ENNATS

20105

[
wa e

= f



Republica Federativa do Brasil

Luiz Inécio Lula da Silva
Presidente

Ministério da Agricultura, Pecuariae Abastecimento

Roberto Rodrigues
Ministro

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
Conselho de Administragéo

José Amauri Dimarzio
Presidente

Clayton Campanhola
Vice-Presidente

Alexandre Kalil Pires
Dietrich Gerhard Quast
Sérgio Fausto

Urbano Campos Ribeiral
Membros

Diretoria-Executiva da Embrapa

Clayton Campanhola
Diretor-Presidente

Gustavo Kauark Chianca
Herbert Cavalcante de Lima
Mariza Marilena T. Luz Barbosa
Diretores-Executivos

Embrapa Recursos Genéticos e Bioteconologia

José Manuel Cabral de Souza Dias
Chefe -Geral

Mauricio Antonio Lopes
Chefe-Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento

Maria Isabel de Oliveira Penteado
Chefe-Adjunto de Comunicagdo e Negdcios

Maria do Rosario de Moraes
Chefe-Adjunto de Administragéo



XENCONTRO DO TALENTO ESTUDANTIL DA
EMBRAPA RECURSOS GENETICOS E
BIOTECNOLOGIA
2005

Anais

Resumos dos Trabalhos

Brasilia, DF

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
2005



Exemplares desta publicagdo podem ser adquiridos na:

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Servigo de Atendimento ao Cidadao

Parque Estacéo Bioldgica, Av. W/5 Norte (Final) - Brasilia, DF
CEP 70.770-900 - Caixa Postal 02372

PABX: (61) 3448-4700, Fax: (61) 3340-3624
http://www.cenargen.embrapa.br
e-mail:sac@cenargen.embrapa.br

Comité de Publicagdes da Unidade
Presidente: Maria Isabel de Oliveira Penteado
Secretéaria Executiva: Maria da Graga Simdes Pires Negrédo
Membros: Arthur da Silva Mariante
Maria da Graga Simdes Pires Negrao
Maria de Fatima Batista
Maria Isabel de Oliveira Penteado
Mauricio Machaim Franco
Regina Maria Dechechi Gomes Carneiro
Sueli Corréa Marques de Mello
VeraTavares de Campos Carneiro
Revisor deTexto: Responsabilidade dos autores
Normalizagéo Bibliografica: Maria lara Pereira Machado
Tratamento de llustragdes da Capa: Raul César Pedroso da Silva
Confecgéo de Posteres: Raul César Pedroso da Silva e Gustavo Coelho de Souza
Criacdo & Design: Gustavo Coelho de Souza & Paulo Euler Teixeira Pires
Editoragao Eletrénica: Fabricio Lopes dos Reis Rodrigues

18 edigéo
18 impressao (2005): tiragem 400 exemplares

Todos os direitos reservados.
A reproducado nao autorizada desta publicagédo, no todo ou em parte,
constitui violagdo dos direitos autorais (Lei no 9.610).

E 53 Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Encontro do Talento Estudantil (10. : 2005 :

Brasilia, DF)

Anais: resumos dos trabalhos : X Encontro do Talento Estudantil da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, 2005. — Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,

2005. 227 p.

ISBN 85-87697-37-4

Corpo editoral: Jodo Batista Tavares da Silva, José Eustaquio Menézes e Zilda Maria de

Araujo Ribeiro

1. Recursos genéticos. 2. Biotecnologia. 3. Controle bioldgico. I. Titulo. Il. Titulo: X
Encontro do Talento Estudantil da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

CDD 575.1

©Embrapa 2005



XENCONTRO DO TALENTO ESTUDANTIL DA EMBRAPA RECURSOS
GENETICOS E BIOTECNOLOGIA - 2005

COMISSAO ORGANIZADORA

PRESIDENTE: Joé&o Batista Tavares da Silva
José Eustaquio Menézes
Maria Abadia Fernandes Solino
Maria da Graca Simdes Pires Negrao
Ménica Athayde Ferreira
Raul César Pedroso da Silva
Zilda Maria de Araujo Ribeiro

COMISSAO DE SELECAO DOS TRABALHOS

COORDENADOR: Jodo Batista Tavares da Silva
Diva Maria de Alencar Dusi
Gerson Renan de Luces Fortes
Glaucia Salles Cortopassi Buso
Maria de Fatima Batista
Mauricio Machaim Franco
Vera Tavares de Campos Carneiro

COMISSAO JULGADORA

Carlos Antonio Inacio (UnB)

Carlos Roberto Felix (UnB)

Charles Martins de Oliveira (Embrapa Cerrados)

Janice Lisboa De Marco (UnB)

Juvenil Enrique Cares (UnB)

Kumiko Mizuta (UnB)

Marcos Roberto Bertozo (ANVISA)

Sabrina Izabel Costa de Carvalho (Embrapa Hortalicas)

CORPOEDITORIAL: Jo&o Batista Tavares da Silva
José Eustaquio Menézes
Zilda Maria de Araujo Ribeiro






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
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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
4Bic’>logo, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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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.

Biologia, graduanda, Universidade de Brasilia-UnB

Bidloga, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Bidloga, mestranda, Universidade Catdlica de Brasilia-UCB
Eng. Agr., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Bidloga, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

6Bic’>|oga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

1
2
3
4
5

44



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.

Bidloga, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Bidlogo, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Biologa, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Biologo, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Biomédica, graduada, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Biologo, doutorando, Universidade Catdlica de Brasilia-UCB

Bidlogo, doutorando, Universidade de Brasilia-UnB

T
2
3
4
5
6
7
8Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

54



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.

Agronomia, graduanda, Uniédo Pioneira de Integragéo Social-UPIS
Agronomia, graduando, Uni&do Pioneira de Integragéo Social-UPIS
Zooctecnista, graduando, Unido Pioneira de Integracéo Social-UPIS
Biologa, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Biologo, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Biodloga, Ph.D., Unido Pioneira de Integragéo Social-UPIS

oo s w_ N =

66



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.

1Agronomia, graduanda, Unido Pioneira de Integracédo Social-UPIS
Agronomia, graduando, Unido Pioneira de Integragao Social-UPIS
Bidlogo, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4Bic’>loga, Ph.D., Unido Pioneira de Integragéo Social-UPIS

76



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.
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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 desenvolvidos pela Bthek
Biotecnologia em parceria com a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A
metodologia adotada foi a procura de todos os tipos de criadouros dos insetos,
constatada a presencga das larvas, eram aplicados com regador uma solugéo de 500ml
do Bt-horus” SC com 4 litros de agua para o caso dos simulideos e detectando-se
larvas de Culex, eram aplicados com pulverizador costal uma solugdo de 50ml de
Sphaerus® SC em 1 litros de agua. De dezembro 2004 até outubro de 2005 houve uma
diminuigcao consideravel do numero de insetos, ndo havendo mais reclamacgdes das

pessoas que transitam no local.
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065 - CONTROLE DE Spodoptera frugiperda ATRAVES DE USO SISTEMICO DE
Bacillus thuringiensis NA CULTURA DO ALGODAO (Control of Spodoptera
frugiperdathrough sistemic use of Bacillus thuringiensis in cotton)

Demo, C.1, Me7deiros, P.T.z, Batista, A.C.S, Melatti, V.M.4, Praca, L.B.s, Berry, C.6,
Monnerat, R.G.

Lagartas de Spodoptera frugiperda sdo uma praga importante na cultura do
algodao no Brasil, causando perdas de até 67% na produgéo. Os métodos de controle
desta praga incluem a utilizagao de inseticidas biolégicos como Bacillus thuringiensis
(Bt). Esta bactéria produz esporos e cristais com acdo contra insetos. A partir de
estudos realizados sobre a utilizagao sistémica de Bt visando o controle de insetos,
foi utilizada a estirpe de Bacillus thuringiensis subs. kurstaki (Btk) marcada com
gene de fluorescéncia (gfp) inoculada em plantas. Foram utilizados cinco tratamentos:
comprimidos, mistura, inoculacao turfosa, aplicacdo de 1ml semanal e testemunha
sem Bt. A concentragéo dos tratamentos com Bt foi predefinida em 10% de material
liofilizado. Trés plantas de algodao, por tratamento, foram coletadas semanalmente.
Amostras de 1g de solo, 1cm de raiz, 1cm de caule, 1cm de pedunculo e 1cm? de
folha foram masserados, submetidos a choque térmico e diluigcdo seriada para posterior
plagueamento em meio com antibiético. Apds 24 horas, realizou-se a contagem de
células. Além disso, folhas do algodao foram oferecidas a 30 lagartas de Spodoptera
frugiperda. Aleitura do bioensaio foi realizada apds 48h avaliando a mortalidade das
lagartas que chegou a 70% no tratamento com comprimido. Posteriormente foi re-
isolado a partir dos insetos mortos, sendo verificada a presenca de Btk (gfp). Ensaios
preliminares mostraram decréscimo no numero de coldnias de Bt nas plantas e nos
insetos. A porcentagem de larvas mortas também diminuiu a partir da sexta semana.
A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia esta realizando estudos para a

adequacéao de doses dos tratamentos com uso sistémico de Bt.
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066 - CRY1la, UMA PROTEINA PROMISSORA PARA O CONTROLE DE
Anthonomus grandis (BICUDO-DO-ALGODOEIRO) E Spodoptera frugiperda
(LAGARTA-DO-CARTUCHO-DO-MILHO) (Crylla, a promising protein for the
control de Anthonomus grandis (boll weevil) and Spodoptera frugiperda (fall
armyworm))

Martins, IE4.S.1,Aguiar,6R.W.S.2, Martir;s, N.F.3, Batista,@.C.“, Melatti, V.M.S, Gomes,
A.C.M.M., Falcao, R.", Ribeiro, B.M., Monnerat, R.G.

O algodéao é uma das mais importantes culturas em nivel mundial, e hospedeiro
de um grande numero de pragas, como Spodoptera frugiperda e Anthonomus grandis.
Uma alternativa para o controle desses insetos € a construgao de cultivares de algodao
transgénicos, contendo gene(s) de resisténcia a esses insetos. Bacillus thuringiensis
€ uma bactéria que produz toxinas entomopatogénicas que sdo amplamente usadas
como agentes de controle biolégico e como fonte de genes para construcao de plantas
transgénicas resistentes a insetos. O objetivo deste trabalho foi o isolamento e a
caracterizacao de um gene da estirpe S1451 de B. thuringiensis toxica a esses insetos.
O gene crylla da estirpe S1451 foi amplificado por PCR usando oligonucleotideos
especificos, seqlienciado, clonado no vetor de transferéncia pSynXIVX3+ e usado
para construgdo de um baculovirus recombinante. A proteina Cry1la foi expressa em
células de inseto infectadas com o virus recombinante, produzindo grandes inclusdes
protéicas no citoplasma celular. Bioensaios usando a proteina recombinante mostraram
alta toxicidade a larvas de S. frugiperda e A. grandis. Este gene é bastante promissor

para a construgdo de uma nova cultivar resistente a insetos-praga.
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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.O.1, Simdes, K.C.C.Z, Martins, E.S.s, Queiroz, P.R.4, Lima, L.H.C.5, Monnerat,
R.G.

Aedes aegypti é o vetor de importantes doencas como a febre amarela e a
dengue, e esta presente nas regides tropicais e subtropicais. Para o sucesso do
controle dessa espécie é importante conhecer a estrutura genética e os mecanismos
que resultaram na diversidade de suas populacdes. O uso da técnica de RAPD é util
quando se pretende obter informacdes genéticas a partir de polimorfismo de segmentos
de DNA, utilizando-se primers de sequéncias aleatérias em curto prazo e a baixo
custo. O objetivo desse estudo foi analisar a variabilidade genética de diferentes
populacdes de A. aegypti por meio da metodologia de RAPD. Amostras de DNA de
10 larvas, coletadas a partir de trés populagbes provenientes de diferentes localidades,
foram analisadas utilizando-se 5 primers de RAPD. Os produtos de amplificagédo
foram visualizados em géis de agarose e os perfis eletroforéticos indicaram a
existéncia de variabilidade genética inter e intrapopulacional. Esse resultado foi
confirmado com a obtengdo de um dendograma que indicou a distribuicdo das
populagdes em dois agrupamentos principais com similaridade genética de 28 %.
Em um desses agrupamentos foi possivel distinguir duas populagdes que
apresentaram um grau de similaridade de 67 %. A analise de variancia molecular
indicou que 58,70 % da fonte de variabilidade é resultante da variagéo entre as
populagdes e 42,20 % de dentro das populagbes. Além disso, comparou-se a eficiéncia
do protocolo de extragdo de DNA em relagao aos estagios de pupa e adulto desse
inseto. Os resultados indicaram que o protocolo adotado nesse estudo mostrou-se
eficiente para a analise do inseto independente do estagio de desenvolvimento,
evitando-se a adigao de reagentes ou etapas adicionais de remogéao de contaminantes,
permitindo-se realizar estudos moleculares a partir da larva, pupa ou adulto. Futuros
experimentos poderao ser realizados para confirmar se essa variabilidade pode estar

ligada as caracteristicas de resisténcia de cada populagdo a um determinado pesticida.
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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.1, l;loronha, S.zé Fontes, E.M.G3.3, Suijii, E.R.4, Barroso, P.s, Pais, J.S.O.ﬁ,
Cardoso, C.F., Ciampi, A.", Pires, C.S.S.

