungéo biolégica. Para tanto,
foram feitos estudos in silico do padrao de hidrofobicidade e, com base nos resultados,
foram feitas delegbes sequienciais em sua regido codante e fusdo com a regido codante
da proteina reporter GUS, para possibilitar sua identificagao, gerando varias proteinas
quiméricas RolA::Gus. As construgdes foram expressas em fumo e submetidas a
analises fenotipicas e de expresséo dos genes exdgenos. Os resultados do Northern
blot mostram os mRNAs das diferentes fusdes do tamanho esperado. Ab-glucuronidase
é ativa em todas as fusbes e quando a proteina RolA completa esta presente, as
plantas apresentam fendtipo tipico rolA, evidenciando a bifuncionalidade da proteina
de fusdo. Foi observado que o N-terminal da RolA é imprescindivel para sua atividade
e que os 60 primeiros aminoacidos induzem alteragées morfoldgicas tipicas do gene
rolA mas com menor intensidade, quando comparado a proteina intacta.
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031 - OTIMIZACAO DA TECNICA DE TRANSFORMACAO DE PLANTAS DE
ALGODOEIRO CV. BRS CEDRO VIA TUBO POLINICO (Optimization of the pollen-
tube pathway technique plant transformation in cotton var. BRS Cedro)

Oliveira, R.S.1, OIiVéaira Neto, O.B.z, Evangelista, IB.R’ , Viana, A.A.B.4, Paes, N. S.S,
Grossi-de-Sa, M.F.

Visando o controle dos insetos-praga, Anthonomus grandis e Spodoptera
frugiperda, o presente trabalho foi elaborado para otimizar a técnica de transformagéo
via tubo polinico na obtencdo de uma cultivar brasileira geneticamente modificada
resistente a estes importantes insetos da cotonicultura. A introdu¢do de um DNA
exodgeno em um embrido de algodoeiro via tubo polinico apos a polinizagao foi divulgada
pela primeira vez por Zhou e colaboradores em 1983. Ateoria desta técnica pode ser
descrita como a seguinte: apos a polinizacao, as células da nucela formam um canal
para permitirem a passagem do tubo polinico até o saco embrionario. Sendo assim,
com aremogao do estilete e a aplicagao de uma solugao de DNA na parte superior da
jovem maca apos a polinizagao, o DNA exdgeno pode alcangar o ovario através da
passagem deixada pelo tubo polinico e integrar as células zigéticas ja fertilizadas,
mas nao divididas. O experimento foi realizado com 240 plantas, divididas em 6
tratamentos e com 10 microinjecbes por planta. Os tratamentos utilizados no
experimento foram os seguintes: Controle; (DNAM) plantas microinjetadas no periodo
da manha; (DNAN) grupo microinjetado no horario de 18 as 19:00 h; (DNAV) plantas
que tinham o orificio deixado pela microinjegéo selados com vaselina; (DNAA) plantas
microinjetadas com agua e (DNAS) plantas que tiveram as magéas submetidas apenas
a perfuracao com a agulha da microseringa. A construcao utilizada nas microinjecoes
tinha o gene codificador do inibidor BTCI (inibidor de tripsina Bowman-Birk e inibidor
de quimotripsina) e da Tarina (Tar1), devido as suas atividades contra coledpteros e
lepidépteros, respectivamente. Verificou-se que o horario da microinjecao influencia
no abortamento das magas. O indice de abortamento maior é observado quando as
microinjecdes sao feitas no periodo matutino. O tratamento que apresentou menor
indice de abortamento foi aquele no qual o orificio deixado pela agulha era selado com
vaselina. Foram colhidas 21 mil sementes que estdo sendo submetidas a teste de
selegdo com canamicina. Apds essa selegao inicial, as plantas que se mostraram
positivas serdo submetidas a testes de PCR com primers especificos nas construgdes
génicas utilizadas. A frequéncia de transformagao esperada € de 0,1%, sendo assim,
até 21 plantas transgénicas podem ser obtidas a partir desse trabalho.
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032 - POTENCIAL DE UTILIZACAO DE EXTRATOS AQUOSOS DE PLANTAS
VISANDO O CONTROLE DE Meloidogyne incognita (Potential utilization of
aqueous extracts from plants targeting the Meloidogyne incognita control)

Evarjsto, R.G.S.', Magalhaes, J.C.C.", Cruz, C.C.M.", Souza, D.S L., Grossi-de-S4,
M.F., Rocha, T.L.

Os nematdides do género Meloidogyne causam grandes prejuizos a diversas
culturas em todo o mundo. Devido ao alto custo e toxicidade ao meio ambiente, os
nematicidas vém sendo substituidos por métodos alternativos de controle, como a
rotacao de culturas, uso de variedades resistentes e de plantas antagonistas. Sendo
uma das linha de pesquisa desenvolvida no Laboratdrio de Interagcao Molecular Planta-
praga do Cenargen voltada a prospec¢do de biomoléculas efetivas no controle de
pragas, este trabalho visou testar o efeito de extratos aquosos de sementes de Fava
branca, Favecas preta e vermelha, Lobeira, Luetzelburgea e Feijdo Preto contra juvenis
de segundo estagio (J2) de M. incognita. Os extratos aquosos foram obtidos por
trituracdo de sementes, que foram mantidas em agua bidestilada (dH20) sob lenta
agitacao a 4° C por 24hs. Os materiais foram centrifugados e os sobrenadantes filtrados
em membrana de 0,22um. Todos apresentaram concentragdes protéicas entre 6 e
15ug/yL, pelo método de Bradford, e exibiram em SDS-PAGE proteinas cujos pesos
moleculares variaram de 5 a 200kDa. Os J2de M. incognita foram extraidos de raizes
de tomateiros pela técnica do funil de Baermann modificado e a contagem foi efetuada
em lamina de Peters. Os ensaios foram realizados em placas de Petri, em triplicata,
tendo como controle dH20. Foram utilizados 500ug de cada extrato sobre 100 J2em
um volume final de 3mL. As placas foram mantidas a temperatura ambiente e apds
24hs os J2vivos e mortos foram contados em microscépio estereoscopico. Os
resultados obtidos relativos aos extratos mostraram uma atividade nematicida de 68,5%
para Fava branca, 28,6% para Faveca preta, 62% para Faveca vermelha, >90% para
Lobeira e Luetzelburgea e 16,4% para Feijao preto. Os resultados gerados neste
trabalho ndo sé ampliam as fontes de biomoléculas com potencial nematicida, mas
também reforgam a necessidade do isolamento, identificacdo e purificagdo dos
polipeptideos/peptideos ou metabdlitos secundarios que possam estar envolvidos no
controle dessa praga.
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033-PROPRIEDADES ANTIFUNGICAS E ANTIBACTERIANAS DE PROTEINAS DE
FOLHA DE SERIGUELA Spondias mombin L. (Antifungal and antibacterial
properties of Spondias mombin L. leafs proteins)

Daga, C.J.", Barbosa, T.", Vitalino, R.C.?, Marques, G.M.”, Bloch Jr., C.°, Melo, F. R.

Folhas de Spondias mombin sdo usadas na medicina popular brasileira no
tratamento de doencas fungicas e bacterianas. Flavandides, taninos e saponinas séo
os principios ativos mais indicados para esta atividade. Até agora nao foram identificadas
nenhuma proteina com atividade antifungica e antibacteriana desta planta. A maioria
dos estudos realizados com proteinas antimicrobianas vegetais incluem defesinas ou
inibidores de enzimas. Nesse trabalho foram feitos testes que mostram a inibicao de
fungos e bactérias causados por proteinas de folhas de S. mombin. O extrato bruto
de follhas foi preparado usando uma solugéo de extragdo de 0,1M NaCl, 0.01M HCI
numa proporg¢éo de 1:1 (p/v). O material foi centrifugado a 10.000 rpm, a 4°C por 20
minutos e o sobrenadante foi utilizado para preparar a fragao protéica com sulfato de
amoénio (0-90%). Esta fragéo foi usada para testes contra bactérias usando meio de
cultura sélido em Agar Muellev Hinton, 37°Cc por 48 h. Para isso foram usadas as
seguintes bactérias: E coli, S. aureus , R. Equi, P. Aeruginosa e Salmonella spp.
Para os testes contra fungos fitopatogénicos foi utilizado também meio de cultura
solido nutritivo a 37°C, 48 h. Foi observado halo de inibicdo ao redor de S. aureus e R.
equi, e para o fungo Phytophythora. Estes resultados mostram pela primeira vez, que
proteinas de folhas de S. mombin possuem atividades antibidticas. As proteinas foram
visualizadas em gel de poliacrilamida, SDS-PAGE conforme descrito por Laemmli
(1970), foram observadas bandas de 30 e 40 kDa. No momento os extratos de folhas
estdo sendo purificados através de cromatografias utilizando colunas de CM-Cellulose,
e HPLC (Akta) coluna Surphedex 75 10/30. Para o futuro, apds a purificagéo e
caracterizagao destas proteinas, elas poderao representar uma boa opg¢ao para a
producgéao de antibidticos podendo ser usados na medicina veterinaria e humana.
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034 - PROSPECCAO DE VARIANTES DE TOXINAS CRY COM ALTA
ESPECIFICIDADE E TOXICIDADE CONTRA O BICUDO-DO-ALGODOEIRO
(Anthonomus grandis) EA LAGARTA-DO-CARTUCHO-DO-MILHO (Spodoptera
frugiperda) [Screening of mutants Cry toxins with toxicity against cotton boll
weevil (Anthonomus grandis) and fallwarm (Spodoptera frugiperda)]

Brunetta, PSF Oliveira, GR Flguewa ELZ , Ramos, HB , Silva, MCM
Cavalcanti, K. L.° , Grossi-de-S3, M F.