Existem no Brasil duas espécies de algodao silvestre (Gossypium mustelinum
e G. barbadense que possui duas variedades locais. O fluxo de genes das variedades
comerciais para espécies silvestres esta sendo estudado dentro do contexto de
avaliacdo de seguranca ambiental do algodoeiro geneticamente modificado. O presente
trabalho teve como objetivo mapear a distribuigdo geografica das espécies silvestres
de Gossypium, os insetos associados e o0 estado de conservacao e utilizagdo das
plantas pela comunidade. Para isso, foram usados questionarios aplicados aos
proprietarios de terra ou aqueles que mantém algum tipo de relagdo com o algodoeiro.
Utilizaram-se imagens de satélites e GPS para georreferenciar as propriedades a fim
de estudar o contexto geografico no qual as plantas estavam inseridas. Foram coletadas
amostras de folhas, sementes, flores e insetos para identificagdo taxondmica e estudos
genéticos. Duas variedades de G. barbadense estao presentes na regido estudada: G.
barbadense var. brasiliense e o G. barbadense var. barbadense. Essa espécie ocorre
basicamente em “fundos de quintais” nas pequenas comunidades agricolas e nas
periferias das cidades e tem sido utilizada como planta medicinal. Das plantas coletadas,
70,5% néao recebiam nenhum tipo de manejo, como podas, adubacéo e irrigagéo e
continham algum tipo de praga. Observou-se a presenca de bicudo, cochonilhas,
galhas, gorgulhos (nas sementes), lagartas, percevejos e pulgdes. As lagartas foram
encontradas predando folhas, botbes, magéas e sementes (principalmente a lagarta
rosada). Os principais visitantes florais foram abelhas silvestres dos géneros Paratrigona
e Ceratina e espécies de Halictidae. Foi demonstrado também, através do Sistema
de Informacao Geografica (SIG) e Sensoriamento Remoto, que a presenca de grandes
areas cultivadas de terra ndo tem favorecido a conservacao do G. barbadense ja que
atualmente, a ocorréncia da espécie depende, por exemplo, de comunidade agricola

que a utilizam para fins medicinais.
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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.1, Souza, M.L.2

Baculovirus tém sido usados com sucesso como bioinseticida para o controle
de pragas agricolas. Eles possuem dois fenétipos: “Budded virus” (BVs), responsavel
pela infecgao sistémica no inseto, e “Occluded Derived virus” (OVs), pela disseminagao
de inseto para inseto e no meio ambiente. O gene viral gp64 expressa uma glicoproteina
presente em estruturas chamadas peplémeros dos BVs, essencial para transmissao
dainfecgdo de célula para célula. Neste trabalho, investigou-se se a GP64 seria utilizada
em sistemas in vitro, favorecendo a infecgdo em células de baixa susceptilidade ao
virus, cujo bloqueio esteja associado a penetragao da particula viral na célula. Foi
analisado efeito da presenca de GP64 na infecgéo de células IPLB SF 21 AE (sistema
produtivo) e de células Ld652Y (sistema nao permissivo) com o baculovirus AgQMNPV
(Anticarsia gemmatalis nucleopolxhedrovius). As células foram sedimentadas em placas
6 well na concentragédo de 1x10 cels/placa e infectadas com o clone viral AQMNPV
2D com MOI de 10. Apés adsorgao durante 1 h, as células foram transfectadas com
um plasmideo contendo gene gp64. Como controle foram utilizadas células “mock
infected”, “mock transfected”, e transfectadas apenas com o plasmideo. As células
foram monitoradas para visualiza¢ao de alteragdes morfoldgicas e contagem de células
infectadas. A presenga de GP64 na superficie das células foi Investigada através de
ensaio de fusdo 72h apds infecgao (p.i). Esse ensaio consiste em diminuir o pH do
meio (pH 5.0), resultando na fusdo de membranas de células que contém GP64 em
sua superficie. Foram observadas alteragées morfolégicas nas células IPLB SF 21 AE
infectadas com AgMNPV, tais como hipertrofia celular e formacao de poliedros, ja as
48 h p.i. Entretanto, as células incubadas com o virus e em seguida transfectadas
com gp64 apresentaram um menor numero de células com sinais de infec¢ao do que
as que foram apenas infectadas com o virus, indicando um efeito negativo no processo
de infec¢ao devido ao excesso da glicoproteina GP64. Diferengas nos resultados
utilizando ensaio de fuséo nao foram observadas, comparando-se células infectadas e
aquelas com infecgao seguida de transfecgao, provavelmente devido ao MOI utilizado.
Por outro lado, células Ld652Y quando infectadas com o virus (sem transfecgdo com
o plasmideo) nao desenvolveram efeitos tipicos de infec¢cdo mas, fusionaram apos
serem expostas a baixo pH. Esse fato indica que houve a sintese da glicoproteina
GP64 e que embora o virus nao complete o seu ciclo de vida nas células Ld652Y,
ocorre penetragado da particula viral e expressao de genes early. Os dados obtidos
nesse trabalho indicam que excesso da GP64 deve interferir no processo de infec¢ao
levando a uma baixa produgéo de particulas oclusas.
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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.14, Beserra, v.A.zasnva-Santos, P.5V.2, Macedo, T.R.:, Silva, K.F.7A.s.2,
Fontes, E.M.G., Pires, C.S.S. Laumann, R.A.", Schmidt, F.G.V.", Sujii, E.R.

O uso intensivo de inseticidas na cultura do algod&o impacta negativamente o
controle biolégico natural e induz o aumento do uso desse insumo. Visando entender
e alterar esse ciclo, identificou-se a fauna de predadores do pulgao do algodoeiro,
Aphis gossypii Glover (Homoptera:Aphididae), na regido do Distrito Federal e o impacto
do uso de diferentes métodos de controle de pragas na abundéncia dessas espécies.
O estudo foi desenvolvido na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen)
em plantio de 0,1 ha. sem controle de pragas e na Embrapa Hortalicas (CNPH), em
uma area de 0,4 ha, onde parcelas tratadas com inseticidas quimicos foram comparadas
com aquelas tratadas com inseticidas biolégicos e parcelas sem controle das pragas.
Afauna de predadores no Cenargen apresentou predominancia de joaninhas (Coleoptera:
Coccinelidae). Além desse grupo, moscas predadoras (Diptera: Dolichopodidae) e
aranhas foram os mais abundantes. Na area do CNPH a espécie mais abundante foi
Doru cf lineare juntamente com as mesmas espécies observadas no Cenargen. As
curvas de rarefagéo para as areas do Cenargen e CNPH indicam que n&o houve diferenga
de riqueza entre as duas areas. A diversidade comparada entre as areas e entre
métodos de controle de pragas pelo indice de Shannon-Wiener e o coeficiente de
similaridade mostram que as comunidades foram semelhantes, apesar das diferencas
de localizacdo e nivel de impacto causado pelos tratamentos. A porcentagem de plantas
atacadas por pulgdes e as espécies ou grupos de predadores mostraram-se
positivamente correlacionados pelo coeficiente de Pearson. Porém, essa correlagao
foi em geral baixa e nao significativa. No entanto, algumas correlagdes positivas nos
tratamentos com inseticidas biolégicos e no controle sugerem que predadores
especialistas, como joaninhas e moscas predadoras possam aumentar suas
populacdes de acordo com a populagéo das pragas. Além disso, o uso de inseticidas
seletivos pode favorecer o controle natural.

Apoio: CNPq, FAT/FINEP e FAPDF
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071 - EFEITO DE ESTIRPES SELECIONADAS DE Bacillus thuringiensis SOBRE
Spodoptera SPP. (Effect of selected Bacillus thuringiensis strains over
Spodopteraspp.)

Santos, K.B.1, Neves, P.J.z, Vilas-Bobas, G.F.T.a, Monnerat, RG.

Spodoptera spp. tem ocorrido de forma crescente nas lavouras de algodoeiro,
provocando prejuizos significativos a cultura. Para o controle dessa praga, sao
necessarias aplicagbes constantes de inseticidas de largo espectro. Devido aos efeitos
diretos e indiretos dos agrotdxicos na saude humana e no meio ambiente, novas
estratégias de controle de pragas tém sido desenvolvidas. Com isso o objetivo do
trabalho foi avaliar a patogenicidade de estirpes de Bacillus thuringiensis pertencentes
ao banco de Germoplasma de Bacillus Entomopatogénicos da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologicos sobre lagartas de 2° instar de Spodogtera cosmioi(_j1es e
Spodoptera eridania. Adicionou-se 150 ul, na concentragcado de 10 esporos mL , de
solucdo bacteriana em cada copo plastico contendo 5ml de dieta artificial. Foram
utilizadas para cada tratamento 20 lagartas. O experimento foi conduzido em B.O.D.
a25+2°C, 60+10% UR e fotofase de 14h. As estirpes S608 e S1450, pertencentes aos
sorotipos fukuokaensis e kurstaki, respectivamente, demonstraram alta eficiéncia sobre
as espécies estudadas.
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072 - EFEITO DE MEIOS LIQUIDOS NA PRODUCAO DE MASSA FUNGICA E
ESPORULAGCAO DE Colletotrichum gloeosporioides (Effect of liquid medium on
the growth and esporulation of Colletotrichum gloeosporioides)

Martins, 1., Avila, Z.R.2, Mello, S.C.M.3, Padua, R.R.4, Gavido, C.F.C.4, Peixoto, J.R.5

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc. ataca partes aéreas de diversas
culturas, causando a antracnose, doenga que resulta em grandes perdas na
produtividade e na qualidade de frutos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento
e esporulagao de quatro isolados desse fungo em meios liquidos, a fim de oferecer um
método rapido de producdo de inéculo para uso experimental. Cinco mililitros de
suspensao contendo 10 esporos/mL dos isoladoso CEN419, CEN421, CEN422 e
CEN433 foram incorporadas aos meios V8 (Campbell "), BD (batata-dextrose), e BD+EL
(batata-dextrose-extrato de levedura a 1%). Os meios foram distribuidos em frascos
de 125ml, os quais foram mantidos sob agitagao (150 rpm) a 25°C no escuro. Apos
sete dias, avaliaram-se: produgéo de conidios, biomassa seca e viabilidade. Houve
interagado entre meios e isolados, para produgao de conidios e biomassa seca. Maiores
valores médios de producgéao de conidios foram verificados com os isolados CEN419 e
CEN422, no meio BD. Quanto a biomassa seca, os maiores valores foram obtidos
com CEN421 e CEN422, no meio BD+ EL. Todos os isolados apresentaram 100% de
viabilidade, apds 24 horas de incubagdo dos conidios em meio BDA a 26°C,
independentemente do meio em que foram produzidos.
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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, I.". Avila, Z.R.?, Mello, S.C.M.°, Padua, R.R.", Silva, M.C.F.°, Peixoto, J.R.’