Nos ultimos dez anos a cotonicultura aumentou significativamente a sua
participagao na economia agricola, atingindo principalmente a regiao Centro-Oeste e
implementando uma nova realidade nos sistemas de cultivo através do uso de modernas
tecnologias de produgao, o que contribuiu para o restabelecimento do suprimento de
fibra no mercado interno e da participagao do setor nas exportagdes agricolas nacional.
No entanto, o cultivo intensivo em grandes extensdes por varios anos consecutivos
tem gerado altos indices de infestagdo por pragas, como o bicudo do algodoeiro
(Anthonomus grandis) e a lagarta do cartucho do milho (Spodoptera frugiperda),
demandando grandes volumes de inseticidas, que além de dispendiosos, apresentam
eficiéncia de controle variavel, devido ao habito de crescimento endofitico das larvas
destes insetos. O Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria de solos, amplamente
conhecida e empregada na agricultura para a produgao de biopesticidas e nos ultimos
anos também como fonte de genes codantes de proteinas inseticidas a serem
introduzidos em plantas de interesse através da engenharia genética, para a obtencao
de plantas geneticamente modificadas com resisténcia a insetos. Dentre as classes
de entomotoxinas produzidas pelos Bt, destacam-se as proteinas Cry, expressas no
periodo de esporulagéo das bactérias e organizadas na forma de cristais. O presente
trabalho tem por objetivo o melhoramento de genes cry que codificam proteinas toxicas
contra as pragas do algodoeiro, através do uso da técnica de evolugdo molecular in
vitro (DNA Shuffling) e da construgdo de uma biblioteca combinatdria tipo Phage
Display. A metodologia consistiu na amplificagdo do gene original (Cry 3 Aa) seguida
da fragmentagéo deste gene com DNasel, recombinagao dos fragmentos em reagéo
de PCR sem a utilizagao de oligonucleotideos iniciadores e amplificagdo dos mutantes
selecionados através da especificidade por ligantes presentes no intestino do bicudo
e da lagarta do cartucho. Os genes mutantes selecionados (21 para o bicudo e 16
para a lagarta do cartucho) foram expressos na superficie de fagos, sequenciados e
avaliados em bioensaios. Os mutantes apresentaram variabilidade na taxa de
mortalidade das larvas dos insetos.
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035 - PROTEOMA DE Xanthomonas campestris PV. campestris NA INTERACAO
COM A PLANTA HOSPEDEIRA (Proteome analysis of Xanthomonas campestris
pv. campestris in the interaction with the host plant)

Andrade, AE., Felix, GC., Oliveira, AC’ Noronha, EF’ Pereira, J.L.“g Lima, L.
H.C.", Rosato, Y.B., Vidal, M.C. , Melo, J.A.T.", Bloch Jr., C.", Mehta, A.

O género Xanthomonas possui varias espécies que causam grandes prejuizos
para a agricultura em todo o mundo. No Brasil, uma das espécies de maior relevancia
€ a X. campestris pv. campestris responsavel pela podridao negra em cruciferas. Este
patdgeno é responsavel por perdas substanciais em varias culturas incluindo repolho,
couve, brocolis, entre outras. Embora a sequiéncia do genoma dessa bactéria tenha
sido revelada, ha pouca informagao sobre a expressao de proteinas/genes deste
patdgeno em condi¢cdes controladas e/ou na interagdo com a planta hospedeira. O
objetivo do presente trabalho foi analisar as proteinas de X. campestris pv. campestris
expressas durante a interagdo com a planta hospedeira Brassica oleracea. A bactéria
foi infiltrada nas folhas da planta suscetivel e posteriormente recuperada para analise.
As células recuperadas foram utilizadas para extragéo de proteinas e separadas através
de eletroforese bidimensional. Os perfis obtidos foram comparados ao da bactéria
cultivada em meio complexo NYG. Algumas proteinas diferenciais observadas foram
analisadas através de espectrometria de massa e identificadas utilizando o Programa
Mascot. Foi realizada também detecc¢ao e dosagem de algumas enzimas extracelulares
de X. campestris pv. campestris in vivo, envolvidas no processo de infecg¢ao, incluindo

xilanase, poligalacturonase, arabinosidase e celulase.
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036 - PURIFICACAO DE PROTEINAS ANTIBACTERIANAS DE SEMENTES DE
JABOTICABA (Myrciaria jaboticaba) [Purification of antibacterial proteins from
jaboticaba (Myrciaria jaboticaba) seeds]

Barbosa, T.", Daga, C.J.", Vitalino, R.C.%, Santos, K.C.A.", Ferreira, C.H.’, Bloch, Jr.,
4 5
C.’, Melo, FR.

Frutos de Jaboticabeira (Myrciaria jaboticaba) tém sido usados pela medicina
popular brasileira no tratamento de doengas como antibiéticos e antifingicos, o que
sugere a presencga de proteinas como defensinas e inibidores de enzimas com atividades
inibitérias a microbios. No presente estudo, foi preparado extrato bruto de sementes
delipidadas de jaboticaba, usando para a extragao das proteinas, a solugéo de 0,1 M
NaCl, 0,01 M HCI, na concentragéo de 1:5 (p/v). O material foi centrifugado (12.000
rom, 20 min, 4 °C), o sobrenadante foi precipitado com sulfato de amébnio para a
obtengédo de fragao protéica (0-90%). A fragao protéica (0-90%) foi usada em ensaio
biolégico com bactérias, utilizando meio de cultura agar Muellev Hinton, 37°C por 48
h. As células usadas foram: E. coli, S. aureus, R. equi, P. aeruginosa e Salmonella
spp. As inibi¢des do crescimento ao redor dos halos foram observadas somente em
bactérias gram (+), como: R. equi e S. aureus. Em seguida, foi feita uma cromatografia
de troca ibnica, CM-celulose, utilizando fragdo protéica (0-90%) de sementes de
jaboticaba, resultando em um pico n&o retido e em um retido. As proteinas foram
visualizadas em SDS-PAGE (Laemmli, 1970), indicando proteinas no pico néo retido
de massa molecular de 25 kDa e entre 50 e 60 kDa. O pico n&o retido foi aplicado em
HPLC (Akta), em cromatografia de exclusao molecular (Superdex 75), indicando a
presencga de um pico majoritario. Pretende-se agora acumular esse pico, caracterizar
as proteinas contidas no mesmo e testa-las contra diversas bactérias patogénicas,
para que futuramente estas, possam ser candidatas a produgao de produtos antibiéticos
para aplicacdes na medicina humana e/ou veterinaria.
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037 - PURIFICACAO DE PROTEINAS DE FOLHAS DE PITANGUEIRA (Eugenia
unifloraL.) COMATIVIDADES ANTIBACTERIANAS E ANTIFUNGICAS [Purification
of proteins from pitangueira leaf (Eugenia uniflora L.) with antibacterial and
antifungal activities]

B%rbosa, T.1, I35aga, C.J.1, Vitalino, R.C.Z, Santos, K.C.A.1, Ferreira, C.H.s, Bloch Jr.,
C., Melo, F.R.

Estudos prévios tém relatado a presenca de proteinas de defesa de plantas
contra organismos fitopatogénicos, como bactérias e fungos. Dentre estas proteinas
encontra-se as defensinas, quitinases e glucanases, entre outras. O presente estudo,
visa isolar proteinas de defesa presentes nas folhas de pitangueira. Para isso, foram
feitos extratos brutos de folha de pitangueira (Eugenia uniflora L) usando a solugéo de
0,1 MNaCl, 0,01 M HCI, na concentragao 1:3 (p/v). Em seguida, o extrato foi centrifugado
(12.000 rpm, 20 min, 4 °C) e o sobrenadante, precipitado com sulfato de aménio para
a obtencéo de fragao protéica (0-90%). O teste de inibigdo contra bactérias foi feito in
vitro com meio de cultura agar Muellev Hinton, 37°C por 48 h. As células usadas
foram: E. coli, S. aureus, R. equi, P. aeruginosa e Salmonella spp. No ensaio contra
fungos, foi utilizado um meio de cultura sélido nutritivo, 37°C por 48 h. As inibicdes do
crescimento ao redor dos halos (bactérias) foram observadas em: S. aureus, R. equi,
P. aeruginosa e E. coli. Foi observada também inibicdo de crescimento do fungo
Phytophythora. Apds os resultados positivos dos testes bioldgicos, foi feita uma
cromatografia de troca i6bnica, CM- celulose, utilizando a fragéo protéica (0-90%) de
folhas de pitangueira, resultando em um pico retido e um nao retido. As proteinas
foram visualizadas em SDS-PAGE (Laemmli, 1970), indicando proteinas no pico retido
de massa molecular de 60, 70 e 75 kDa. Este mesmo pico retido, foi aplicado em
HPLC (Akta), em cromatografia de exclusdo molecular (Superdex 75), indicando a
presenca de 5 picos. Serao feitos outros testes contra bactérias fitopatogénicas e
outros fungos, bem como cromatografias a fim de purificar e caracterizar estas proteinas,
para que futuramente estas, possam ser candidatas a producao de antibiéticos e de
produtos como defensivos agricolas.
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038 - REGENERACAO DE PLANTAS DE Brachiaria brizantha APOMITICA E SEXUAL
VIA EMBRIOGENESE SOMATICA DE SEMENTES E SEGMENTOS BASAIS (Plant
regeneration of Brachiaria brizantha apomictic and sexual plants via somatic
embryogenesis and basal segments)

Cabral, G.B.1, Santana, C.G.Z, Dusi, D.M.A.s, Carneiro, V.T.C.4

O género Brachiaria compreende espécies forrageiras, nativas da Africa, que
apresentam uma enorme adaptabilidade as condigdes edafo-climaticas do Brasil,
ocupando atualmente uma extensa area de pastagem, principalmente em regides de
solo acidos e pobres. As espécies, Brachiaria brizantha e B. decumbens, apresentam
modo de reprodugéo sexual e assexual, por apomixia, que gera plantas idénticas a
planta-mae, acarretando numa baixa variabilidade genética. Os cultivares mais plantados
no Brasil sdo apomiticos, cv. Marandu B.brizantha e cv. Basilisk de B. decumbens.
Uma demanda do programa de melhoramento desta forrageira é a introdugéo de
variabilidade por técnicas de transformagao genética, outra demanda € a quebra da
apomixia, liberando o pool de genes das plantas apomiticas. Para contribuir com o
melhoramento genético, usando técnicas de biotecnologia, desenvolvemos
metodologias de regeneragdo in vitro de plantas de B. brizantha apomitica (BRA
000591) e sexual (BRA00274). As plantas foram introduzidas in vitro a partir de gemas
axilares de plantas cultivadas no campo. As gemas foram desinfestadas e cultivadas
em meio LS suplementado com ANA 1mg/L e KIN 3 mg/L para induzir multibrotagao.
As plantulas derivadas das multibrotagdes foram cultivadas em meio sem regulador
de crescimento e serviram de fonte de explantes, segmentos de 0.5 cm da base
estolonifera, logo acima das raizes (chamados aqui segmento basal). Segmentos
basais de plantas sexuais e apomiticas e sementes maduras de apomiticas foram
cultivados em meios suplementados com 2,4-D (M1, M1.2 ou MSCLind) para indugéo
de embriogénese somatica. Calos brancos compactos e calos friaveis oriundos dos
diferentes explantes foram transferidos para meios de regeneragéo contendo ANA,
KIN em diferentes concentragdes (MS1, MS2 ou MSCLreg). Plantulas de B. brizantha
sexual e apomitica foram obtidas a partir de calos embriogénicos de segmentos basais.
No caso das plantas sexuais, de producao limitada de sementes, esta técnica viabiliza
sua introdugdo em programas de biotecnologia. O sistema de embriogénese indireta
da planta apomitica partindo de sementes maduras foi otimizado, atingindo 80% de
regeneragao de plantas no total de sementes inoculadas.
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039 - UTILIZACAO DE “PERFILAMENTO DE NBSS” PARA GENOTIPAGEM DE
RGAS EM UM MAPA GENETICO DE Arachis SILVESTRE DO GENOMA AA. (Use
of NGS profiling for the targeting of RGAs in a genetic map of wild Arachis
genome AA)

José, A.C.V.F.", Bertioli, D.J.”, Guimaraes, P.M.’, Leal-Bertioli, S.C.M.*

A maioria dos genes de resisténcia identificados até o momento pertence a
classe NBS-LRR, ou seja, sdo possuidoras de regides de ligagdo de nucleotidio e de
regides ricas em leucina. Seqiéncias conservadas dos NBSs tém sido utilizadas
para o isolamento de genes de resisténcia por PCR. A analise destas sequiéncias,
chamadas regides analogas a genes de resisténcia (RGAs) permite o desenvolvimento
de marcadores moleculares para utilizagdo em populagdes de mapeamento. As
estratégias mais utilizadas sao: 1. utilizacdo de RGAs como sondas em Southern
Blots 2. utilizagéo de primers especificos para sequiéncias unicas (no caso de espécies
em que o genoma ja tenha sido sequénciado ou que um banco de RGAs tenha sido
montado). Recentemente, uma técnica foi descrita, que combina a versatilidade de
AFLP com a utilizagéo de primers especificos para NBSs. Esta técnica foi denominada
RGA-profiling, ou perfilamento de RGAs. No presente trabalho, DNA gendmico foi
digerido com as enzimas Pstl e Msel, e adaptadores foram ligados aos produtos de
digestao. 15 primers desenhados para o dominio NBS foram testados em combinagéo
com primers especificos para os adaptadores, totalizando 60 combinacdes de primers.
Apds amplificagéo, os produtos sao analisados em gel de poliacrilamida 5% corado
com prata. Este procedimento foi feito inicialmente com os parentais de uma populagéo
de mapeamento do genoma AA, Arachis stenosperma (V10309) e A. duranensis
(K7988). Quando testadas nos parentais, varias combinagdes de primers se mostraram
monomorficas. Até o momento, 60 bandas polimdérficas foram isoladas e reamplificadas
30 bandas foram sequienciadas e 14 tiveram forte homologia com RGAs no banco de
dados do NCBI. Isto significa uma taxa de cerca de 50% de marcadores, demonstrando
o enriguecimento de bandas do tipo RGA através da utilizagdo dos primers especificos.
Esses marcadores estao sendo adicionados a um mapa genético recém construido,
0 que permitira sua correlagdo com resisténcias a patdégenos para os quais os parentais
contrastam. Isto € um passo importante para encontrar marcadores associados a
resisténcias para sua utilizagcdo em programas de melhoramento assistido de
amendoim.
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040 -ASPECTOS LABORATORIAIS DE BEZERRAS CLONES DA RACA JUNQUEIRA
(Laboratorial aspects of Junqueira breed clones calves)

Macha%o, G.M.1, Iguma,7l_.T.2, Pivato,sl.3, Reis Junior, J.L.4, Moscardini,A.R.C.s, Coelho,
M.M.S.", Borges, J.R.J. , Rumpf, R.

Sao poucos trabalhos na literatura internacional que discutem os parametros
clinicos e laboratoriais de bezerros neonatos, apesar da alta mortalidade de bezerros
nos primeiros meses de vida. Por isso, existe a necessidade de buscar conhecimento
das variaveis fisioldgicas. Em se tratando de clones os parametros fisioldgicos tornam-
se ainda mais importantes. Este trabalho teve como objetivo comparar a hematologia,
analises bioquimicas e hemogasometria entre bezerros neonatos clones e nao clones
no primeiro més de vida. Os animais foram divididos em grupo 1, animais da raca
Simbrasil (controle 1 — hemograma e perfil bioquimico; n=12); grupo 2, animais da
raca Lageana, Curraleira e Junqueira (controle 2-hemogasometria;n=3); e o grupo 3,
animais clones da raca Junqueira (n=3). O clone 01 nasceu com sinais clinicos de
insuficiéncia cardiaca (hiperfonese). Logo apds o nascimento apresentou acidose
respiratéria com pH sanguineo baixo quando comparado ao grupo 2 (7,17 vs. 7,35). A
partir do 2° dia de vida o clone 01 manifestou hematdécrito reduzido (20% vs, 32%) e
baixo valor de globulina (4,3 vs 5,97 g/dl) quando comparado a média do grupo 1.
Animal veio a 6bito com 21 dias por babesiose, o que agravou o quadro de anemia;
este bezerro apresentava ainda persisténcia de canal arterioso. Os outros clones séo
clinicamente saudaveis, apesar da globulina ser baixa em relagao ao grupo 1 (4,05 vs.
5,97 g/dl). E provavel que esta hipoglobulinemia seja causada pela falha de absorcéo
intestinal de proteinas colostrais nas primeiras 12 horas de vida. Os resultados deste
estudo contribuiram para pesquisas de neonatologia bovina, mostrando dados clinicos
importantes de bezerros clones cujo numero de nascimento é muito baixo. Porém, &
uma area que demanda mais conhecimentos para se determinar um padrao destas
variaveis para bovinos neonatos.
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041 - AVALIACAO DA VIABILIDADE E STATUS ACROSSOMAIS DO SEMEN DE
OVINO DESCONGELADO E INCUBADO COM PLASMA SEMINAL (Evaluation of
the viability and status acrossome of ovine semen thawing and incubated with
seminal plasma)

Silva, T A.S.N.", Neves, J.P.2, Guimaraes Neto, A.G.3, Guimaraes, A.P.#, Rumpf, R.5,
Sartori, R.%

O trabalho teve como objetivo verificar a acdo do plasma seminal sobre a
viabilidade e o status acrossomais, adicionando ao sémen descongelado e incubado.
Foram utilizados trés carneiros no experimento que apresentavam padrdes normais
ao exame androldgico e um carneiro vasectomizado para a coleta do plasma seminal.
Os animais foram submetidos a coleta seminal em vagina artificial, uma vez por
semana, formando um pool de ejaculados e consequentemente congelados. O plasma
seminal foi coletado e centrifugado a 600g/10 min e armazenado a —20 °C. Para a
avaliagdo das amostras congeladas, o sémen e o plasma seminal foram descongelado
em banho-maria a 37°C, e incubado por 6h, com plasma seminal na proporgéo de 1:1
(sémen/plasma). Buscando determinar a viabilidade e o status acrossomais foram
colhidas amostras na hora 0, 2, 4, e 6 apds a descongelagao e foram coradas pela
técnica de coloragao dupla Tryplan blue/Giemsa O Tryplan blue detecta a populagéo
de vivos e mortos e Giemsa verifica a presenga ou auséncia de acrossoma. Ha 4
categorias de espermatozoéides que podem ser observados: vivo integro (VI), vivo reagido
(VR), morto integro (MI) e morto reagido (MR). Os dados foram analisados pelo teste
T pareado e considerou-se um nivel de significancia de P<0,05. Os resultados estédo
apresentados em meédia e erro padrao da média. Para a avaliagéo da viabilidade com
plasma seminal e PBS n&o houve diferenca P<0,05 entre as 6 horas de incubacgao.
Em relagéo ao status acrossomais, as células reagidas sendo (VR ou MR) com PBS
apresentou um nivel elevado de células reagidas em relagéo ao plasma tendo diferenca
significativa a partir das 2 horas com VR (6+ 0,50 PBS e 310,64 plasma seminal) e a
partir das 4 horas com MR (25,88+2,46 PBS e 18,11+1,50 plasma seminal). Ao avaliar
arelagao de células vivas integras (VI) entre plasma seminal e PBS, o plasma seminal
as 6 horas de incubacgao teve um nivel mais elevado de células vivas integras (VI),
tendo uma diferenca significativa de (19,44+2,00 PBS e 22,88+ plasma seminal),
mostrando assim que o plasma seminal ovino usado como solugéo de descongelamento
exerce efeito protetor sobre as células espermaticas nao capacitadas e prevenindo a
reagao precoce do acrossoma.
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042 - AVALIACAO ULTRA-ESTRUTURAL E DA FRAGMENTACAO DO DNA DE
ESPERMATOZOIDES BOVINOS CONSERVADOS POR DIFERENTES
TRATAMENTOS DE LIOFILIZACAO (Ultraestructural and DNA fragmentation
evaluation of bovine spermatozoa conservated by different freeze-drying
treatments)

Martins, C.F.", Bao, S.N.”, Dode, M.N.°, Rumpf, R.’

Aliofilizagao € um método que visa a preservacao celular através da retirada
da agua dos sistemas bioldgicos por sublimagao do gelo. Recentemente, a liofilizagéo
tem sido aplicada para preservar espermatozéides mamiferos, representando uma
ferramenta alternativa para conservacgao do material genético. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi verificar o efeito da liofilizagdo espermatica por diferentes tratamentos
sobre a estrutura dos espermatozéides bovinos, avaliada por microscopia eletrénica,
coloragao com acridine orange e teste de TUNEL. Espermatozéides de trés touros
foram coletados por eletroejaculacao e diluidos com trés diferentes meios: (T 1) - TCM
hank’s com 10% de SFB; (T 2) - TCM hank’s com 10% de SFB e trehalose 0,2 M; (T
3) — Solugdo de EGTA, composta de 50mM/L de EGTA [ethylene glycol-bis(a-
aminoethyl ether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid] e 10mM/L de tris-HCI. Como controle foi
utilizado sémen congelado convencionalmente. As amostras foram congeladas em
nitrogénio liquido e rapidamente levadas ao liofilizador, onde foram submetidas a
liofilizag&do por 12-16 horas. Para verificar os eventuais efeitos da liofilizagdo foram
avaliadas as principais estruturas envolvidas no processo de fecundagéo, tais como:
membrana plasmatica, acrossoma e nucleo. Para isto, foram realizadas avaliagdes
ultraestruturais por microscopia eletronica e da integridade do DNA espermatico pelo
corante acridine orange e pela técnica de TUNEL. Em todos os tratamentos os
espermatozoéides perderam a motilidade, no entanto, houve apenas uma perda discreta
das caudas (separagao da cabecga). Amembrana plasmatica sofreu maiores alteragées
nos T2 e T3, enquanto no T1 foi observado somente pequenas ondulagdes. O acrossoma
e as mitocondrias foram preservados em todos os tratamentos. Os microtubulos
sofreram completa desorganizagao nos tratamentos T2 e T3, e mantiveram-se normais
no T1. Em relagéo a estabilidade da cromatina espermatica foi observado uma
integridade média de 95%, 98%, 100% e 100%, respectivamente para T1, T2, T3 e
controle. Pela técnica de TUNEL observaram-se 14%, 5%, 2% e 1% de fragmentagéo
do DNA, igualmente para os tratamentos T1, T2, T3 e controle. Estes resultados
indicam que o processo de liofilizacdo espermatica é agressivo, tornando os
espermatozdéides imdveis, porém, o nucleo parece bem protegido pelos tratamentos
T2 e T3. Apesar do comprometimento celular, o fato do nucleo permanecer intacto
representa ainda possibilidade de fecundagéo, caso estes nicleos sejam microinjetados
no citoplasma de ovécitos pela técnica de injecao intracitoplasmatica de
espermatozoide.
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043 - CARACTERIZACAO DE SNPs NO GENE GDF9 EM OVINOS DA RACA SANTA
INES E SUA RELACAO COM O AUMENTO DE PROLIFICIDADE (Characterization
of SNPs in the GDF9 gene in sheeps of the race Santa Ines and its relationship
with the increase of prolificity)

Avila, F.F.' Franco, M.l\g.z, Paiva, S.R.’, Souza, C.J.H.*, Martins, N.F.”, Oliveira, A.A.°,
Rumpf, R.”, Melo, E.O.