Dentre as doengas mais importantes do maracujazeiro, a antracnose, que
tem como agente causal o fungo Colletotrichum gloeosporioides Penz, merece
destaque. Essa doenca afeta diversos 6rgaos da planta (ramos, folhas, hastes, peciolos,
botdes florais e frutos), sendo considerada limitante para a cultura. Uma alternativa no
controle de C. gloeosporioides é a utilizagdo de agentes bioldgicos. Espécies do
género Trichoderma vém se destacando dentre os agentes de biocontrole mais
promissores. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de isolados de Trichoderma
spp. em inibir a agéo do patégeno pelo efeito de metabdlitos toxicos. Vinte isolados
de Trichoderma foram cultivados em BD (batata-dextrose) por 12 dias sob agitagédo
continua. Apds este periodo a massa fungica foi coletada com o auxilio de uma bomba
avacuo, sendo a parte liquida centrifugada a 15.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante
obtido foi esterilizado através de membrana Millipore (0,45im), sendo esse filtrado
estéril adicionado ao meio BDA na proporg¢ao de 25% (v/v). O meio de cultura foi
distribuido em placas de Petri, cada placa recebendo um disco de micélio do patégeno,
que foi depositado no centro da mesma. Medidas de diametros das colénias foram
tomadas aos 12 dias de cultivo. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com quatro repetigcdes. Observou-se diferenga significativa
entre os tratamentos, destacando-se os isolados CEN219, CEN162 e CEN201, os
quais proporcionaram valores médios de reducao de crescimento das coldnias de C.
gloeosporioides de 81,5, 81,2 e 78,3%, respectivamente. Foram selecionados os 10
melhores isolados que apresentaram os melhores resultados de inibicéo e que serao
utilizados em ensaios em casa de vegetacéo, visando ao controle da antracnose do
maracujazeiro. Todos esses isolados pertencem a colegéo de fungos para controle
biolégico de fitopatégenos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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074 - FONTES DE CARBONO E NITROGENIO PARA O CRESCIMENTO DE Dicyma
pulvinata (Sources of carbon and nitrogen for the growth of Dicyma pulvinata)

Almeida, AM.", Melo, D.F, Bernardes, V.C.D.", Avila, Z.R.>, Mello, S.C.M.", Silva,
JBT

Dicyma pulvinata tem-se mostrado eficiente na inibicdo de Microcyclus ulei,
agente causador do mal-das-folhas da seringueira. Para avaliar o crescimento e a
esporulagao de quatro isolados de D. pulvinata, utilizaram-se como fontes de carbono:
glicose, galactose, maltose, sacarose e amido e fontes de nitrogénio: peptona, triptona,
caseina e extratos de carne e de levedura, cloreto de aménio, fosfato de aménio,
nitrato de aménio e de sddio e sulfato de aménio. Discos de 9mm de didmetro retirados
de culturas com 17 dias de cultivo foram colocados no centro de placa de Petri,
contendo 25 ml de BD (20% de batata, 2% de agar) mais 2% de cada fonte de carbono
e nitrogénio, incubando-se em BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Determinou-se
o didmetro da colbnia até 16 dias de cultivo e a esporulagéo, apos 17 dias. Os maiores
crescimentos foram verificados com glicose, maltose e sacarose como fontes de
carbono. Exceto para o isolado CEN 93, os demais n&do apresentaram diferencas
significativas, em nitrogénio organico. Sulfato de amonio e cloreto de aménio foram as
fontes de nitrogénio inorganico que apresentaram menor crescimento. As fontes de
carbono aumentaram a esporulacao de D. pulvinata em relagdo a testemunha. Esses
resultados mostraram que podem ser estabelecidos padrdes para a otimizagao do
cultivo. Os resultados da esporulacao utilizando fontes de nitrogénio ainda estdo sendo
avaliados.
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075 - IDENTIFICACAO DE MARCADORES MOLECULARES PARA POPULACOES
DE INSETOS-PRAGA (Identification of molecular markers of insects pests
population)

Queiroz, P.R.1, Martins, E.S.Z, Lima, L.H.C.S, Monnerat, R.G.

O algodao é uma das plantas de maior interesse econémico cultivada em
nivel mundial. A cadeia produtiva do algodédo € uma das principais do Brasil e do
mundo, gerando milhares de empregos diretos e indiretos e movimentando, apenas
na industria, aproximadamente US$ 1,5 bilhdo. Esta cultura tem sofrido ataque de
diversas pragas dentre elas, Spodoptera frugiperda e Anthonomus grandis. S. frugiperda
€ uma espécie polifaga que ataca diversas culturas economicamente importantes em
varios paises, inclusive no Brasil, ocasionando perdas na produg¢ao que variam de
15% a 34%. O bicudo do algodoeiro (A. grandis) é considerado a maior praga do
algodao. Como seu desenvolvimento larval se da dentro das macgas do algodoeiro é
um inseto de dificil controle mesmo por métodos convencionais. Na fase adulta este
inseto se alimenta dos botdes florais e magéas do algodoeiro, onde faz a oviposic¢ao.
Um aspecto importante no controle de pragas é o conhecimento das caracteristicas
genotipicas desses insetos. Desta forma, procurou-se estabelecer um perfil de
marcadores moleculares de RAPD e a variabilidade genética para as pragas A. grandis,
S. frugiperda criadas em laboratério. Cinco primers foram identificados como marcadores
moleculares para caracterizagéo de populacdes de S. frugiperda e A. grandis. Essas
informacdes serao Uteis para a realizagao de trabalhos de caracterizagdo molecular
de outras populagdes desses insetos que poderao auxiliar na sistematica e ainda no
desenvolvimento de kits para detecgdo da susceptibilidade dessas populagdes a

produtos quimicos ou bioldgicos.
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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.?, Suijii, E.R.’, Fontes, E.M.G."

A cultura do algodao vem se expandindo rapidamente nos ultimos anos em
areas de Cerrado. No entanto, essa Malvaceae sofre anualmente prejuizos consideraveis
em decorréncia do ataque de insetos-praga, um dos principais problemas da cultura,
que ameagca a produtividade e aumenta os custos de produgéo devido a necessidade
de controle quimico. O bicudo-do-algodoeiro Anthonomus grandis é considerado a
praga de maior importancia, em virtude do seu alto poder destrutivo, sendo seu ataque
vinculado as condi¢des climaticas. Portanto, pela expansao da cultura do algodao em
areas de Cerrado, é primordial que a implantacao desta cultura seja planejada de
forma a considerar o bioma, a diversidade local e as areas plantadas como fatores de
dispersao da populagao da praga para novas areas. Com o objetivo de determinar a
velocidade de infestacdo e a progressao dos danos causados pelo bicudo em area
geograficamente isolada das regides de plantio de algodao no Distrito Federal, foram
feitas avaliagdes semanais no campo experimental da Embrapa Hortalicas, em quatro
parcelas de 15 x 25 m durante a safra 2004/2005 do algodao. Cada parcela recebeu
tratamento minimo de inseticidas quimicos visando controlar outras pragas da fase
vegetativa como pulgéo Aphis gossypii e curuqueré Alabama argilacea (irés aplicagbes
com os produtos Diafentiuron, Imidacloprid, Cipermetrina+profenofos e Metamidophos)
e permitir a colonizagédo da area pelo bicudo. Os levantamentos foram feitos por
caminhamento em ziguezague em cinco pontos por parcela, coletando-se botdes
florais e macgas do terco médio superior da planta que apresentava melhor
desenvolvimento vegetativo, e daqueles caidos ao solo. A infestagéo foi determinada
através de observacgdes dos danos causados por orificios de oviposigdo e de
alimentacao. Foram observados 1098 botdes e 97 macas nas plantas e 711 botdes e
169 macas no solo. O bicudo foi capaz de colonizar a area aumentando
progressivamente sua populagado. Nas plantas o maior percentual de danos por
oviposicao foi 47% (botbes) e 33% (macgas) e os de alimentagao 79% (botdes) e 75%
(magés). No solo os maiores danos por oviposigao foram 79% (botbes) e 38% (macas)
e os de alimentagcédo 52% (botbes) e 64% (macgas). As porcentagens de danos
observadas estao acima do nivel de controle determinado que é de 10%.
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077 - INFLUENCIA DAS CORES DO SUBSTRATO E DO HOSPEDEIRO NOS
COMPORTAMENTOS DE BUSCA E SELECAO 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.1, Laumann, R.A.z, Moraes, M.C.B.S, Borges, M.2

O comportamento de forrageamento de parasitoides € influenciado por
estimulos de diferente natureza. O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia da
cor do substrato e do hospedeiro na busca e sele¢ao de hospedeiros dos parasitoides
Telenomus podisi e Trissolcus basalis. Fundos de placas de Petri (15cm) foram
divididas em 5 areas e forradas com papeis cartolina de diferentes cores (amarelo,
branco, preto, marrom e verde). Em cada area foram colados 15 ovos de Euschistus
heros (24 h.). Fémeas dos parasitdides (n=10/espécie) foram liberadas individualmente
na arena e mantidas por um periodo de 24 h., para posterior avaliagédo do niumero de
ovos parasitados em cada area. Para estudar ainfluéncia da cor do hospedeiro foram
utilizados ovos artificiais (perolas de vidro de 1 mm de didmetro) pintados com cores
diferentes (amarelo, branco, preto, marrom, verde, vermelho e azul). Grupos de ovos
artificiais de cada cor foram distribuidos em placas de Petri (9 cm). Fémeas dos
parasitoides (n=40/espécie) foram introduzidas na placa por um periodo de 10 minutos
e seus movimentos e comportamentos registrados. A cor do substrato (amarela e
branca) influenciou significativamente a incidéncia de parasitismo de Telenomus podisi.
As fémeas de T. basalis ndo mostraram diferengas na porcentagem de ovos parasitados
em cada area. A escolha inicial de T. podisi foi orientada para posturas artificiais da
cor amarela, entretanto T. basalis mostrou preferéncia pelas posturas de cores escuras
(preto e marrom), contudo estas diferencas nao resultaram estatisticamente
significativas. Nao foram observadas diferencias no tempo de residéncia e nos
comportamentos desenvolvidos em posturas de diferentes cores. Os resultados indicam
que a cor do substrato pode influenciar o comportamento de busca, ja a cor das
posturas parece nao ter influencia durante a escolha sugerindo que outros estimulos

(visuais, fisicos ou quimicos) seriam os responsaveis pela selegdo de hospedeiros.
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078 - INFLUENCIA DO ALIMENTO NO DESEMPENHO DE Cycloneda sanguinea
(COLEOPTERA:COCCINELIDAE) (Influence of food type on the performance of
Cyclonedasanguinea (Coleoptera: Coccinelidae))

SiIva,SK.F.A.S.1, Macedo, T.R.?, Togni, P.H.B.%, Sujii, E.R.’, Pires, C.S.S.%, Schmidt,
F.G.\V.", Fontes, E.M.G.

Ajoaninha Cycloneda sanguinea (L.) foi selecionada como modelo para estudos
de toxicidade e efeito ecoldgico de plantas transgénicas resistentes a insetos sobre
inimigos naturais, com base em critérios cientificos sobre a ecologia de predadores
associados a cultura do algodao e caracteristicas do ambiente. Em campos de algodao,
C. sanguinea se alimenta preferencialmente de pulgao (Aphis gossypii) e ovos de
Lepidoptera. Este trabalho teve como objetivo desenvolver, em laboratério, uma
metodologia pratica e econdmica para testar a adequacgao de dietas a base de ovos
das lepidopteras Sitotroga cerealella e Anagasta kuehniella e do pulgédo da couve,
Brevicoryne brassicae, para estudos de plantas transgénicas que produzem proteinas
inseticidas. O efeito do alimento sobre a mortalidade, desenvolvimento e reproducao
do predador foram testados a temperatura ambiente e camara BOD (27°C e alta
umidade). O intervalo maximo de provisao do alimento e o tipo de recipientes de
criacdo também foram testados para determinacdo das condigbes adequadas de
praticas de criagédo. C. sanguinea sobrevive em laboratério quando alimentada com A.
kuehniella ou B. brassicae, mas foram observados altos indices de mortalidade de
larvas e pupas (32,5 e 22,5%; 52,5 e 29,6%, respectivamente) para cada alimento.
Com S. cerealella a mortalidade de larvas ocorreu em indices ainda mais elevados e
os adultos gerados colocaram poucos ovos. Com base neste e outros parametros
analisados, como duracéo do estagio imaturo, peso e mortalidade de adultos e o
numero de ovos férteis por fémea, concluiu-se que, embora A. kuehniella e B. brassicae
possam ser usadas para a criagédo do predador em laboratério, devido a facilidade de
obtencao ou criagdo dos mesmos, estas dietas ndo sdo adequadas para experimentos
de avaliagao do efeito de plantas geneticamente modificadas sobre a sobrevivéncia e
desempenho de C. sanguinea. O estudo continuara comparando estas dietas com o
pulgéo do algodao e adicionando-se pdlen e néctar como nutrientes complementares.
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079 - INFLUENCIA DO FOTOPERIODO NO CRESCIMENTO E ESPORULACAO DE
Dicyma pulvinata (Influence of photoperiod on growth and sporulation of Dicyma
pulvinata)

Melo, D.F.", Aimeida, A.M.>, Mello, S.C.M.%, Avila, Z.R., Alvarenga, D.0.” Silva, J.B.T."