O gene GDF9 codifica uma cadeia polipeptidica de 453 aminoacidos, que
depois de processada da origem a um peptideo maduro com 135 aminoacidos. Ao se
dimerizar, o peptideo maduro forma o hormdnio GDF9. Sintetizado e secretado pelo
ovécito, esta presente no fluido folicular e seus principais alvos séo as células da
granulosa e do cumulus. O GDF9 tem efeito mitogénico sobre as células da granulosa
e cumulus adjacentes, sendo fundamental para a foliculogénese e o desenvolvimento
folicular. Mutagbes pontuais no gene foram correlacionadas ao aumento da taxa de
ovulagao em ovelhas de ragas européias quando em heterozigose e a infertilidade
quando em homozigose. O objetivo deste trabalho foi sequienciar o exon 2 do gene
GDF9, dentro do qual esta inserida a regido codante do peptideo maduro, em ovelhas
da raca Santa Inés. As ovelhas analisadas eram filhas de partos multiplos, sendo
candidatas a apresentarem alteragées no gene GDF9. A sequiéncia do exon 2 foi
amplificada por PCR a partir de DNA genémico de 13 animais. O DNA amplificado foi
purificado e sequenciado, e as sequéncias resultantes foram comparadas com a
sequéncia depositada no GenBank. Foram identificadas sete mutagdes (SNPs)
presentes tanto na regido do pré-peptideo quanto no peptideo maduro. Seis destas
mutagdes encontram-se no pré-peptideo, sendo que trés delas sao silenciosas e uma
conservada. A principal mutacao foi encontrada na regiao do peptideo maduro em 10
dos 13 animais analisados. Esta mutacao, situada no 27° cédon do peptideo maduro,
leva a alteragéo do aminoacido fenilalanina para cisteina. A fenilalanina encontra-se
conservada nessa posi¢cao em diversos animais, o que sugere sua relevancia na
estrutura da proteina. Essa suposigao foi corroborada pela modelagem do peptideo
maduro em sua conformagéao dimérica, pois no modelo gerado a fenilalanina encontra-
se numa posigao chave para interagédo das subunidades de GDF9. Portanto, os dados
de genealogia e modelagem sugerem que esta mutagao possa estar relacionada com
0 aumento da taxa de ovulagao nos animais investigados.
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044- CLONAGEM E EXPRESSAO DAS REGIOES GENICAS CODIFICADORAS DO
PEPTIDIO MADURO DOS HORMONIOS BMP15 E GDF9 DE CLONES BOVINOS
(Cloning and expression of the mature petide coding region of BMP15 and
GDF9 in cattle)

Lopez, I.M.R.1, Souza, C.J.H.Z, Franco, M.M.3, Rumpf, R.3, Melo, E.0.f

Os genes BMP15 e GDF9 codificam horménios que pertencem uma familia
de reguladores de crescimento e diferenciacdo TGF-?. O GDF9 e BMP15 séo
produzidos e secretados pelos ovécitos, e atuam estimulando o crescimento e
diferenciacao das células somaticas dos foliculos ovarianos. Esses hormoénios sédo
transcritos como pré-proproteinas compostas por um peptidio sinal, um pro-peptidio e
a regiao madura. Apos a remocgao do peptidio sinal, o pro-peptidio passa por uma
clivagem que o separa da regido madura bioativa. Recentemente demonstrou-se que
adimerizagao dos pro-peptidios € necessaria para que a clivagem ocorra € os horménios
sejam secretados. Entretanto, BMP15 e GDF9 nao apresentam a quarta cisteina, de
um conjunto conservado de sete residuos de cisteinas, relacionada a formacao de
pontes disulfeto e responsaveis pela formagao de dimeros. Evidencias tém demonstrado
que GDF9 e BMP15 formam homodimeros e heterodimeros entre si. O objetivo deste
trabalho foi clonar e expressar o peptideo maduro dos horménios BMP15 e GDF9 a
partir do DNA de bovinos. As sequéncias codificadoras foram clonadas a partir de
PCR do exon2 do DNA gendmico extraido do sangue dos clones bovinos Vitéria e
Lenda da EMBRAPA. O BMP15 foi inicialmente clonado no vetor pGEM-Teasy
(Promega) e posteriormente transferido para os vetores de expressdo pRSET (Invitrogen)
e pET21 (Novagen). O GDF9 foi inserido diretamente no vetor pET21 por meio de sua
amplificagdo com primers desenhados para clonagem diretamente no vetor de
expressao. Os peptideos foram expressos em E. coli, produzindo peptideos de
aproximadamente 19kDa, correspondente ao esperado. Os peptideos foram purificados
a partir de gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e injetados em galinhas para produgéo
de anticorpos. Também foi observado o comportamento de ovoposicédo dos animais
imunizados, ja que é esperado que haja uma reagao cruzada entre os anticorpos
produzidos contra as proteinas bovinas e os horménios sintetizados pelas galinhas.
Os anticorpos produzidos serdo empregados no estudo da expresséo dos hormdnios
GDF9 e BMP15 em ovinos que sejam portadores de mutacdes (SNPs) nesses genes
e apresentem um fenétipo de ovulagdo multipla.
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045 - PRODUCAO DE BEZERRAS CLONES DE VACA JUNQUEIRA —RACA CRIOULA
BRASILEIRA EM VIAS DE EXTINCAO. DADOS DA CONCEPCAO AO PERINATAL
(Production of calves cloned from a Junqueira cow — an endangered Brazilian
Creole breed - Data from conception to perinatal)

Iguma, L.T.;, Pivato, I.2, Mac7hado, G.M.s, Cémgra, J.U.4, Ramo%, A.F.s, Guimaréegs
Neto, A.G.", Gguvéia, L.V. ,mMeireIIes, F.C.1d Franco, I\f{I.M. , Ferreira, M.E.",
Grattapaglia, D.", Reis Jr., J.L. , Borges, J.R.J. ', Rumpf, R.

A tecnologia de transferéncia nuclear (TN), a clonagem animal, apresenta
potencial na conservagao animal. Este trabalho objetivou relatar dados da concepgéao
ao periodo perinatal de 4 bezerras clones Junqueira, que avaliaram os efeitos do FSH
em ovacitos receptores na TN de fibroblastos de vaca Junqueira adulta. Nesse estudo,
transferiram-se 46 embrides para 34 receptoras do grupo sem-FSH (T1) e 36 embrites
do grupo FSH (T2) em 29 receptoras. Houve 4 desenvolvimentos a termo, 2 de cada
grupo. No T1, as gestacbes foram de 289 (clone1) e 286 dias (clone2), e a primeira
morreu apos 21 dias de vida, sendo submetida a oxigenoterapia e tratamento para
hipertensao pulmonar. A segunda encontrava-se natimorta. Ambas pesavam 25Kg ao
parto e apresentaram edema de placenta. A necrépsia, exibiram anomalias, como
espessamento de vasos umbilicais, hipertrofia cardiaca, persisténcia de ducto arterioso
e congestao renal. A clone1 apresentou ainda ictericia, hepatoesplenomegalia, e a
causa mortis foi babesiose. A clone2 mostrou degenerag¢ao gordurosa no pericardio e
encéfalo hiperémico. Do T2, nasceram as bezerras Poréa e Potira, de parto normal,
pesando 26 e 29Kg, apos 292 e 290 dias de gestagao, respectivamente. Esses clones
tém apresentado desenvolvimento normal em todos os aspectos, exceto que
manifestaram uma hipoglobulinemia durante o 1° més de vida, mas que em seguida
se normalizou. Testes de DNA comprovaram que as 4 bezerras exibiam perfis genéticos
idénticos aos da vaca Junqueira (doadora de nucleos) e distintos dos das maes de
aluguel. Aos 6 meses de idade Pora pesava 173Kg e Potira 183Kg. Sugere-se que a
TN pode ser aplicada em programas de conservagao de recursos genéticos, viabilizando

o uso de células somaticas como fonte de germoplasma animal.

Méd. Vet., doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB, CNPq

Méd. Vet., Ph.D., CIDASC

Méd. Vet., graduanda, Universidade de Brasilia-UnB

Bidlogo, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Méd. Vet., doutorando, Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG
Méd. Vet., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Méd. Vet., Universidade de Brasilia-UnB

Méd. Vet., Ph.D, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

°Méd. Vet., Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB

1
2
3
4
5
6
7
8

90



046 - USO DO PLASMA SEMINAL NO DESCONGELAMENTO DO SEMEN OVINO
PARA INSEMINACAO TRANSCERVICAL EM OVELHAS COM ESTRO
SINCRONIZADO (Use of seminal plasma to thaw ram semen for trans-cervical
artificial insemination (ai) in ewe with synchronized estrus)

Silva, T.A.S.N.1, Neves, J.P.Z, Braganca, J.M.S, Goncalves, P.B.D.4, Rumpf, R’

Este trabalho teve por objetivo avaliar a agao da adi¢ao do plasma seminal no
descongelamento do sémen ovino criopreservado em pellets e aplicado pela via
transcervical em ovelhas com estro sincronizado. Na retirada dos mesmos foram
aplicados 250Ul de eCG. O sémen foi obtido de cinco carneiros da raga Ideal,
criopreservado em pellets de 130 pl. Uma amostra de cada partida foi submetida ao
TTR (37°C/6 horas) e avaliagao da integridade do acrossoma pela coloragao Tryplan
blue/Giemsa. Somente foram aprovadas partidas que apresentaram ao finaldo TTR
25% de motilidade e 20% de células integras vivas. O plasma seminal foi obtido de
dois carneiros vasectomizados e congelado. O mesmo era descongelado junto ao
pellet em banho Maria a 37 °C, na proporgéo de (1:1). Conforme o grau de penetragao
do aplicador de sémen no canal cervical das ovelhas considerou-se trés graus de
penetracao: grau 1: superficial; grau 2: intermediario; grau 3: profundo. Como controle
61 ovelhas foram inseminadas com sémen fresco/diluido. Das 100 restantes, metade
foi inseminada com sémen congelado/descongelado sem plasma seminal e a outra
metade com plasma seminal. Apds 45 dias da A, foi realizado o diagndstico de prenhez
por ultra-sonografia. As ovelhas inseminadas apresentaram os percentuais de prenhez
de 60,0% (50/30), 74,0% (50/37) e 67,2% (61/41), respectivamente para sémen
congelado/descongelado, sem plasma seminal, com plasma seminal e fresco/diluido.
Quanto a penetracéao cervical obteve-se os percentuais de 52,3%, 66,6% e 83,3% ,
respectivamente, para os graus 1, 2 e 3. Os indices de prenhez n&o diferiram entre os
tratamentos nos graus 1 e 2. No entanto, as percentagens de prenhez diagnosticadas
nas ovelhas inseminadas com sémen fresco (95,6%) e com sémen congelado com
plasma (94,1%) foram superiores a obtida com sémen congelado sem plasma (60,0%;
P<0,05) no grau 3. Em conclus&o, o sémen congelado pode ser utilizado via cervical
com os mesmos indices do sémen fresco em grau 1 e 2. No entanto, somente o
sémen descongelado com plasma seminal atinge niveis de prenhez similar ao sémen
fresco em grau 3.
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047 - ABELHAS CARREADORAS DE POLEN DO ALGODAO, Gossypium hirsutum:
ANALISE PRELIMINAR (Bees carrying cotton pollen, Gossypium hirsutum:
preliminary analysis)

Cardoso, C.F;, Oliveira, G.z, Nakasu, E.a, Suijii, E.R.4, Fontes, E.M.G.S, Silveira, F.A.B,
Pires, C.S.S.