O fungo Dicyma pulvinata (Berl & M. A) Arx, vem sendo alvo de interesse
como agente de biocontrole para o mal-das-folhas da seringueira (Hevea spp.), causada
por Microcyclus ulei (P. Henn.) Arx, pela sua capacidade de parasitar os estromas do
patdgeno. Essa doenga, constitui-se um dos maiores entraves para a expansao dessa
cultura, especialmente nas regides umidas do Brasil e de outros paises da América
Latina. O presente trabalho faz parte de um estudo que vem sendo realizado de uma
metodologia eficiente para produgao do hiperparasita em larga escala e teve como
objetivo verificar o efeito do fotoperiodo no seu crescimento e esporulagdo. Dois
experimentos foram conduzidos com quatro fotoperiodos: 0, 6, 12 e 24 horas de luz e
quatro isolados do fungo: CEN 58, CEN 62, CEN 91 e CEN 93, utilizando-se os meios
de cultivo a base de batata-dextrose-agar (BDA) e de arroz parboilizado. No primeiro
experimento, discos de 9mm de didmetro, retirados de cultura com 10 dias de idade
foram depositados no centro de placas de Petri contendo o meio BDA. No segundo
experimento, utilizaram-se frascos Erlenmeyers de 250 ml de capacidade contendo
25 gramas de arroz parboilizado. Este substrato, previamente umedecido com agua
destilada (60% P/V) e autoclavado a 120°C durante 20 minutos, foi inoculado com
quatro discos de 9 mm de didmetro/frasco, também retirados de cultura com 10 dias
de idade. As placas e frascos, apds inoculagdo, foram incubados a 25°C, nos referidos
fotoperiodos. Adotou-se o delineamento inteiramente casualisado com quatro repeticdes
por tratamento, em sistema fatorial. Para avaliagdo do crescimento micelial, foram
tomadas medidas do didmetro das col6nias desenvolvidas no meio BDA, aos 4, 8, 12
e 16 dias de incubacgao. A esporulagao foi avaliada, tanto em BDA como no arroz
parboilizado, aos 17 dias. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia
e as médias, comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05. Nao houve interagéo
significativa entre fatores (fotoperiodo e isolado), para os valores de didmetro das
colbnias. Os resultados mostraram que 0 e 6 horas de luz foram os fotoperiodos que
melhor favoreceram o crescimento do fungo. Aos 4 e 8 dias de incubacéo, néo se
observou diferenga entre isolados quanto ao crescimento. Porém, aos 12 e aos 16
dias, os isolados CEN 58 e CEN 91 apresentaram os maiores valores médios de
diametro de colbnias. Luz continua proporcionou maior esporulagao dos isolados,
destacando-se o CEN 58 em meio BDA e o CEN 93 em arroz parboilizado, com os

maiores valores meédios de concentragao de esporos.
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080 - INFLUENCIA DO SISTEMA DE MANEJO DE PRAGAS NA FLUTUACAO
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, PéV.1, Ribeiro, GP.H.R.Z, Macedo, T.R.>, Laumann, RA.* Pires, C.S.S.°,
Fontes, E.M.G.", Sujii, E.R.

O curuqueré do algodéao é considerado uma das principais pragas da fase
vegetativa do algodoeiro. O objetivo deste trabalho foi estudar a flutuagéo populacional
desta espécie e aincidéncia de parasitéides, em cultivos de algodao com trés diferentes
métodos de manejo de pragas. Os métodos foram: convencional (controle com
inseticidas quimicos com aplicagbes de Diafentiuron, Imidacloprid,
Cipermetrina+profenofos e Metamidofos nas dosagens recomendadas pelo fabricante),
biolégico (controle com inseticidas bioldgicos Beauveria bassiana, Verticillum lecanii
e Bacillus thuringiensis) e controle (sem aplicagéo). Para isto foi montada uma area
experimental na Embrapa Hortalicas (Brasilia, DF). Os diferentes tratamentos (métodos
de manejo) foram distribuidos totalmente ao acaso em parcelas (25 x 20 m) com 4
repeticées por tratamento. Uma das parcelas do manejo biolégico foi perdida por
invasao de plantas daninhas, assim para este tratamento foram realizadas 3 repetigées.
Foram realizadas amostragens semanais registrando e coletando as lagartas presentes
em unidade amostrais (n=3/parcela/data de amostragem) de um metro linear da cultura.
As lagartas coletadas foram criadas em laboratério até a eclosdo dos adultos ou de
parasitéides. A. argillacea apresentou duas geragdes. O manejo convencional controlou
satisfatoriamente a populacao de lagartas apenas da primeira geragao. Isto pode estar
relacionado com a menor incidéncia de parasitismo neste tratamento (2,20 £ 1,40 %)
comparado ao controle (23,90 + 9,50 %). Nao foram observados efeitos deletérios do
manejo bioldgico nas taxas de parasitismo (5,80 + 1,87 %) em relagao ao controle.
Os parasitéides encontrados pertencem as Ordens Diptera (Tachinidae 2 msp e
Phoridae 1 msp) e Hymenoptera (Encyrtidae 1 msp, Eulophidae 1 msp, Chalcididae 1
msp,. Ichneumonidae 1msp e Braconidae 1 msp).
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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.Iz.A.1, Avila, Z.R.72, Padua, R.R.’, Carvalho Filho, M.R.", Alvarenga, D.O.”,
Mello, S.C.M., Silva, M.C.F.

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um patégeno conhecido por atacar
diversas culturas, podendo sobreviver no solo por varios anos, na forma de esclerddios.
O controle quimico desse fungo é ineficaz, tornando necessaria adogao de outras
medidas de controle, dentre essas, a utilizacdo de agentes antagonistas. Um dos
géneros de fungos que vem sendo amplamente pesquisado para controle de patégenos
do solo é o Trichoderma. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de 21 isolados
de Trichoderma em inibir o desenvolvimento de S. sclerotiorum, por efeito direto no
crescimento de colbnias e pela produgdo de metabdlitos fungitéxicos. Em todos os
experimento, adotou-se o delineamento inteiramente ao acaso, utilizando-se quatro
repeticdes por tratamento. Nos testes de producédo de metabdlitos, foram utilizados
quadrados de papel celofone sobrepostos ao meio a base de batata-dextrose-agar
(BDA), em placas de Petri. Sobre estes, depositaram-se discos retirados de colénia
de Trichoderma. Apds 48 horas de incubacéao a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas,
foram removidos os quadrados de papel celofane juntamente com a col6nia desenvolvida
na superficie deste. Na superficie do mesmo meio, distribuiram-se discos de S.
sclerotiorum (um disco/placa). As placas foram novamente incubadas a 25 Ce, apos
cinco dias, foram tomadas medidas do didametro das colbnias do patégeno. Novamente,
as placas foram incubadas e, ao final de 40 dias, foi feita a contagem do nimero de
esclerddios produzidos. Para a avaliagéo do antagonismo em cultivo pareado, os isolados
de Trichoderma foram colocados opostamente ao patdégeno em placas de Petri contendo
o meio BDA. Apds cinco dias, procedeu-se a medigao do didametro das colonias e a
classificacdo do antagonismo baseada em escala apropriada. Todos os isolados
produziram metabdlitos tdxicos que inibiram o crescimento do S. sclerotiorum. A
porcentagem de inibi¢cdo variou de 29 a 100%, destacando-se os isolados CEN 219 e
CEN 250, como antagonistas mais ativos. Do mesmo modo, ocorreu redugéo do
numero de esclerddios, entre 47,5 € 98,5%. No cultivo pareado, obtiveram-se reducdes
no crescimento de S. sclerotiorum de 25,9 a 69,7%. Os mais elevados valores da
porcentagem de inibicdo foram verificados com o isolado CEN 252. Pelo menos 16
isolados foram classificados como altamente antagonistas.
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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.1éAviIa, ZR?, Gomes, D.M.P.A;, Alvarenga, D.O.", Carvalho Filho, M.R.’,
Silva, M.C.F.", Mello, S.C.M. , Silva, J.B.T.

O micoparasita Trichoderma spp., inimigo natural de diversos patégenos de
plantas vem sendo utilizado com bastante sucesso, em diversos paises, sobretudo
para patégenos de solo, como Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Pyhtium
aphanidermatum, Fusarium oxysporum, dentre outros. Além de ser um excelente
antagonista, espécies deste género vem despertando interesse de pesquisadores,
também pelo seu potencial na solubilizagdo de nutrientes da rizosfera, tornando-os
mais disponiveis as plantas, bem como promovendo o crescimento das mesmas. Ja
existem varios produtos comerciais disponiveis tanto no mercado internacional quanto
nacional. Diante da busca incessante de alternativas para o controle das doencgas de
plantas que ndo sejam poluidoras do ambiente, é importante, a formagéo de colegdes
de microrganismos com potencial para serem utilizados na redugdo dos danos
causados por estas doencas. Este trabalho faz parte de um projeto que visa ampliar
0 numero de acessos de fungos do género Trichoderma do Banco de Germoplasma
de Fungos de Interesse para o Controle Biologico da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, por meio das atividades de coleta, isolamento, identificacéo,
caracterizagao, preservacao e avaliagdo do potencial de uso de isolados no controle
bioldgico de patégenos de solo. Para obtengao dos isolados foi utilizada a metodologia
de diluicao seriada e cultivo em meio Martyn. Os isolados purificados foram avaliados
quanto ao seu potencial em inibir o crescimento dos fitopatégenos Sclerotium rolfsii e
Sclerotinia sclerotiorum in vivo. Para tanto foi utilizada a metodologia de cultivo pareado
e a classificagdo quanto ao antagonismo. Os isolados foram divididos em sete grupos.
Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repetigbes. Todos os isolados reduziram o crescimento dos patdgenos ocorrendo,
entretanto diferencgas significativas entre as porcentagens de redugao, variando de 24,
12 a 74% para S. sclerotiorum, e para S. rolfsii de 17,7 a 59, 72%. Quanto a
classificacao, 50 isolados foram classificados como altamente antagdnicos para S.
rofsii, e para S. sclerotiorum, 63 isolados receberam esta mesma classificagao.
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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.1, Castro, M.E.B.z, Souza, M.L.7

O Erinnyis ello granulovirus (baculovirus Erinnyis) € um virus de ocorréncia
natural e demonstrou ser uma alternativa viavel, segura e econdmica para o controle
do mandarova, importante praga da mandioca. O objetivo deste trabalho foi monitorar
a estabilidade genética do virus aplicado como bioinsenticida no estado de Santa
Catarina. Lagartas com sintomatologia de infeccéo, fornecidas pelo Dr. Renato Pegoraro
(EPAGRI, SC), foram coletadas nas safras de 1986, 1990, 1994, 1998, 1999 e 2000.
Inicialmente particulas virais foram purificadas de larvas infectadas através de
ultracentrifugagédo em gradiente de sacarose. Em seguida o DNA foi extraido através
de ciclos de fenol e cloroférmio, digerido com diferentes enzimas de restricao e
submetido a eletroforese em gel de agarose. A analise comparativa dos perfis de
restricdo obtidos com Eco Rl revelou um total de vinte e um fragmentos presentes em
todos os isolados. Entretanto uma banda submolar de 8,6 Kb esteve presente no ano
de 1986, sendo que sua intensidade diminuiu no ano de 1994, aumentou nos anos de
1998 e 1999 e novamente decaiu no ano de 2000. Esse comportamento foi também
observado ao comparar os perfis obtidos com a enzima Pst |. Nesta digestéo, além
dos 3 fragmentos comuns aos isolados, foi detectada uma banda submolar de 12,7
Kb presente na amostra do ano de 1986 que aumentou de intensidade em 1990 e néo
foi detectada em 1994. Entretanto ela apareceu novamente em 1999, mas teve sua
intensidade reduzida em 2000 caracterizando um fluxo na populagéo. Na digestao
com Eco RV foram produzidos um total de 12 fragmentos além de uma banda submolar
de 13,6 Kb que esteve presente a partir do ano de 1999 e tornou-se menos intensa no
ano de 2000. Ao se analisar os perfis obtidos com Bam HI observou-se também uma
modificacao a partir da safra 1999, dessa forma uma banda de 2,4 Kb deixou de ser
observada nesse ano bem como no ano subseqiente. Com essa enzima foram obtidos
um total de 8 fragmentos. Finalmente, nenhuma alteracao foi observada nos perfis
obtidos por digestdo com Hind Ill. Estes dados mostram significantes mudancgas no
ano de 1999, indicando que um novo gendtipo (ou gendtipos) tornou-se predominante

a partir dessa safra.
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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, VA, Santos, P.H.R.ZaSiIva-Santos, P.\S/.1, Macedo, T.R.’, Silva, K.F.e.sf,
Fontes, E.M.G., Pires, C.S.S., Laumann, R.A.", Schmidt, F.G.V.", Sujii, E.R.