Existem poucas informagdes sobre possiveis polinizadores do algodado no
Brasil. O objetivo deste trabalho foi analisar dentre as abelhas visitantes florais do
algodao aquelas espécies que potencialmente poderiam carrear pdlen e promover o
fluxo génico. Araujo et al (Braz. J. Biol. 64(3B):563-568, 2004), correlacionando tamanho
de corpo com capacidade de véo, demonstrou uma relagéo direta e positiva entre
esses parametros Assim, através de analises morfométricas de 28 espécies coletadas
na regido do DF em 2005 separam-se os individuos em trés grupos: pequenas, médias
e grandes. Foram tomadas medidas do comprimento e largura maximos da asa anterior,
numero de hamulos, espacgo intertegular e comprimento do corpo. As abelhas
consideradas grandes, consequentemente com maior capacidade de véo, podendo
carrear polen em um raio de até 10 km sdo: Bombus sp, Eulaema sp, e Eulaema
nigrita. As abelhas de tamanho médio, com capacidade de v6o estimada em 4km as
espécies: Apis mellifera (abelha melifera) e Melissoptila cfr. cnecomala. As abelhas
menores e com menor capacidade de vbo, percorrendo um raio de até 900m foram:
Paratrigona lineata, Trigona spinipes e espécies de Halictidae. Dados preliminares
obtidos em diferentes regides de producdo tém demonstrado que as espécies médias
e pequenas sdo as mais abundantes. Observagdes de campo foram realizadas em
uma area de 200m X 50m na estagao experimental da Embrapa Hortaligas para analisar
qualitativamente o forrageamento das abelhas. Observagdes preliminares tém indicado
que algumas espécies buscam somente o néctar nas flores, por exemplo, A. mellifera.
Esses individuos apesar de tocarem as anteras das flores, raramente tocam o estigma,
pouco contribuindo para a polinizagao cruzada do algodao. Porém, durante a coleta
de pdlen, outras abelhas, como M. cnecomala, tocam o estigma, contribuindo assim
para troca de pdlen entre as plantas. Informagbes sobre capacidade de voo e
comportamento de forrageamento sao fundamentais para subsidiar os estudos sobre
polinizagéo e fluxo génico em Gossypium spp e serdo estudadas com mais detalhes
na proxima safra.
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048 - ACAO DE Trichoderma SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE Sclerotium rolfsii
(Effect of Trichoderma on the development of Sclerotium rolfsii)

Gomes, D.M. PA , Avila, Z. R , Padua, R. R’ ,Alvarenga, D. o. , Carvalho Filho, M. R
Mello, S.C. M.’ Sllva JB.T'

Sclerotium rolfsii (Sacc.) € um patégeno cosmopolita que ataca diversas
culturas causando danos severos. Na cultura da soja, que € altamente suscetivel a
este fungo, pode causar grandes prejuizos pela morte de plantulas, tanto em pré
como em poés-emergéncia. Uma das caracteristicas agravantes deste fungo é a
capacidade de sobreviver por longos anos no solo, pela formagao de estrutura de
resisténcia, chamada de esclerddio. Este, em condigbes favoraveis, torna-se fonte de
in6culo para futuros plantios. O sucesso do uso de Trichoderma como agente de
controle biolégico deste patdégeno tem sido documentado em varios paises. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o potencial antagdnico de 20 isolados de Trichoderma obtidos
a partir de amostras de solo da regiao do Distrito Federal, contra o S. rolfsii, in vitro e
in vivo. Para a avaliagao do antagonismo in vitro foi realizado o cultivo pareado, que
consistiu em inoculagao simultanea do patégeno e antagonista, em posi¢des opostas
de Placas de Petri contendo meio de batata-dextrose-agar (BDA). Apéds cinco dias de
cultivo, determinou-se a porcentagem de redugéo do crescimento das col6nias. Para
o experimento in vivo, os antagonistas e patdégeno foram cultivados em arroz parboilizado
prewamente umedecido com agua (60% p/v), em ambiente com ajuste de temperatura
a25Ce fotoperiodo de 12 horas, durante seis dias. Os inéculos obtidos foram
transferidos simultaneamente para vasos contendo solo estéril (5 g de arroz colonizado
por microrganismo Kg. de solo). Apds 24 horas, realizou-se o semeio da soja, cultivar
BRS Milena, utilizando seis sementes por vaso. O potencial de biocontrole dos isolados
foi determinado em termos da porcentagem de plantas vivas. Os dois experimentos
foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com quatro repetigoes.
No cultivo pareado, observou-se reducao do crescimento de S. rolfsii por todos os
isolados de Trichoderma, entre 27,35 e 69%. O isolado CEN 252 superou os demais.
Nos testes realizados em casa de vegetacao, 13 dos 20 isolados apresentaram valores
médios da porcentagem de plantas vivas entre 58 e 100%. Os isolados CEN 199, 219,
220, 254, 255, 260, 262 e 266, foram selecionados para estudos de campo em etapa
posterior, pois proporcionaram controle acima de 79%.
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049 - ANALISE DE DNA DE INFECCOES POR SfMNPV EM CELULAS HOSPEDEIRAS
(Sf9) DE Spodopterafrugiperda (DNA analysis of SSMNPV infection of cultured
host Spodopterafrugiperda (Sf9) cells)

Almeida, G.F.', Aimeida, A.F.%, Ribeiro, Z.M.A.°, Pedrini, M.R.S." Castro, M.E.B.’

A lagarta Spodoptera frugiperda, conhecida como a lagarta-do-cartucho do
milho, causa sérios danos a cultura de milho atacando nao s6 o cartucho como as
folhas e os gréos nas espigas. A utilizagdo do baculovirus Spodoptera frugiperda
nucleopolyhedrovirus (STIMNPV) como biopesticida, na tentativa de reduzir a aplicagcao
de produtos quimicos nas lavouras, tem sido uma interessante alternativa
principalmente sob o ponto de vista ecolégico. Porém, a produgao dos baculovirus,
que até o momento tem sido feita em sistemas de infecgéo in vivo, tem resultado em
um produto final de custo elevado e muitas vezes ndo competitivo com os custos dos
produtos quimicos disponiveis. Uma outra forma de se produzir baculovirus € a produgéo
em sistemas in vitro, mas que ainda apresenta muitas limitagdes. Uma delas, que
constitui o principal foco do presente trabalho, é a diminuigédo da eficiéncia de infec¢éo
do virus pela rapida acumulagao de mutantes FP (few polyhedra) ou de particulas
interferentes defectivas (DIPs) resultantes de passagens sucessivas do virus em cultura
de células. Para verificagdo da ocorréncia dessas mutagdes, células da linhagem
SF9 foram entao infectadas pelo virus SFIMNPV e cultivadas em suspensao, sendo o
virus sucessivamente replicado de 1 até 7 passagens. O DNA obtido das infec¢des
das passagens 3 (P3), 5 (P5) e 7 (P7) foi entdo clivado por enzimas de restricao e
analisado por eletroforese em gel de agarose 1%. Os perfis gerados pela clivagem
com EcoRlI e Pstl foram de aproximadamente 22 e 14 fragmentos, respectivamente.
Embora ndo se tenha uma nitida visualizagdo de todos fragmentos produzidos, a
analise dos perfis indica que até a sétima passagem do virus o efeito passagem néo
deve ter ocorrido. Entretanto, para confirmagéo dos resultados € interessante que o
DNA das passagens dos sistemas de infec¢do seja testado e analisado com outras
enzimas de restricdo. Além disso, os resultados sugerem que passagens mais altas
do virus em cultura de células devem ser analisadas quanto as possiveis alteragdes
genéticas. Estes resultados poderao contribuir para a continuidade dos estudos de
caracterizagao do virus SfTMNPV e de viabilidade de sua produc¢éo in vitro.
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050 - ANALISE MOLECULAR DAS ANTENAS DE Euschistus heros (HETEROPTERA:
PENTATOMIDAE) PERCEVEJO-MARROM PRAGA DA SOJA PARA DETECCAO DE
PROTEINAS LIGANTES DE ODORES (PLO) (Molecular analysis of the antennae
of Euschistus heros (Heteroptera: Pentatomidae) brown stink bug soybean for
the detection of odorant bind proteins (PBO))

Damacena, I.1, Moraes, M.C.B.1, Laumann, R.A.z, Lozzi, S.P.s, Borges, M.’

Os insetos se comunicam através de sinais quimicos que intermediam a troca
de informacao entre inseto-inseto e inseto-planta. A percepgéo das moléculas odorificas
nos insetos ocorre principalmente nas antenas através de proteinas especificas -
Proteinas Ligantes de Odores (PLO), que estao localizadas na linfa sensiliar. As
moléculas odorantes sao transportadas por PLO’s até as proteinas da membrana
dendritica. H4 uma série de estudos sobre PLO e PL de Feromdnios (PLF) com
outros insetos. O percevejo Euschistus heros, é pentatomideo Neotropical, considerado
uma das principais pragas que atacam as culturas de soja no Brasil. Este trabalho
tem como objetivo a extragao de proteinas totais de antenas do E. heros para produgéo
de perfis protéicos para identificagdo de PLO, sendo que as PLO’s sdo encontradas
apenas em adultos maduros sexualmente. Foi feito um estudo comparativo relacionado
a concentracdo de PLO’s produzidas em fémeas e machos maduros sexualmente
virgens e acasalados e em fémeas maduras virgens estimuladas com 1mg do feroménio
sexual sintético. Duzentas antenas de adultos e ninfas do 5° instar foram cortadas e
estocadas a 80°C. As proteinas foram extraidas segundo metodologia estabelecida e
posteriormente submetidas a Eletroforese em Gel de Poliacrilamida ndo-Desnaturante,
para analise das mesmas que foram diferencialmente expressadas entre ninfas e
adultos. As proteinas totais foram quantificadas usando o método colorimétrico de
Bradford e feita analise de Variéncia (SigmaStat 3.2). A analise mostrou que ha
diferengcas na concentragdo (F=13,6 14 g.l P<0,001). Somente ninfas e adultos
apresentaram diferencga no nivel de concentragdo quando comparadas pelo teste de
Student-Newman-Keul (p<0,05) e ndo houve diferengas entre fémeas e machos virgens
ou acasalados. A analise demonstrou que nado houve diferenga significativa na
concentragao de proteinas entre as fémeas virgens estimuladas com feroménio e as
fémeas acasaladas. Nos resultados obtidos por PAGE foi possivel observar quatro
proteinas diferenciais as quais nao foram identificadas nos perfis das ninfas.
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051 - ATIVIDADE LARVICIDA E PERSISTENCIA DE PRODUTOS COMERCIAIS A
BASE DE Bacillus thuringiensis SUBESP. israelensis PARA O CONTROLE DE Aedes
aegypti (Larvicidal activity and persistence of Bacillus thuringiensis subesp.
israelensis commercial products to control Aedes aegypti)

Santos, R.B.1, Lopes, J.2, Santos, W.J.S, Monnerat, RG

A bactéria Bacillus thuringiensis subesp. israelensis (Bti) tem sido amplamente
empregada como larvicida em vista dos bons resultados obtidos. Entretanto, o Bti
apresenta baixa persisténcia no ambiente quando comparado com inseticidas quimicos,
exigindo maior nimero de reaplicagbes. Perante isso, foi avaliada a persisténcia de
trés diferentes produtos comerciais a base de Bti disponiveis no mercado. O ensaio
de semi-campo foi realizado em laboratério e os produtos foram testados em 4
repeticdes em baldes plasticos contendo 10 litros de agua. Durante a montagem do
ensaio foram adicionadas 25 larvas de 4° instar inicial de Aedes aegypti e os produtos
foram aplicados nas seguintes concentragdes: Vectobac® AS (10ppm), Teknar® HP-
D (10ppm) e Bt-horus® SC (20ppm). Areposicao de larvas de 2° instar foi realizada a
cada 4 dias. Somente Vectobac® AS controlou 100% das larvas de 4° instar inicial
colocadas no momento da montagem do ensaio e ao contrario dos demais tratamentos,
nao houve formagao de pupas nesta fase. Em 52 dias de experimento, os tratamentos
mantiveram 100% de controle continuo das larvas de 2° instar, ndo havendo produgao
de pupas. Somente o Teknar® HP-D apresentou no 47° dia uma variagao para 98% no
controle de produgéo de pupas que foi restabelecida novamente para 100% na etapa
seguinte. Para o calculo da CL , foram realizados bioensaios dos produtos com 25
larvas de 2° instar de A. aegypti**Teknar® HP-D mostrou-se mais eficiente seguido do
Vectobac® AS e Bt-horus® SC, respectivamente.
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052 - AVALIACAO DA EFICACIA E PERSISTENCIA DOS BIOINSETICIDAS BT-
HORUS E VECTOBAC EM UMA POPULACAO DE Aedes aegypti (Efficiency and
persistence evaluation of two bioinsecticides used against Aedes aegypti
population)

Dumas, V.F.1, Pimentel, L.W.Z, Nunes, A.C.s, Vilarinhos, P.4, Monnerat, R.G’

A dengue é transmitida pela fémea do mosquito Aedes aegypti que também é
vetor da febre amarela urbana. A prevencgéao de epidemias, principalmente de dengue,
se da pelo controle populacional do vetor dessas doengas. Um dos métodos mais
utilizados para a eliminagao dos insetos € a aplicagao de larvicidas em seus criadouros.
No Brasil, o produto mais utilizado para o controle dos mosquitos é o Temefos, um
organofosforado que tem selecionado populagdes de Aedes resistentes. Visando a
diminuigéo da utilizagcdo desse agente quimico, a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia tém utilizado produtos a base de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)
em testes de campo, com o objetivo de selecionar bioinseticidas mais eficientes do
gue os ja existentes no mercado. Este trabalho teve como objetivo comparar a eficiéncia
e persisténcia do produto quimico Temefés e de dois bioinseticidas (Vectobac e Bt-
horus), a base de Bti. Os testes foram realizados em condi¢des de campo controladas,
em caixas d’agua protegidas com telados, de modo a permitir a exposigéo a luz
natural, em locais sombreados e a temperatura ambiente. Os tratamentos foram
realizados em triplicata, utilizando uma populagéo de A. aegypti susceptivel ao Temefos,
sendo que no controle ndo foi adicionado nenhum produto. A cada dez dias as caixas
eram repovoadas com 20 larvas de A. aegypti de segundo instar e 20% da agua era
retirada e resposta logo em seguida, simulando a utilizagdo da mesma. Diariamente
as caixas foram inspecionadas e as pupas contadas, removidas e utilizadas para
avaliar a atividade larvicida e persisténcia das formulagées. Os resultados demonstraram
que o Temefds apresentou melhor persisténcia do que os dois produtos bioldgicos.
Verificou—se, também, que os bioinseticidas testados sao eficazes no controle de A.
aegypti e, quando comparados, apresentaram eficacia e persisténcia semelhantes.
Entretanto, a utilizacdo do Bt-horus € a mais viavel, devido ao seu menor prego de

mercado.
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053 - AVALIACAO DA ESPORULACAO DE Trichoderma SPP. EM SUBSTRATOS
SOLIDOS (Sporulation of Trichoderma spp. on solid substrate)

Gomes, D.M.PA.", Avila, Z.R.2, Padua, R.R.2, Carvalho Filho, M.R.4, Alvarenga, D.O 5,
Mello, S.C.M.®

Uma alternativa no controle de fitopatdgenos é a utilizacdo de agentes
bioldgicos, pois estes apresentam potencial para limitarem a atividade do patégeno
ou aumentarem a resisténcia do hospedeiro. Espécies do género Trichoderma spp.
destacam-se dentre os agentes de biocontrole mais intensamente pesquisados. Este
trabalho teve como objetivo avaliar cinco tipos de substratos sélidos (arroz parboilizado,
arroz comum, palha de arroz, palha de arroz com caldo de batata e trigo) quanto a
esporulagao de Trichoderma ssp. Utilizaram-se os seguintes isolados de Trichoderma
spp.: CEN 219 (T. atroviride), CEN225 (T. spirale), CEN226 (T. fasciculatum) e CEN238
(T. harzianum), todos com potencial de controle, em testes realizados em casa de
vegetacao contra Sclerotium rolfsii, com a cultura da soja. Foram colocados 5g de
cada substrato previamente umedecido com agua destilada 60% (p/v) em erlenmeyer
de 200ml. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial, com trés repeti¢cdes. Para a coleta dos esporos, adicionou-se 20ml
de solugao agua+Tween (0,02%) em cada Erlenmeyer. A contagem dos esporos foi
realizada com o auxilio de camara de Neubauer. Foi possivel obter esporos de todos
os isolados em todos os substratos, havendo entretanto variagdo nas suas
concentragdes. Verificou-se interacao significativa entre os fatores (substratos e
isolados). No substrato arroz parboilizado, o isolado CEN219 superou os demais, em
termos de concentragao de esporos, ao passo que, em palha de arroz com caldo de
batata, os isolados CEN219 e CEN225 foram os que melhor esporularam. Para os
substratos arroz comum, palha de arroz umedecido com agua e trigo, nao foi observada
diferenca significativa entre isolados. E importante ressaltar que a palha de arroz
umedecida com caldo de batata apresentou resultado semelhante ao arroz parboilizado,
que ja vem sendo usado comercialmente e, por ser um substrato de baixo custo,
poderia substituir este ultimo com vantagem.
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054 - AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE DE DUAS POPULACOES DE Aedes
aegypti A PRODUTOS QUIMICOS E BIOLOGICOS (Susceptibility evaluation of
two Aedes aegypti populations to chemical and biological products)

Dumas, V.F.1, Pimentel, L.W.2, Nunes, A.C.s, Vilarinhos, P.4, Monnerat, R.G.’

Adengue é uma doenga cujo agente infeccioso € um arbovirus. Atualmente, &
a mais importante arbovirose que afeta 0 homem e constitui-se em sério problema de
saude publica em areas tropicais do mundo, onde as condigbes ambientais favorecem
o desenvolvimento e a proliferacdo do mosquito transmissor, o Aedes aegypti. A
transmiss&o ocorre através da picada do mosquito fémea que, ataca no ambiente
domiciliar, pois os criadouros encontram-se, em geral, dentro das proprias casas ou
em seus arredores. Um dos métodos utilizados para eliminagdo dos insetos é a
aplicagao de larvicidas nos criadouros. Um produto largamente utilizado para o controle
dos mosquitos é o organofosforado Temefos, que tem selecionado populagdes de
mosquitos resistentes. Visando a diminui¢ao da utilizagao desse agente quimico, a
Fundagéo Nacional de Saude (FUNASA) tem utilizado produtos a base de Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti). Este trabalho teve como objetivo comparar a eficiéncia
e persisténcia de dois bioinseticidas (Vectobac WDG e Vectobac DT) a base de Btie
de dois produtos quimicos (Pyriproxifen e Temefés). Os testes foram realizados em
condigbes de campo controladas, em caixas d’agua protegidas com telados, de modo
a permitir a exposigao a luz natural, em locais sombreados e a temperatura ambiente.
Os tratamentos foram realizados em triplicata, utilizando populagdes suscetiveis e
resistentes ao Temefos, sendo que no controle néo foi adicionado nenhum produto. A
cada dez dias as caixas eram repovoadas com 20 larvas de A. aegypti de segundo
instar e 20% da agua era retirada e reposta logo em seguida, simulando a utilizagao
da mesma. Diariamente as caixas foram inspecionadas e as pupas contadas,
removidas e utilizadas para avaliar a atividade larvicida e persisténcia das formulagées.
Os resultados demonstraram que os produtos quimicos apresentaram eficacia de
100% durante 70 dias e os produtos biolégicos durante 20 dias. Além disso, foram
observadas diferengas na mortalidade das populagdes resistente e suscetivel em todos

os produtos testados.
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055 - AVALIACAO DE ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis PARA O CONTROLE
DE Spodopterafrugiperda (LEPIDOPTERA:NOCTUIDAE) (Evaluation of Bacillus
thuringiensis strains to control Spodopterafrugiperda (Lepidoptera: Noctuidae)

Meleétti, V.M.1, Batistag, A.C.Z, Demo, C.2, Praca, B.L.B.S, Martins, E.S.4, Siqueira,
C.B.", Monnerat, R.G.