O uso do algodao geneticamente modificado, expressando proteinas inseticidas
de Bacillus thuringiensis, representa uma importante ferramenta para o manejo das
pragas. No entanto, € importante avaliar seu efeito sobre pragas nao alvo, como os
insetos sugadores, pois espécies como Aphis gossypii Glover (Homoptera: Aphididae)
podem ter suas populagbes aumentadas como consequéncia de mudangas nas
interagOes ecoldgicas provocadas pelo algodao geneticamente modificado. O objetivo
desse trabalho foi avaliar se a metodologia de monitoramento de pragas usada pelos
agricultores, amostragem da presenga/auséncia de pulgdes e colbnias/planta e inimigos
naturais, pode ser utilizada para avaliar o efeito de plantas GM sobre esse grupo de
insetos. Assim, foram realizados levantamentos de flutuagéo populacional em areas
tratadas e nao tratadas com inseticidas na regido do Distrito Federal. Nestas areas
foram coletadas amostras de 25 a 50 plantas e as populagdes de pulgbes e seus
inimigos naturais foram avaliados durante trés anos. A avaliagcao de ocorréncia do
pulgéo, baseado na proporgao de plantas infestadas, nao foi eficiente para detectar os
impactos causados pelos inseticidas, portanto ndo é recomendada para avaliagéao de
planta GM. A proporgéao de plantas com colbnias (+5 pulgdes) e a densidade média de
pulgbes apresentaram diferengas entre os tratamentos, mas mostraram-se fortemente
influenciados por outros fatores. A abundancia de inimigos naturais e a precipitagao
pluviométrica também foram importantes no controle da populagéo de pulgdes em
diferentes anos e areas. Os resultados demonstraram que o monitoramento da flutuagéo
populacional deve ser acompanhado de outros estudos. Os efeitos das interagdes
planta/praga e inimigos naturais/praga, bem como dos fatores climéticos sobre a
dindmica populacional do inseto devem ser considerados nas avaliagdes do impacto
de novas tecnologias de manejo de praga como o algodao Bt.
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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.1, Laumann, R.A.z, Moraes, M.C.B.a, Cokl, A.4, Borges, M.?

Os pentatomideos apresentam um complexo sistema de comunicagio
baseado em sinais quimicos, visuais e vibracionais. A comunicagéo vibracional ocorre
pela propagacéo, através das plantas, de vibragcbes geradas pelos movimentos do
corpo do inseto. A especificidade destas vibragdes é tdo alta quanto do feromdnio
sexual. Os insetos, machos e fémeas, emitem vibragdes em diferentes freqliéncias e
essas frequiéncias variam de acordo com a fungdo na comunicacao, isto €, ha diferentes
vibragbes para os diferentes comportamentos como chamamento e acasalamento. O
objetivo deste trabalho foi testar e validar a hipdtese de que insetos parasitéides podem
utilizar os sinais vibracionais para se orientarem durante a busca de hospedeiros.
Para isto a resposta de fémeas de Telenomus podisi, frente a sinais emitidos por
machos e fémeas do percevejo Euschistus heros, foi avaliada em plantas de feijao
quando possuiam duas folhas verdadeiras completamente abertas. Uma das folhas foi
ligada a um alto-falante (tratamento, T) através do qual se emitiram as vibragdes
previamente registradas e digitalizadas em um computador, a outra folha, permaneceu
sem vibragdes atuando como controle (C). Foram utilizadas sinais de fémeas (n=4),
machos (n=5) e de machos e fémeas em duetos (n=5). Fémeas de T. podisi (48h de
idade adulta, n=4 a 6 para cada sinal) foram liberadas individualmente na parte inferior
da planta e monitorados durante 10 minutos, registrando: escolha inicial (El), e tempo
de residéncia (TR) em diferentes partes da planta. Os resultados mostram que a El
dos parasitéides foi significativa para o canto de fémeas. Estes cantos também fizeram
com que as fémeas do parasitéide mostrassem um TR no T significativamente maior
que no C. Os resultados confirmam a hipétese de que o parasitdide pode utilizar os
sinais vibracionais de E. heros para orientacao a longa distancia e que o parasitéide

discrimina os sinais emitidos pelas fémeas dos emitidos pelos machos ou duetos.
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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.2, Avila, Z.R.3, Padua, R.R.%, Peixoto, J.R.5

O fungo Colletotrichum gloeosporioides Penz. (teleomorfo Glomerella
cingulata) incide em todos os 6rgéos de diversas culturas, causando a antracnose,
doenga que resulta em grandes perdas na produtividade e na qualidade de frutos. Uma
das alternativas para a redugao de seus danos € o controle biolégico, pela utilizagdo
de fungos antagonistas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de 20 isolados
de Trichoderma em inibir o crescimento de C. gloeosporioides, por meio do cultivo
pareado. Inicialmente fez-se a inoculacao no meio de batata-dextrose-agar com disco
de micélio do patégeno e, apos cinco dias de crescimento, inoculou-se o Trichoderma.
Realizou-se a avaliagdo da inibicao aos 14 dias apds o pareamento. O experimento foi
disposto em delineamento inteiroamente casualizado com quatro repeti¢des. Aincubagao
ocorreu em camaras BOD a 27 C, no escuro. Os isolados também foram classificados
guanto ao antagonismo segundo escala de Bell et al. (Phytopathology, v.72, p. 379-
382, 1982). Todos os isolados inibiram o crescimento do patdgeno e foram classificados
como altamente antagdnicos, tomando-se por base a testemunha, crescida na auséncia
de Trichoderma. Esses isolados de Trichoderma pertencem a colegéo de fungos para
controle biolégico de fitopatégenos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
e estdo sendo testados em casa-de-vegetagao, no controle da antracnose do
maracujazeiro e em experimentos para detecgao de metabalitos toxicos.

Bidloga, mestranda, Universidade de Brasilia-UnB

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

Biologa, graduanda, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

Eng. Agr., Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB

o s W N

134



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, PV., Santos, PH.R? Suijii, E.R.’, Pires, C.S.S.", Laumann, RA.°, Silva,
K.F.A.S., Fontes, E.M.G.

Predadores generalistas influenciam a estrutura de comunidades e podem
afetar as populagdes de herbivoros. Consumidores secundarios e terciarios demonstram
efeitos em cascata através de trés ou quatro niveis tréficos em ecossistemas devido
ao fato de serem onivoros. Isto tem consequiéncias para o controle biolégico natural
porque tais predadores podem liberar populagbes de um determinado herbivoro praga
ao consumir seu principal inimigo natural. O entendimento destes mecanismos de
interacao entre predadores generalistas, e a identificagado das redes alimentares e
dos principais elos de cadeias tréficas que resultam na regulagéo da populagéo de
herbivoros-praga do algodao foram os objetivos deste trabalho. O experimento foi
conduzido na Embrapa Hortalicas (DF) em periodo de floracao e inicio de frutificagéo
em que a cultura do algodao oferece maior quantidade de recursos. Foram comparados
trés tratamentos: aplicagdo de inseticidas quimicos (Diafentiuron, Imidacloprido,
Metamidofés, Cipermetrina+Fenofés), bioldgicos (Beauveria bassiana+Verticillum
lecaniii e Bacillus thuringiensis) e sem aplicacao. Os dados foram complementados
com informagdes da literatura. S&o descritas as interagdes troficas para apresentar a
diversidade de espécies e os intrincados elos que resultam em redes alimentares,
produzidas por diferentes niveis tréficos que nem sempre sao bem definidos. produzindo
redes tromunidades s a diversidade de espComparando as trés areas nao houve
diferenca significativa de riqueza. Todas as espécies amostradas foram encontradas
em todos os estagios fenoldgicos, ndo havendo uma espécie que se destacasse em
algum estagio. Nas trés areas as tesourinhas (Dermaptera) e Condilostylus sp. (Diptera)
prevaleceram entre as espécies mais abundantes. Nas areas com controle quimico e
sem aplicagao de inseticidas produzindo redes tromunidades s a diversidade de esp,
0 aumento ou diminuigdo na populagao de inimigos naturais esta correlacionado com
as variagbes da populagao de herbivoros predominantes, principalmente o pulgéo. Na
area com inseticida biolégico esta correlagéo ndo € muito bem percebida, talvez porque
0s agentes bioldgicos adicionados ao sistema tenham liberado elos da cadeia que
favoreceram a regulacdo de populagdes de pulgdo. Esta hipétese, bem como a
identificacado de espécies-chave, sera objeto de proximos estudos.
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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.1, Dumas, V.F.Z, Martins, E.S.S, Praca, L.B.4, Monnerat, RG’

O algodoeiro é uma cultura de grande importancia econémica no Brasil. Seu
principal produto é a fibra, que sao tricomas expandidos do ovario da flor polinizada.
Atualmente estéo identificadas cinqlienta espécies de algodao do género Gossypium,
distribuidas nos continentes: Asia, Africa, Australia e América. Gossypium hirsutum
L. € uma das quatro espécies cultivadas no mundo para a produgao da fibra de algodao
sendo explorada economicamente numa ampla faixa tropical e em algumas regides
subtropicais. Essa espécie contribui com 90% da produgédo mundial de algodao e seu
cultivo apresenta grande importancia social e econémica para o Brasil. Um dos maiores
problemas enfrentados pelos produtores é o ataque do bicudo, que é considerado a
principal praga dos algodoeiros nas Américas. Se nao controlado corretamente, a
praga pode causar perdas de até 70% da produgéo em fungéo da sua alta capacidade
de reproducao, elevado poder destrutivo e pelas dificuldades de seu controle. Uma
das alternativas para o controle dessa praga € a utilizagdo de agentes de controle
biolégico, como Bacillus thuringiensis (Bt). Essa bactéria entomopatogénica produz
proteinas Cry, que séo ativadas ao entrarem em contato com o pH intestinal alcalino
dos insetos. As vantagens da utilizagao do Bt sdo a sua especificidade aos insetos
sensiveis a acao de suas toxinas, o efeito ndo poluente ao meio ambiente, a inocuidade
aos mamiferos e invertebrados e auséncia de toxicidade as plantas. O objetivo do
presente trabalho foi a selegcéo de estirpes de Bt que apresentassem alta toxicidade
ao bicudo do algodoeiro. De aproximadamente 300 estirpes pertencentes ao banco de
Bacillus spp. da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram selecionadas
trés estirpes, S906, S907 e S908 que se mostraram mais toxicas que todas as outras
analisadas. No entanto, destas trés a S906 apresentou uma toxicidade duas vezes
superior ao padrao Bacillus thuringiensis tenebrionis, podendo ser uma 6tima alternativa
para doar genes para construgdo de uma planta geneticamente modificada resistente
ao bicudo.
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089 - SELECAO DE ISOLADOS DE Trichoderma SPP. NO CONTROLE DE
Sclerotium rolfsii EM SOJA ‘BRS MILENA' (Selection of Trichodermaspp. isolates
to control Sclerotium rolfsii in soybean ‘BRS Milena’)

Carvalho Filho, M.R.", Avila, Z.(B.Z,Alvarenga, D.0.°, Padua, R.R., Gomes, D.M.PA.°,
Almeida, A.M. ", Mello, S.C.M.

O controle biolégico vem tendo ampla aplicagdo no combate as doencgas das
plantas. Os organismos causadores dessas doencas sao diversos, inclusive fungos
de solo, como o Sclerotium rolfsii (Sacc.). Este € um patdégeno com capacidade de
restringir a germinacgao, apodrecer o colo da planta, atacar as raizes, causando
tombamento de plantulas e, ainda, provocar murchas em uma gama de espécies
vegetais, dentre as quais, a soja. Os fungos do género Trichoderma, em contrapartida,
apresentam caracteristicas singulares que os tornam eficientes agentes de biocontrole,
especialmente contra os patégenos de solo. O objetivo deste estudo foi avaliar o
potencial antagdnico de 11 isolados de Trichoderma spp. contra S. rolfsii em soja. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacao (Temperatura variando de 20 a 35°
C, e umidade, de 60 a 90%), com a cultivar Milena. Para a produgao de indculo, tanto
do antagonista como do patégeno, utilizou-se arroz parboilizado previamente umedecido
com agua destilada (60% p/v). As inoculag¢des do solo foram realizadas por meio da
aplicagao de 5g de arroz colonizado por quilo de solo. Este, previamente autoclavado,
foi acondicionado em vasos de 3Kg de capacidade. Ambos, patdégeno e antagonista
foram aplicados ao mesmo tempo e, apds 24 horas, procedeu-se o semeio da soja. O
experimento foi disposto em delineamento Inteiramente casualizado com 4 repeticdes,
sendo a repeticdo constituida de 1 vaso com 15 plantas. Foram realizadas duas
avaliagOes, para determinagao da porcentagem de plantas vivas, aos 8 e aos 15 dias
apos o semeio. Os isolados CEN 227, CEN 405, CEN 226, CEN 238, CEN 211, CEN
228, CEN 266, CEN 219, CEN 400 e CEN 206 apresentaram desempenho
estatisticamente semelhantes no controle do patégeno, evidenciado pelos altos valores
da porcentagem de plantas vivas, que foram os seguintes: 90%, 83.25%, 81.7%,
76.5%, 75%, 71%, 70%, 68.25%, 55%, e 53.25% respectivamente. Esses 10 isolados
foram considerados com potencial para uso como biofungicidas e, neste sentido,
deverao ser submetidos a novos testes, em ensaios de casa de vegetagado e campo.
Oisolado 232, por outro lado, foi 0 que demonstrou menor potencial para controle do
S. rolfsii, devendo ser testado no futuro, contra outros patégenos. Os isolados utilizados
neste trabalho pertencem a colegao de fungos para controle biolégico da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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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.Z, Auler, A.C.V.}, Falcdo, J.L.', Mello, S.C.M.*

O fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary é responsavel por perdas em
diversas culturas de importancia social e econémica, principalmente em cultivos
irrigados de feijao, soja e algodao. Este patégeno é um habitante do solo, formador de
esclerédios, que permanecem viaveis por varios anos, podendo tornar inviaveis
extensas areas agricolas. Seu controle por meio de fungicidas é dificil, oneroso e
poluente. Este trabalho teve como objetivo selecionar isolados de Trichoderma spp.
com potencial de uso controle desse patégeno. Na primeira etapa dos experimentos,
avaliaram-se 08 isolados e na segunda, 12 isolados. Foram utilizados os seguintes
métodos, para estudos in vitro: 1) culturas pareadas, em que o patdgeno e o antagonista
foram cultivados simultaneamente, em meio a base de batata-dextrose-agar (BDA),
opostamente, a distancia de 1,0 cm da margem da placa, durante cinco dias; 2)
producédo de metabdlitos toxicos n&o volateis, que consistiu na utilizagdo de papel
celofane transparente, previamente lavado e autoclavado. O papel celofane foi colocado
sobre o meio BDA ja solidificado, em placas de Petri, para que aderisse completamente
em todo o diametro da placa. Em seguida, colocou-se sobre no mesmo um disco de
Trichoderma spp. As placas foram colocadas para crescimento em incubadoras do
tipo BOD durante 48 horas. Posteriormente, o papel celofane foi o papel removido
juntamente com a col6nia do antagonista, inoculando-se, no mesmo meio, o patdégeno
e retornando as placas para a BOD. As condi¢des dos experimentos foram: temperatura
de25°Ce fotoperiodo de 12 horas. Foram realizadas quatro repetigbes por tratamento,
distribuidas inteiramente ao acaso, cada repeticao representada por uma placa de
Petri. As avaliagdes consistiram na medi¢cao do didametro da colénia apds cinco dias
de cultivo, periodo em que a testemunha cobriu todo o didmetro da placa. Observou-
se reducao de crescimento de S. sclerotiorum com todos os isolados de Trichoderma,
em cultivo pareado. Na primeira etapa, os oito isolados apresentaram resultados
significativos, entretanto ndo diferiram estatisticamente. Na segunda etapa, os melhores
isolados foram: CEN246, CEN223, CEN219, CEN256, CEN198, CEN204, CEN233,
os quais proporcionaram reducao entre 33 e 44%. Na avaliagéo de antagonismo pela
acdo de metabdlicos toxicos nao volateis, os isolados CEN195, CEN168, CEN151,
CEN162, CEN231, CEN219 apresentaram 100% de inibicdo do patégeno. Dentre os
12 isolados testados na segunda etapa, destacaram-se: CEN219, CEN242, CEN244,

CEN223, CEN256, CEN246, CEN245.
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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 quinquefasciatus larvae in a decantation
lake in a milk farm)

Sone, E H.' , Ramos, FR Carvalho, H. R Boas, L.C.V. ,7Paganella M.B. , Oliveira,
E. CA Santoro FA Soares cms.’ Monnerat R.G.

Culex quinquefasciatus, conhecido como pernilongo, € um mosquito urbano
de grande importancia médico-sanitaria no Brasil por ser o vetor primario e principal
da filariose bancroftiana e de algumas encefalites. Os insetos do género Culex sédo
insetos de habitos noturnos e antropofilicos, exercendo a hematofagia nos humanos
dentro de suas habitagdes, onde se abrigam durante o dia. As larvas de Culex se
desenvolvem em cole¢des de agua parada com abundancia de matéria organica em
decomposigdo como esgotos e lagoas de tratamento de efluentes. Uma alternativa
ambientalmente correta para o controle das larvas desse |nseto € a utilizagdo de um
bioinseticida a base de Bacillus sphaericus, o SPHAERUS" SC, produzido pela Bthek
Biotecnologia em parceria com a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As
vantagens da utilizacdo desse produto sao a inocuidade a mamiferos e aves, acao
toxica restrita ao inseto alvo e no poluir o ambiente ja que o B. sphaericus é encontrado
naturalmente no solo. O objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia deste bioinseticida
no controle das larvas de C. quinquefasciatus em condi¢des naturais de campo. O
experimento foi realizado em duas lagoas de decantagdo que recebiam esgoto
proveniente do curral e apresentava indice de infestagdo média acima de 26 larvas de
mosquito por conchada. Foram aplicados a concentragao de um litro/ha SPHAERUS
SC. Decorridas 48 horas do tratamento, o bioinseticida apresentou resultados de
mortalidade de 80,8% e passados sete dias n&o foi observado a presenga de larvas. O
monitoramento foi realizado semanalmente durante os meses de setembro de 2004 a
janeiro de 2005 sendo que o indice de infestagdo médio durante esse periodo foi
inferior a duas larvas por conchada, comprovando a eficiéncia do bioinseticida no

controle das larvas deste inseto.
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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.1, Dumas, V.F.z, Monnerat, R.G’

A filariose linfatica humana ocorre pelo parasitismo de nematelmintos das
espécies Wuchereria bancroftii, Brugia malayi e Brugia timori. Em varias regioes
tropicais da Asia, da Africa e das Américas tém sido uma doenca endémica, que tem
trazido sérios problemas de saude publica para diversos paises destes continentes.
Na década de 50, pesquisas demonstraram uma nitida relagao entre a distribuicao e
abundancia de Culex quinquefasciatus e os focos de W. bancrofti no Brasil. Entéo,
descobriu-se que o mosquito vem sendo um excelente vetor do parasito da filariose,
visto que, tém-se condigbes climaticas apropriadas, facil adaptagao e dispersao da
doenca. Atualmente, vem-se tornando um sério problema em Recife, Jaboatéo e Olinda,
no estado de Pernambuco, e em Alagoas, Macei6, onde ha um alto indice do mosquito
vetor transmitindo as formas infectantes de W. bancroftii. A transmissédo acontece
através da picada da fémea do mosquito que em seu aparelho bucal tem a microfilaria
que é rapidamente introduzida nas correntes sanguineas, migrando depois para as
linfas e linfonodos do corpo humano onde se alojam e se tornam adultos dando
continuidade ao ciclo de vida. Na busca incansavel de solugdes, em 1939 descobriu-
se o DDT, um quimico eficiente, mas com alto poder residual que tem selecionado
populacdes resistentes. Visando a diminuigao da utilizagdo desse agente quimico, a
saida tem sido o uso dos produtos a base de B. sphaericus, que sado bactérias
entomopatogénicas, que possuem uma toxina binaria efetiva no controle do Culex
spp. Este trabalho teve como objetivo analisar a eficiéncia do B. sphaericus contra C.
quinquefasciatus em diferentes condig¢des, tais como, luminosidade, temperatura e
umidade. Os testes foram realizados com a estirpe S242 caracterizada por apresentar
toxicidade contra C. quinquefasciatus. Os bioensaios foram realizados utilizando
sete doses, em triplicata de cada dose e repetindo cada bioensaio duas vezes. As
leituras foram feitas 48 horas apds a realizagdao dos mesmos. Os resultados
demonstraram que a CL dos bioensaios realizados com exposi¢ao a luz foi menor
quea CL dos bioensaiod com auséncia de luz. No fator temperatura,a CL a 25°C
foi menordue a20°C ea CL dos bioensaios desenvolvidos com a umidade & 20% foi
menor que a CL50 dos bioenSaios com a umidade a 80%.
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093 - VARIABILIDADE ENTRE ISOLADOS DE Dicyma pulvinata QUANTO AO
CRESCIMENTO E A ESPORULACAO EM MEIO BDA (Growth and sporulation
variability among Dicyma pulvinata isolates)

AIvarenga,sD.O.1, Silva, M.C.F.s, Almeida, A7.M.3, Melo, D.F.‘;, Padua, R.R.’, Carvalho
Filho, M.R.", Gomes, D.M.P.A., Avila, Z.R. , Mello, S.C.M.

A seringueira (Hevea spp), pertencente a familia Euphorbiaceae, possui grande
importancia econdmica para as comunidades da Amazénia devido a sua alta produgéo
de latex, matéria-prima da borracha. Um dos problemas que essas comunidades tém
enfrentado é a redugdo da produgdo de latex ocasionada pelo “Mal-das-Folhas”, doenga
causada pelo fungo Microcyclus ulei. Varios estudos tém sido conduzidos em busca
de alternativas para o combate a esta doenga. Um método promissor € o controle
biolégico, com a utilizagao do fungo antagonista Dicyma pulvinata (Berk & Curtis) Arx.
Para se desenvolver eficientemente um produto de controle biolégico, é preciso escolher
um antagonista que apresente bom crescimento e reprodugdo em condigdes de
laboratério. O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade entre isolados de D.
pulvinata quanto ao desenvolvimento micelial e conidiagdo em meio de cultura a base
de batata-dextrose-agar (BDA). Foram analisadas 61 amostras de D. pulvinata isoladas
de diferentes locais. A inoculagao foi realizada utilizando-se discos de micélio, no
centro de placas de Petri contendo o meio de cultura. Foram utilizadas trés repeticdes
porisolado. Aincubagdo ocorreu em camaras do tipo BOD, a 25°C com fotoperiodo de
12 horas. Efetuaram-se medidas dos didmetros de coldnias, bem como a contagem
em camara de Neubauer do niumero de esporos produzidos. Os dados foram entéo
submetidos ao Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Quanto ao crescimento micelial,
destacaram-se os isolados CEN 138, 114, 77, 88, 89, 104 e 124, enquanto o isolado
CEN 137 apresentou o melhor desempenho na producédo de esporos. Esses dados
sdo importantes, mostrando que, para a formulagdo adequada de um produto para o
biocontrole, além de se escolher um isolado eficiente, deve-se também conhecer a
variabilidade que ocorre dentro da espécie e se ter o cuidado de preservar a carga
genética do isolado selecionado, para a maximizagao de seu potencial de biocontrole.
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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.0.2, Avila, Z.R.3, Gomes, D.M.P.A.4, Padua, R.R .5,
Almeida, A.M.5, Mello, S.C.M.®

Os fungos do género Trichoderma tém sido amplamente estudados devido a
capacidade de degradar carboidratos estruturais e nao estruturais, atuando como
biorremediadores e como produtores de enzimas, que apresentam uma infinidade de
aplicagbes. Esses fungos sdo também importantes na manutencéo do equilibrio
biolégico, e como promotores de crescimento de plantas. A espécie T. harzianum
destaca-se entre as mais eficietes antagonistas, com varias linhagens registradas
para uso no biocontrole de uma ampla gama de fungos fitopatogénicos, entre eles,
Rhizoctonia solani (Kihn). Este patégeno é responsavel por fitomoléstias severas,
tais como as podriddes de pré e pods-emergéncia, o tombamento de plantulas e a
podridao do colo, da raiz e da coroa, tendo sido reportado o ataque a diversas culturas.
Os danos sdo mais severos sob condigdes de alta umidade do ar e temperaturas
elevadas (25 a 30°C). Essas condigbes sao predominantes em muitos
agroecossistemas brasileiros. O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade entre
17 isolados de T. harzianum quanto a capacidade de inibir do crescimento de R.
solani. Realizou-se o cultivo pareado em meio de batata, dextrose e agar (BDA), que
consistiu em inocular o patégeno em um ponto da borda de placas de Petri e, no outro
extremo, o antagonista. A inibicdo do crescimento foi avaliada pela determinacao do
diametro médio das coldnias e pela atribuicdo de notas (de 1 a 5, onde 1 representou
o controle total, com o antagonista crescendo sobre o patdégeno, e 5 a auséncia de
controle, com o patégeno ocupando toda a superficie da placa), segundo a escala de
Bell (Phytopathology, Vol.72, N° 4, Pgs. 379-382, 1982). Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e as médias, comparadas pelo Teste de Tukey, ao
nivel de 0,05. Os isolados CEN 234, CEN 230, CEN 254, CEN 235, CEN 262, CEN
223, CEN 220, CEN 168, CEN 151 e CEN 241 proporcionaram melhor desempenho
na redugao do crescimento da colénia do patdgeno, com taxas de 33,2% a 41,47% de
inibicdo. Treze dos isolados estudados (CEN 168, CEN 201, CEN 230, CEN 234,
CEN 235, CEN 254, CEN 262, CEN 151, CEN 195, CEN 220, CEN 223, CEN 237 e
CEN 255) foram classificados como altamente antagbnicos, tendo apresentado notas
menores ou iguais a 2. Todos os isolados apresentaram nota inferior a 3, podendo ser

considerados antagonistas a R. solani.
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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)

Aqgjino, M.F.S.1, Oliveira, V.L.2, Laumann, R.A.a, Moraes, M.C.B.4, Cia, E.5, Borges,
M.