Bioinseticidas formulados a base de Bacillus thuringiensis vém apresentando
um resultado satisfatério no controle de insetos-praga. Dentre estes insetos, podemos
destacar a Spodoptera frugiperda, um inseto polifago que ataca diversas culturas,
principalmente o milho e o algodao. Este trabalho teve como objetivo a selegao de
subespécies de Bacillus thuringiensis toxicas a S. frugiperda. Foram utilizadas 29
estirpes pertencentes ao Banco de Germoplasma de Bacilos Entomopatogénicos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As estirpes foram cultivadas em meio
NYSM para a realizagao dos bioensaios seletivos e de dose. Os bioensaios seletivos
foram realizados colocando-se 35mL da bactéria cultivada em dieta artificial,
previamente distribuidas em placas de acrilico. De acordo com os resultados obtidos
nos bioensaios seletivos, foram realizados os bioensaios de dose. Para tal, usou-se
estirpes liofilizadas e doses pré-determinadas. A observagao dos cristais foi realizada
através de microscopia eletronica de varredura. As estirpes S608, S615, S1450 e
S1576, pertencentes aos sorotipos fukuokaensis, sotto, kurtaki e aizawali,
respectivamente, foram as mais toxicas entre todas as analisadas, podendo ser
utilizadas como base na producao de um bioinseticida para o controle de S. frugiperda.
Dentre as quatro, as estirpes S1576 e S608 apresentaram as menores CLso, sendo
estas as mais efetivas contra S. frugiperda.
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056 - AVALIACAO DE ISOLADOS DE Trichoderma SPP. NO CONTROLE DE
Sclerotium rolfsiiem FEIJOEIRO (Trichoderma spp. isolates to control Sclerotium
rolfsii on Phaseolus vulgares)

Padua, RR.', Gomes, D.M.PA’ Avila, Z.R.’, Carvalho Filho, M.R.”, Alvarenga, D.O.",
Mello, S.C.M.

Fungos do género Trichoderma vém sendo utilizados com sucesso no controle
de varias doengas de plantas, dentre as quais, as podriddes de raiz e colo causadas
por Sclerotium rolfsii. Devido a produgao de esclerédios, S. rolfsii € capaz de sobreviver
no solo por varios anos, mantendo-se, desta forma, o indculo inicial para futuros plantios.
Este trabalho foi realizado no intuito de avaliar o potencial de 46 isolados de Trichoderma
da colecdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, para controle da podridao
do colo e tombamento de plantulas do feijoeiro. A escolha desses isolados ocorreu
em virtude dos bons resultados que apresentaram em experimentos anteriormente
conduzidos com a soja. Neste trabalho, foram utilizados vasos plasticos com
capacidade de 3 kg contendo solo constituido da mistura de terra de barranco, areia
lavada de rio e esterco, corrigido e autoclavado. Os inéculos do patdégeno e antagonista
foram produzidos em graos de arroz parboilizado previamente umedecido com agua
destilada (60% P/V) e autoclavado a 120°C por 20 minutos. Dois discos de micélio de
cada isolado de Trichoderma, medindo 0,4 cm de didmetro, foram transferidos para
erlenmeyers de 500 ml de capacidade contendo 75g de arroz. Para S. rolfsii., o cultivo
ocorreu em bandejas de aluminio de dimensao 44 x 30cm com 500g de arroz, recebendo
cinco discos de micélio cada uma. Os erlenmeyers e as bandejas permaneceram
sete dias em camara de crescimento a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas. As
inoculacdes do solo foram realizadas simultaneamente, com o antagonista e com o
patégeno. Apds 24 horas, procedeu-se a semeadura, utilizando-se 10 sementes de
feijao por vaso. O delineamento foi o inteiramente casualizado, com quatro repeticbes
por tratamento. As avaliagdes foram realizadas aos 15 e 30 dias apds a semeadura,
determinando-se as porcentagens de plantas vivas. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Quarenta e quatro isolados proporcionaram controle de 60 a 95%, sendo
que destes, 13 isolados (CEN 144, CEN 168, CEN 201, CEN 209, CEN 211, CEN 221,
CEN 222, CEN 225, CEN 227, 256, CEN 266) apresentaram controle igual ou superior
a 90%.
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057 - AVALIACAO DE UMA FORMULACAO A BASE DO FEROMONIO SEXUAL
SINTETICO DE Euschistus heros PARA USO EM PROGRAMAS DE
MONITORAMENTO DE PERCEVEJOS-PRAGA (Evaluation of aformulation based
in synthetic sexual pheromone of Euschistus heros for use in monitoring
programs of stink-bugs pests)

Vieira, (!?.H.M.1, OIivgira, V.L.2, Laumann, R.A.3, Pires, C.S.S.4, Suijii, E.R.S, Moraes,
M.C.B.", Borges, M.

Apés a caracterizagao, identificagdo quimica e estabelecimento de uma rota
de sintese, a formulagéo dos feromdnios é um passo essencial para viabilizar a sua
utilizagao eficiente no campo. Neste trabalho, foi estudada uma formulagédo do feroménio
sexual do percevejo-marrom Euschistus heros visando a sua utilizagdo em armadilhas
para monitoramento desta importante praga da soja do centro-oeste brasileiro. Para
isto, foi analisada a persisténcia, taxa de liberagao e atratividade em laboratoério, para
fémeas da espécie, de uma formulagéo em pastilhas, do tipo “lure”, impregnadas com
o feromonio sintético produzida pela empresa Fuji-Flavor do Jap&o. Cinco armadilhas
contendo os lures foram distribuidas num campo experimental, na fase de pousio, da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e mantidas por um periodo de 50 dias.
Semanalmente os lures foram submetidos a aeragéo (24 hs.) para extragdo de
feromodnios e quantificacao da taxa de liberacao através de cromatografia gasosa e
metodologia de padrao interno. No mesmo intervalo de tempo, os lures foram utilizados
para realizacao de bioensaios em olfatbmetro de dupla escolha com fémeas virgens e
sexualmente maduras de E. heros (10 a 15 dias de idade adulta). A emisséo de
feromodnios, pela formulagdo mostrou uma queda significativa ao longo do tempo,
contudo os bioensaios mostraram que, durante o periodo considerado, os lures néo
perderam eficiéncia para atracao de fémeas de E. heros, registrando uma resposta
média de 84,26 + 4,64 dos insetos avaliados. Os resultados obtidos mostram que a
formulagéo estudada apresenta persisténcia e taxas de liberagcdo adequadas para
sua utilizacdo em programas de monitoramento de percevejos-praga. Contudo, a

eficiéncia da formulacgao e seu potencial devem ser avaliados, ainda, a nivel de campo.
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058 - AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Bacillus thuringiensis NO MEIO DE
CULTIVO BTHEK-2 COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE PROTEINA DE SOJA
(Evaluation of the growth of Bacillus thuringiensis in the Bthek-2 synthetic media
based on different concentrations of soybean protein)

Melatti, V.M.", Batista, AC’ Demo, C.?, Roberg, RA.P.’, Silva, S.F.’, Soares, C.M.S.",
Siqueira, C.B.", Monnerat, R.G.

Para a producédo de um bioinseticida & base de Bacillus thuringiensis,
alternativas seguras e eficazes de mudangas nos meios de cultivo vém sendo
estudadas, em busca de um baixo custo, grande quantidade de biomassa seca,
temperatura mais adequada, pH e outros fatores qua possam influenciar positivamente
na qualidade do produto final, como efetividade contra insetos-pragas. Spodoptera
frugiperda é um inseto-praga capaz de destruir plantagdes de milho e algodao, afetando
no rendimento da produgéo. Este trabalho teve como objetivo estabelecer dentre
diferentes concentragdes de proteina de soja em meio de cultivo, a composigéo de
meio que promova um abundante crescimento, esporulacao e sintese de proteinas
(delta endotoxinas). O meio de cultivo Bthek-2 que foi desenhado pela Empresa Bthek
Biotecnologia LTDA foi modificado quanto a quantidade de proteina. A estirpe S1905
foi crescida nos meios M1, M2, M3 e M4 contendo 24g/L, 18 g/L, 12 g/L e 8 g/L de
proteina de soja, respectivamente. O meio M1, forneceu dentre os quatro testados, a
maior biomassa seca e a maior quantidade de toxinas para o controle de S. frugiperda,
apesar de levar mais tempo para obter a sua completa esporulagéo.
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059 - BIOLOGIA FLORAL DE Gossypium hirsutum latifolium (MALVACEAE) (Floral
biology of Gossypium hirsutum latifolium (Malvaceae))

Cardoso, C.F;, Silveira, F.A.Z, Oliveira, G.3, Nakasu, E.4, Sujii, E.R.S, Fontes, E.M.G.S,
Pires, C.S.S.

A recente aprovagao do algodao Bt (Monsanto/Bolgard) no Brasil exige que
se estabelegam zonas de exclusao de plantio para manejar o fluxo de genes para as
populagdes selvagens de Gossypium. Além disso, para minimizar o fluxo génico entre
variedades transgénicas e convencionais de algodoeiro, sdo necessarias outras
medidas, tais como barreiras fisicas e bioldgicas. Para isto, sdo necessarios estudos
sobre a biologia floral desta planta. Este trabalho visa estudar o sistema reprodutivo,
o processo de abertura das flores e anteras e a dinamica da producédo de néctar de G.
hirsutum latifolium. Dados preliminares coletados na safra 2004/05 no Distrito Federal
demonstram que esta espécie independe de polinizadores, mas depende de polinizagéo
para a formacao de frutos. As taxas de aborto observadas nos frutos autogamicos
(6%) e produzidos por autopolinizagéo espontanea (18%) foram baixas em flores
ensacadas. No entanto, a importancia da polinizagao cruzada para a qualidade e
quantidade de sementes e fibra produzidas por fruto ainda serdo avaliadas. A maior
visitagao das flores pelas abelhas (possiveis polinizadoras) ocorre entre 10:00h e 14:00h,
quando ocorre a maior produgéo de néctar (pico de producao as 12:00h). A antese
floral ocorre a partir de 06:00h (72% de umidade relativa e 21 ,3°C), sendo que 90% das
flores encontram-se abertas entre 09:00 e 10:00h (69% de umidade relativa e 24,8°C).
As anteras abrem-se a partir de 08:10h. Pretende-se, na safra 2005/06, continuar a
coleta de informacgdes relacionadas a biologia floral. Esses estudos auxiliardo na
determinagcdo dos mecanismos de polinizagdo cruzada do algodao que sao
fundamentais a execugao das analises de risco e a tomada de medidas para evitar e/
ou minimizar o fluxo do transgene para populagdes selvagens, garantindo a coexisténcia
de culturas transgénicas e nao-transgénicas.
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060 - CARACTERIZACAO DOS VOLATEIS INDUZIDOS POR HERBIVOROS EM
DIFERENTES VARIEDADES DE ALGODAO (Gossypium hirsutum L.) INFESTADO
POR LAGARTAS DE Spodoptera frugiperda (Characterization of the induced
herbivores volatiles in different cotton varieties (Gossypium hirsutum L.) infested
by caterpillars of Spodopterafrugiperda))

Olisveira, V.L.1, Aquino, M.F.S.Q, Laumann, R.A.B, Moraes, M.C.B.4, Cia, E.5, Borges,
M.