Os volateis induzidos por herbivoros sao compostos que as plantas produzem
em resposta ao ataque de insetos e que alteram o padrao de movimentagédo de
parasitdides. Estes compostos podem ser utilizados por inimigos naturais para
localizagao do habitat do hospedeiro ou do hospedeiro a longa distancia. O objetivo
deste trabalho foi testar o efeito dos volateis liberados por duas variedades de algodao,
quando danificadas por Spodoptera frugiperda, sobre o comportamento de busca de
hospedeiros do parasitéide T. pretiosum. Foram realizados bioensaios com fémeas
de T. pretiosum (48 hs. de idade e experiéncia de oviposi¢cao) em olfatdbmetro de tipo
“Y”. Os tratamentos utilizados foram extratos de volateis provenientes de plantas sadias
e de plantas danificadas por larvas | de S. frugiperda. Utilizaram-se as variedades de
algodao Cedro e IAC-17. Foram observados escolha inicial e tempo de residéncia em
cada area. Os extratos da variedade Cedro, quando danificada pelas larvas de S.
frugiperda, influenciaram o comportamento de busca de T. pretiosum. A escolha inicial
e o tempo de residéncia foram significativamente maiores nas areas do olfatdmetro
que receberam volateis de plantas danifizcadas em relagao as areas que receberam
volateis de plantas sadias (teste ¢ p<0,05 e teste de Wilcoxon P<0,05
respectivamente). Os volateis emitidos pela variedade IAC-17, quando danificada,
também afetaram pogitivamente o0 comportamento do parasitdide considerando a
escolhainicial (teste ¢ p<0,05), porém ndo mostraram efeito em relagdo ao tempo de
residéncia (teste de Wilcoxon P<0,05). Os resultados obtidos podem indicar que os
processos de melhoramento de plantas cultivadas para obtengao de variedades com
diferentes caracteristicas agrondmicas, podem alterar o perfil de volateis induzidos
por herbivoros e as relagdes tri-troficas dos sistemas planta-inseto herbivoro — inimigo

natural.
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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)

Ollvelra G, Cardoso C. F Nakasu E’ Scompannl A.L. 6Teles ES Rodrlgues
S Santos JB. , Miranda, J , Sujii, E. R , Fontes, E.M.G. , Silveira, FA , Pires,
CSS

Para a realizacao de analises de risco do algodao Bt, em 2003/04 iniciou-se
um inventario de visitantes florais do algodao no DF e Paraiba para obter informagdes
sobre diversidade e abundancia de abelhas e outros insetos. O levantamento foi
estendido em 2005 para os estados da BA (Barreiras), MT (Primavera do Leste e
Rondonépolis) e GO (Santa Helena de Goias e Mineiros), além de ampliado para
outros locais no DF e PB. As coletas ocorreram em areas de plantio comercial com e
sem inseticidas e em campos experimentais. Todo o material foi separado por
morfoespécie e familia, sendo a maioria identificada até género. Foram coletadas
mais espécies nas areas nao tratadas com inseticidas e préximas a vegetagao natural.
Foram coletadas 41 espécies de abelhas nos trés anos de coleta no DF. Na Bahia, as
coletas foram realizadas em trés plantios comerciais tratados com inseticidas e 16
espécies foram identificadas. No Mato Grosso coletou-se 19 espécies, na Paraiba 23
e em Goias 3 espécies. Apis mellifera, abelha introduzida para fins comerciais, ocorreu
em todas as areas amostradas. Dados preliminares indicam que no DF as mais
abundantes séo: A. mellifera, Paratrigona lineata, Melissoptila cfr. cnecomala, Trigona
spinipes e 1 espécie de Halictidae. No Mato Grosso sao: A. mellifera, Partamona sp
e P. lineata. No Nordeste foram: A. mellifera e T. spinipes. Em Goias foram coletadas:
A. mellifera, Xylocopa spp e 1 espécie de abelha silvestre ndo identificada. Os seguintes
insetos foram coletados em menor abundancia nas flores: 2 espécies de Coccinelidae,
besouros predadores, 1 espécie de Dermaptera predador, 1 Diptera coletor de néctar
e 2 espécies de besouros pragas agricolas (Antonomus grandis e Diabrotica speciosa).
Como base nesses resultados e dados de biologia das abelhas, estdo sendo
selecionadas espécies indicadoras para o desenvolvimento de protocolos para analise
de toxidade de proteinas Bt.
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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.1, Paiva, W.O.Z, Amorim, J.C.1, Amaral, Z.P.S, Buso, J.A.4, Buso, Gs.c’

O melao (Cucumis melo) € uma planta de origem asiatica, rasteira e herbacea
da familia Cucurbitaceae, de formato variavel, apresenta varios tipos de aroma e cores
de polpa, sendo a oitava fruta produzida e uma das dez principais frutas frescas mais
exportadas. Com o aumento da demanda de producdo do meldo no mercado
internacional, que passou de 1,3 milhées de toneladas em 1997 para cerca de 1,6
milhdes em 2002, faz-se necessario o aumento da producgéo e da qualidade final do
produto. Com base na importancia econdmica do melao, programas de melhoramento
genético vém sendo desenvolvidos para aumentar a eficiéncia do sistema produtivo.
Uma forma eficiente de auxiliar os programas de melhoramento é a analise da
variabilidade genética por meio da utilizagao de marcadores moleculares, pois detectam
dissimilaridades entre diferentes acessos em nivel de DNA. Marcadores moleculares
RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) s&o Uteis por apresentarem baixo custo,
alto conteudo informativo e identificarem alto nimero de locos polimérficos nos
segmentos de DNA por reagao, além de requerer pouca mao-de-obra Linhagens
desenvolvidas nos programas de melhoramento da Embrapa Agricultura Tropical e
Embrapa Hortaligas foram analisadas visando a indicacao do nivel de similaridade
entre elas. Aanalise demonstrou haver grande variabilidade genética entre as linhagens
e poucos pares de linhagens que se apresentaram com similaridade acima de 0,90.
Prevé-se que podera ser obtido um numero elevado de combinagdes hibridas a partir
das linhagens avaliadas, mesmo selecionando-se linhagens com similaridade abaixo

de 0,85.

Agronomia, graduando, Universidade de Brasilia-UnB
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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.1, Contini, L.R.z, Barroso P.V.3, Ciampi, AY.

Gossypium barbadense é uma espécie silvestre naturalizada, amplamente
distribuida no Brasil. O Brasil € considerado um importante centro de diversidade de
Gossypium com ocorréncia da espécie silvestre G. mustelinum, silvestre naturalizada
G. barbadense e pela grande produgéo da fibra de algodao obtida da cultivar comercial
G. hirsutum var. marie galante. G. hirsutum e G. barbadense co-ocorrem em diversas
regides do Brasil e seus sistemas reprodutivos evidenciam que sao sexualmente
compativeis. Com o objetivo de estimar o fluxo génico e verificar a presenga de alelos
do algodao comercial em G. barbadense, foram realizadas analises genéticas com
uso de marcadores SSR - Simple Sequence Repeats. O polimorfismo desse marcador
molecular é baseado nas diferencas de comprimento das sequiéncias amplificadas,
de acordo com o numero de repeticdes em cada microssatélite que € altamente variavel
no genoma. Aamostra de folhas de individuos adultos e de sementes de G. barbadense
foi coletada em trés regides do Mato Grosso (Baixada Cuiabana, Pantanal e Cerrado).
Sementes de 75 acessos com 20 descendentes cada foram plantadas. O DNA
gendmico foi extraido a partir de folhas segundo o protocolo CTAB 2%. Os DNAs de
foram genotipados com seis primers SSRs. A deteccao da amplificacao dos fragmentos
foi realizada em gel desnaturante de poliacrilamida 4%, corado com nitrato de prata.
Sendo G. barbadense e G. hirsutum espécies alotetrapléides, durante a amplificagéo
foi possivel verificar dois locos em todos os primers analisados. Na analise dos primers
CML63, CML43, BNL686(1) e BNL1440(2) foi considerado somente um loco, sendo a
maioria monomorficos. Na analise dos primers BNL3103 e BNL1317 um dos dois
locos foi considerado. O primer BNL1317 é o Unico que nao apresentou correspondéncia
com o publicado e o CML63 é o unico que apresenta polimorfismo no loco inferior
entre familias, mas n&o entre individuos de uma mesma familia. Neste estudo, n&o foi
observado nenhum alelo de G. hirsutum nos descendentes da espécie G. barbadense,
nem mesmo na regido de Cerrado onde ocorre cultivo intensivo de algodao comercial.
A estratégia de analise de forma direta esta sendo utilizada para estimativa do fluxo
génico e taxa de cruzamento da espécie G. barbadense.

1Biologia, graduando, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
2Eng. Agr., Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
*Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Algodao
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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.

A crescente destruigdo dos ecossistemas, através da converséo de paisagens
naturais em agricultura e pastagem e do extrativismo predatorio, tem se constituido
na principal ameaca a biodiversidade. A crescente demanda por matéria prima pela
industria farmacéutica em todo o mundo constitui ameaca a sobrevivéncia e conservagao
de plantas medicinais em seus habitats naturais. Segundo dados da Sociedade
Brasileira de Botanica, a arnica (Lychnophora ericoides) encontra-se ameagada de
extingdo devido ao extrativismo predatorio. Essa espécie é endémica, habitando
principalmente regides montanhosas com afloramentos rochosos de quartzito ou arenito
em campos rupestres, com altitudes entre 800m e 2000m. No aspecto farmaco-
terapéutico a arnica € empregada em machucados, contusdes, inchagos, hematomas,
atividades antitumorais, antitripanocidas e antimicrobianas, como antiinflamatério,
aromatizador, anestésico e cicatrizante, além de apresentar potencial ornamental. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de germinacéo in vitro de sementes de arnica
em diferentes meios de cultura e desenvolver um protocolo para seu estabelecimento
e multiplicag&o. A coleta dos frutos foi feita na Fazenda Agua Limpa- FAL, UnB entre
0s meses de margo e abril de 2005. Por meio de teste densimétrico, os aquénios
foram separados em cheios e chochos e, posteriormente, desinfestados com hipoclorito
de sédio na concentracao de 1%. Dos aquénios foram extraidas as sementes, que
também foram desinfestadas por hipoclorito de sddio na concentragao de 0,5%. As
sementes foram inoculadas nos seguintes meios: MS, 2 MS, WPM e 2 WPM. Apos
uma semana, as sementes comegaram a germinar com algumas plantulas ja
apresentando radicula. Foi observada uma alta taxa de contaminacao (54,7%) e taxa
de germinacao de 75%. Desconsiderando-se os tubos contaminados, houveram as
seguintes taxas de germinagéo, com bom desenvolvimento da raiz: meio MS (45%);
72 MS (60%); WPM (82%) e 2 WPM (91%). Observou-se uma maior taxa de germinagéao
nos meios WPM e 2 WPM, que possuem menor concentragao de nutrientes e sao
muito utilizados na cultura de tecidos de espécies lenhosas.

1Biologia, graduanda, Universidade de Brasilia-UnB
3Assistente de Operagdes, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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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
cassava for key genes biotic and abiotic characteristics)

Paiva,sM.R.1, Miranda, H.A., Ciampi, A.Y.’, Dalmolin, C.C.", Alegria, M.R.M.’, Buso,
GS.C.