Os volateis induzidos por herbivoros sdo compostos liberados pelas plantas,
em resposta ao dano causado por insetos herbivoros, que atraem inimigos naturais
(predadores e parasitéides). Estes compostos apresentam grande potencial para o
manejo de insetos benéficos em programas de controle bioldgico. O objetivo deste
trabalho foi estudar a resposta de plantas de algodao, de trés variedades, ao dano
causado por larvas de Spodoptera frugiperda (lagarta desfolhadora) a fim de identificar
volateis induzidos e comparar a mistura emitida por cada variedade. Foram utilizadas
variedades de algodao (Gossypium hirsutum var. cedro, IAC17 e IAC20) com 20 a 25
dias apods o plantio. As plantas foram acondicionadas em camaras de aeragao plasticas
de 5L de capacidade. Em cada aeragao foram utilizadas seis cAmaras (trés controles
e trés tratamentos). Foram utilizados como tratamento, plantas danificadas por 10
larvas de S. frugiperada e, como controle, plantas sadias. As amostras foram coletadas
em adsorventes quimicos (Super Q) em intervalos de 24 horas por um periodo de
quatro dias. As amostras foram analisadas utilizando cromatografia gasosa com
quantificagdo dos compostos através de padrao interno. Os perfis cromatograficos
das plantas de algodao sadias resultaram similares com pequenas variagdes entre
elas. Apos as plantas serem danificadas por larvas de S. frugiperda os perfis
cromatograficos das trés variedades estudadas mostraram importantes diferencias
em relagao aos dos controles, com picos caracteristicos entre os tempos de retengao
de 10 a 13 minutos para todas as variedades e na regiao de 7 minutos para as variedades
IAC17 e IAC20. A mistura de volateis liberados pelas plantas danificadas pode ser
especifica para cada variedade de algodao. Esforgos devem ser orientados para a
identificagcdo dos compostos presentes nas misturas de plantas danificadas e para

estabelecer sua relagdo com o comportamento de inimigos naturais.
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061 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis
TOXICAS AO BICUDO-DO-ALGODOEIRO (Anthonomus grandis BOHEMAN, 1843)
(Molecular characterization of Bacillus thuringiensis strains toxic against boll
weevil)

Dumas, V.F.1, Martins, E.S.z, Ramos, F.R.a, Praca, L.B.4, Monnerat, RG’

A cotonicultura possui grande destaque no agronegdcio brasileiro, uma vez
que gera divisas movimentando o mercado mundial. Porém, esta cultura esta vulneravel
a diversas pragas, dentre estas, destaca-se o bicudo do algodoeiro (Anthonomus
grandis Boheman,1843), considerado uma das mais agressivas, devido aos danos
que causa a cultura e pelas dificuldades de seu controle. Uma alternativa para o
controle dessa praga é a utilizagdo de agentes de controle biolégico, como Bacillus
thuringiensis (Bt), que & uma bactéria caracterizada pela presenca de inclusdes
protéicas, ativas contra insetos. Assim sendo, o estudo do conteudo protéico dessas
inclusdes e de seus genes codificadores se tornam indispensaveis para um melhor
entendimento dos mecanismos pelos quais essas proteinas atuam. Neste processo,
técnicas como PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase) e eletroforese de proteinas
em gel desnaturante, sdo o ponto de partida para caracterizagao de estirpes que
apresentam potencial atividade para o controle de insetos. Este trabalho teve como
objetivo a caracterizagdo bioquimica, molecular e ultraestrutural de estirpes de B.
thuringiensis ativas contra o bicudo do algodoeiro. Através de bioensaios seletivos,
nove estirpes de B. thuringiensis, pertencentes ao banco de Bacillus spp. da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, foram selecionadas por apresentar atividade
patogénica contra o bicudo. Estas estirpes foram, entéo, caracterizadas quanto ao
contetido génico e perfil protéico. Das nove estirpes, trés se destacaram pelos resultados
de CL e pelos perfis protéicos e moleculares bastante semelhantes, apresentando
uma b3nda de 130kDa e genes da familia cry1, indicando serem eles fortes candidatos
para estudos moleculares e integracdo no genoma de cultivares de algodao como

alternativa para o controle deste inseto.
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062 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DE TRES GENEROS DE
FUNGOS USANDO MARCADORES RAPD (Molecular characterization of three
fungus isolates by rapd markers)

Lima, A.A.", Tutunji, V.L.2, Lima, L.H.C.3, Queiroz, P.R.*

Os fungos pertencem a um grupo cosmopolita apresentando grande
diversidade, variedade morfoldgica, atividades metabdlicas e habitats, sendo que o
Filo Ascomycota possui 46 ordens e cerca de 6000 géneros, dentre eles, Aspergillus,
Penicillium e Fusarium. Embora muitos estudos sobre caracterizagdo de fungos ja
tenham sido elaborados, uma classificagao precisa € ainda um objetivo a ser alcangado.
O uso de marcadores RAPD ¢ utilizado como diagndstico para a identificagcdo de
isolados permitindo o entendimento das relagdes filogenéticas que existem entre as
espécies constituintes dos variados géneros de fungos uma vez que estes apresentam
potencial biotecnoldgico. O objetivo do trabalho foi identificar marcadores RAPD
especificos e estabelecer uma analise filogenética entre os isolados de Aspergillus,
Penicillium e Fusarium. A extragcdo de DNA foi feita segundo uma metodologia
previamente estabelecida e as rea¢des de amplificagéo foram feitas usando-se 5 primers
de RAPD. O polimorfismo obtido entre os isolados analisados permitiu identificar
marcadores moleculares especificos para os géneros em estudo. O primer OPA-04
produziu um perfil de bandas especifico para os isolados de Aspergillus. O primer
OPA 13 apresentou fragmentos monomarficos para os isolados de Fusarium, Aspergillus
e Penicillium. Os marcadores RAPD geraram um dendrograma com a formagéo de
quatro grupos principais, sendo que os dois primeiros grupos foram relacionados ao
género Aspergillus apresentando 55 % de similaridade. O terceiro e quarto grupos
foram constituidos pelos isolados de Penicillium com similaridade de 47 %. O isolado
de Fusarium ficou agrupado com Penicillium. Um isolado apresentou baixa similaridade
(37 %) em relagao aos demais grupos nao tendo sido identificado morfologicamente,
sugerindo que o isolado pertenga a outro género. Nos resultados de analise molecular
observou-se que 30,9 % da variagao genética ocasionando diferengas de isolados
dentro dos géneros estudados e 69,1% entre os géneros em questado. Essa estratégia
molecular forneceu elementos complementares para a identificagao de isolados nos
casos onde a descri¢ao morfoldgica foi inconsistente. Estudos mais elaborados poderéao
ser conduzidos na busca de marcadores mais especificos com a finalidade de se
obter uma identificagdo mais rapida e precisa com a utilizagdo de programas de

melhoramento genético.
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063 - CLONAGEM DO GENE 25KFP DE Anticarsia gemmatalis MNPV PARA
TRANSFORMAGCAO ESTAVEL DE CELULAS DE INSETOS (Clonning of the
Anticarsiagemmatalis MNPV 25KFP geneto stable transformation of insect cells)

Dalmolin, C.C.", Maia, E.A.%, Ribeiro, B.M.’, Souza, M.L.%, Castro, M.E.B.*

Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) € um membro da familia
Baculoviridae, que devido ao seu potencial de infeccao e estabilidade em campo é
largamente empregado como biopesticida para o controle da lagarta da soja, A.
gemmatalis. Devido ao sucesso deste programa, a produgao de baculovirus in vitro
assume aspecto relevante. Entretanto, a acumulacéo de variagdes genotipicas por
passagem seriada em cultura de células constitui um dos grandes obstaculos para a
producéo do baculovirus em bioreatores de larga escala. Uma das mutagdes mais
comuns decorrentes da passagem seriada é a alteragao do fenoétipo parental, com
muitos poliedros por célula (MP), para o fenétipo com poucos poliedros por célula
(FP). Segundo estudos anteriores, o gene 25K FP é essencial para a formagao correta
do poliedro e oclusdo dos virions, mutagdes dentro da seqiiéncia sao suficientes para
produzir o fenétipo mutante FP. Neste trabalho, o gene 25KFP foi clonado no vetor
pGEM com o objetivo de estudar sua fungao e construir células estavelmente
transformadas. Além disso, a seqliiéncia de aminoacidos da proteina foi utilizada em
analises filogenéticas. Para estas analises, o alinhamento da seqiiéncia de 25KFP de
AgMNPV com a de outros baculovirus procedeu-se com o auxilio do programa ClustalX
1.81 e para a reconstrugao da arvore filogenética utilizou-se o programa MEGA, segundo
o algoritmo de “neighbor-joining”. Nossos dados indicam que AgMNPV pertence ao
Nucleopolyhedrovirus grupo I, sendo mais proximamente relacionado com CfDEFNPV,
EppoMNPV e CfMNPV. Para a clonagem do gene, primers especificos foram
desenhados e o produto de PCR amplificado foi clonado no vetor pGEM-T easy, o
promotor constitutivo hsp70 foi clonado junto ao gene 25KFP. Este cassete sera,
entdo, transferido para outro vetor com o gene de resisténcia ao antibiético puromicina,
para construcao de células estavelmente transformadas visando o estudo da estabilidade
viral em diversas passagens em cultura de células que expressam constitutivamente
essa proteina.
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064 - CONTROLE DE CULICIDEOS E SIMULIDEOS UTILIZANDO BIOINSETICIDAS
A BASE DE Bacillus sphaericus E Bacillus thuringiensis NA GRANJA DO TORTO,
BRASILIA-DF (Control of Culicidae and Simulidae using biological product
based on Bacillus sphaericus and Bacillus thuringiensis in Granja do Torto,
Brasilia-DF)

Paganella, M.B.",Boas, L.C.V.?, Oliveira, E.C.A.3, Ramos, F.R.%, Santoro, F.A.5, Sone,
E.H.5, Carvalho, H.R.%, Soares, C.M.S.”, Monnerat, R.G.®

Insetos hematéfagos estdo tendo cada vez mais importancia no cenario
nacional, pois podem causar danos econémicos e grande incbmodo a sociedade.
Espécies da Familia Culicidae como Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus sao
comuns nos centros urbanos e se reproduzem com facilidade em criadouros de agua
limpa, parada e/ou poluida, respectivamente. Sdo considerados antropofilicos e sao
0s responsaveis pela transmiss&o de doengas como a dengue, filarioses e encefalites.
Outro diptero que é foco dos recentes estudos sobre controle biolégico de pragas séo
os da familia Simulidae, mais conhecidos como borrachudos. Estudos comprovaram
que um aumento na incidéncia desses insetos vém causando prejuizos sécio-
econdmicos como diminuigdo do rendimento na mao-de-obra do produtor rural,
dificuldade no desenvolvimento do turismo, queda da producdo agropastoril e
desvalorizacao das propriedades rurais. Os simulideos se reproduzem em locais de
agua corrente limpa ou com muita matéria organica, como cachoeiras, rios e cérregos.
A Granja do Torto possui grande nimero de nascentes com agua corrente que favorece
a proliferagédo dos simulideos. Culex ocorre nas redes de esgotos e em agua estagnada.
O presente trabalho teve como objetivo o controle de simulideos utilizando o Bt-horus;
SC a base de Bacillus thuringiensis e de C. quinquefasciatus utilizando Sphaerus
SC, a base de B. sphaericus. Esses produtos foram desen