Visando o manejo sustentavel da agrobiodiversidade nos biomas Cerrado e
Caatinga, o Programa Biodiversidade Brasil-ltalia fez um trabalho participativo para
levantar as caracteristicas desejaveis de comunidades de pequenos agricultores em
seu contexto ambiental e socioeconémico. Estas caracteristicas vém sendo alvos
das atividades com marcadores moleculares a serem utilizados na genotipagem para
dar subsidios a conservagao, no melhoramento genético e eventual selegéo.
Polimorfismos moleculares em seqiiéncia ou dentro de genes-chave sdo de grande
utilidade para o monitoramento e a salvaguarda da variabilidade genética. Portanto,
este trabalho teve como objetivo a procura de marcadores para genes funcionais visando
caracteristicas importantes apontadas pelas comunidades e desenho de primers que
flanqueiam sequéncias repetitivas, portanto variaveis, dentro dos genes-chaves. Para
milho foram definidas as seguintes caracteristicas: eficiéncia na absorgéo e uso do
nitrogénio; eficiéncia na absorgéo e uso de fosforo; tolerancia ao estresse hidrico;
tolerancia ao aluminio. Para feijao: eficiéncia na absorgao e uso do nitrogénio; tolerancia
ao estresse hidrico. Para mandioca: resisténcia a seca, resisténcia a doenga leiteira
ou bacteriose (Cassava Bacterial Blight) causada pela Xanthomonas campestris pv.
Manihotis. Apés identificagdo dos genes-chaves, feita a partir de pesquisa na literatura,
fez-se a procura de sequiéncias em bancos publicos de depdsito de seqliéncias, como
o Graminae e/ou NCBI. Para localizacdo de seqiéncias repetitivas dentro das
seqléncias relacionadas aos genes-chaves, utilizou-se o programa TROLL.
Posteriormente, procedeu-se o desenho de primers nas regides flanqueadoras das
sequéncias repetitivas, utilizando-se o programa Primer 3. No desenho dos primers
0s seguintes critérios foram utilizados: temperatura média de anelamento (Tm) entre
55°C e 70 °C, diferenca de Tm entre pares de primers menor que 3 °C e conteudo de
GC entre 40% e 60%. Até o momento, 32 pares de primers foram selecionados para
sintese: 28 para milho, 2 para feijdo e 2 para mandioca Estes primers terdo as
respectivas temperaturas de anelamento otimizadas e a amplificagdo sera testada
em amostras das culturas que segregam para as caracteristicas determinadas.

Apoio financeiro: Programa Brasil-Italia

Biologia, graduando, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
Agronomia, graduando, Universidade de Brasilia-UnB
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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)

Lam%s, N.S.1, Junqu17aira, L.P.3,Ohse, B.J.G.Z, Cerqueira,A.A.4, Amaral, Z.P.S.s, Ferreira,
M.A.", Buso, G.S.C.

Cultivado por pequenos e grandes produtores, em diversificados sistemas de
produgéo e em todas as regides brasileiras, o feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris)
reveste-se de grande importancia econdémica e social. Apesar da importancia, a
produtividade média desta cultura ndo tem crescido. Uma alternativa para incrementar
esta produtividade € a melhor utilizagdo dos recursos genéticos existentes como
fonte de variabilidade genética. Este conhecimento é importante para incrementar a
utilizagéo do germoplasma em programas de melhoramento. Para tanto, os marcadores
moleculares fornecem segura estimativa da diversidade genética. Microssatélites
(SSRs) sao marcadores genéticos apropriados para esse fim, pois sdo baseados em
PCR, tém heranca codominante, alto contelido de informacgao, sdo multialélicos e
podem ser semi-automatizados em ensaios com multiplex. Este trabalho teve como
objetivo a caracterizacdo de novos SSRs, desenvolvidos a partir de bibliotecas genémicas
enriquecidas e o estudo da variabilidade de 84 acessos representativos da colegao de
germoplasma mantida na Embrapa Arroz e Feijao utilizando os marcadores
caracterizados. Os dados foram analisados considerando a amplitude alélica, tamanho
de cadaloco SSR amplificado, numero de alelos por loco e diversidade alélica para a
caracterizagao de cada loco polimorfico e a presenga ou auséncia para a analise de
variabilidade. Na analise de variabilidade notou-se a formagao de dois grupos principais,
um contendo acessos de P.vulgaris e o outro com P. lunatus e dentro de P. vulgaris
formaram-se pequenos agrupamentos. A caracterizacao desses novos microssatélites
de feijao indica a potencial utilidade dos mesmos em estudos de variabilidade e estrutura
genética das coleg¢des, de mapeamento de caracteristicas importantes e utilizagao

futura na selegéo assistida por marcadores e analise de pedigrees.

lBioIogia, graduanda, Universidade de Brasilia-UnB
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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.2, Valls, J.F.M.2

Muitas das espécies silvestres de Arachis tém sido estudadas pelo seu alto
potencial de resisténcia a doencas flungicas. Foram obtidas, na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, 13 combinacgbes hibridas distintas entre anfidipléides
sintéticos, individuos F e A. hypogaea. Avaliou-se as reagdes destas familias de
hibridos, quanto a resisténcia a Puccinia arachidis, usando-se a técnica de folhas
destacadas. A inoculacéo foi feita por pincelamento na face abaxial dos foliolos, com
uma suspensao contendo 100.000 esporos/ml. Os bioensaios foram incubados sob
fotoperiodo (10h luz) e temperatura entre225-28°C, em 4 blocos ao acaso. Avaliou-se
0 numero de lesbes por area foliar (mm ) apds 28 dias. A cultivar IAC-Runner e o
acesso Mdi1678, ambos A. hypogaea, apresentaram o maior numero de lesdes,
mostrando-se 0s mais suscetiveis. A exceg¢ao de um, todos os demais hibridos e
anfidipléides sintéticos foram mais resistentes a ferrugem quando comparados com
os cultivares, sendo que alguns nao apresentaram lesdes. Os hibridos resistentes
poderao ser usados na transferéncia de genes de resisténcia ao amendoim cultivado
via cruzamentos, em programas de melhoramento genético.

'Agronomia, graduando, Universidade de Brasilia-UnB/PIBIC/CNPq
2Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Bolsista PQ/CNPq
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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.1, Kanashiro, M.z, Grattapaglia, D.3, Ciampi,A.Y.4

Uma espécie que se encontra sob manejo sustentavel na Floresta Amazonica
é a Manilkara huberi. Esta € uma das espécies arbéreas de maior ocorréncia, que
atinge maior DAP do género, sendo a mais valiosa devido sua madeira, que é pesada,
dura e resistente e consequentemente é a mais explorada. Para estimar a diversidade
genética, uma variedade de indices que representam o contetdo informativo de um
loco pode ser utilizada para diferentes aplicagées como na identificagéo individual e
na analise de parentesco, na estimativa do fluxo génico, sistema de cruzamento e
estruturacado genética espacial. A genotipagem constituiu-se de 294 adultos e 810
plantulas descendentes de 27 arvores maternas originarias de uma floresta primaria
de terra-firme da Amazonia Brasileira, na FLONA Tapajos, utilizando marcadores
microssatélites desenvolvidos para a espécie. As seguintes estimativas foram obtidas
para adultos e descendentes respectivamente: heterozigosidade esperada 0,86 e 0,82;
indice de fixagdo 0,17 e 0,23, (IC 95%). A populacao adulta apresentou significativa
estruturagao genética espacial ao nivel de 300m. A estimativa da taxa de cruzamento
multiloco foi alta (0,98+0,111) e a uniloco por sua vez, foi menor (0,710+0,042) e
significativamente diferente, (IC 95%). A probabilidade de excluséo de paternidade,
atingiu poder total de 0,9998. Para 809 descendentes um provavel pai foi assinalado,
porém para apenas 19 o A score foi superior ao critico no nivel de P=95%. Foi observada
taxa de 5,4% de autofecundacgéo. A distancia de polinizagdo média dentro da populagdo
foi de 297,21 metros (P=95%). Os resultados indicam que a espécie é preferencialmente
alégama. O fluxo de podlen é eficiente, entretanto o cruzamento entre aparentados é
intenso, resultando em um coeficiente de endocruzamento significativo. A estruturagéo
genética espacial observada sugere padrao de isolamento por distancia. Estes
resultados tém fortes implicagdes em programas de manejo e conservagao genética,
coleta de sementes para a recuperagéo de areas degradadas e reflorestamentos
comerciais.

;Biéloga, doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB, CAPES
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Eng. Florestal., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
4Bic’>loga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

155



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.

A alfavaca (Ocimum gratissimum L., Lamiaceae), € um arbusto lenhoso perene
comumente utilizado na medicina popular e largamente encontrada em quintais e
jardins domésticos. Os 6leos essenciais de O. gratissimum podem ser classificados
em trés grupos quimicos: eugenol, geraniol e timol. As folhas e flores da Alfavaca s&o
utilizadas na forma de infusédo, decocgéo ou em forma de xaropes, como carminativos,
estimulantes, sudorificos, febrifugos, diuréticos, sendo recomendados nas tosses e
bronquites. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar os 3 tipos quimicos de
Ocimum gratissimum em fung¢ao da variagéo sazonal e circadiana (8h e 12h) na regido
de Brasilia, DF. Doze individuos de cada tipo quimico foram reproduzidos
vegetativamente para obten¢ao de matéria prima para extragao do 6leo essencial. As
plantas foram cultivadas no periodo entre janeiro e setembro de 2005 e a biomassa
(peso fresco e peso seco) foi avaliada. Folhas secas em estufa de ar circulante a 38°C
foram retiradas dos ramos, pesadas e armazenadas em sacos de papel. O d6leo
essencial foi extraido por hidrodestilagdo em aparelhos de Clevenger modificados.
Para avaliacdo quantitativa das amostras de Ocimum gratissium foi utilizado um
cromatografo Shimadzu GC 17A com auto-injetor AOC-20i, em coluna capilar HP-5
(25m X 0.32mm X 0.25 im). Atemperatura do forno foi de 60° a 240°C a 3°C/min, e o
hidrogénio foi o gas carreador (1.4 ml/min). Foi injetado 0,05 mL de 6leo puro no modo
split 1:100 (injetor a 250°C). Os teores de eugenol, geraniol e timol foram determinados
por comparagao com padrdes comerciais. Os acessos de O. gratissimum avaliados
apresentaram teores médios de 6leo essencial variando entre 1 a 1,6% (tipo eugenol),
2,3a2,5% (tipotimol) e 2 a 2,7% (tipo Geraniol), em relagéo ao peso seco das folhas.
Os teores maximos observados de eugenol, timol e geraniol foram de 25,4% (12h),
29.9% (8h) e 84,8% (8h), respectivamente.

1Eng. Agr., graduando, Universidade de Brasilia-UnB
Farmacéutica-Bioquimica, graduando, Universidade Paulista
4Agronomia, poés-graduanda, Universidade de Brasilia-UnB
Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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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.1, Ferreira, M.A.4, Moretzsohn, M.C.S, Ribeiro, C.S.C.s, Buso, Gs.c’

A producao brasileira de frutos do género Capsicum esta estimada em 280.000
toneladas por ano, o que destaca o pais como um grande produtor. Essa produgao
poderia ser maior, entretanto, a ocorréncia de doengas tem dificultado o cultivo de
Capsicum no Brasil afetando a qualidade dos seus frutos, entre elas destacam-se o
mosaico, causado pelo potyvirus Pepper Yellow Mosaic Virus (PepYMV) e a murcha-
de-fitéfitora, causada pelo fungo Phytophthora capsici. Atualmente, o melhoramento
genético de plantas esta utilizando ferramentas que possibilitam a obtencdo de
resultados mais rapidos e precisos, dentre elas pode-se citar os mapas genéticos,
obtidos por meio de marcadores moleculares do tipo microssatélites, os quais
apresentam expressao co-dominante, elevado polimorfismo e distribui¢cao freqiiente
ao longo do genoma eucarioto. Este trabalho objetivou o desenvolvimento de um mapa
genético para Capsicum annuum utilizando marcadores microssatélites, com avaliagdo
fenotipica para resisténcia a murcha-de-fitéfitora e ao mosaico do PepYMV. A populacao
utilizada para o mapeamento € composta de 186 individuos F2, proveniente do
cruzamento intraespecifico de cultivares contrastantes para resisténcia as referidas
doencas. De um total de 275 pares de iniciadores microssatélites originalmente
desenvolvidos, 245 foram testados, até o momento, para avaliar o polimorfismo entre
os parentais do cruzamento. Destes, 37 apresentaram polimorfismo, ou seja, foram

potencialmente Uteis para o mapeamento.

Agronomia, graduanda, Universidade de Brasilia-UnB
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106 - DESCRITORES PARA ABACAXI ORNAMENTAL (Descriptors for ornamental
pineapple)

Martins, V.A.1, Ferreira, F.R.Z, Favero, AP’

O produto interno bruto do negdcio envolvendo flores e plantas ornamentais,
no Brasil, esta estimado em US$ 1.2 bilhdes. Este mercado vem crescendo cerca de
20% ao ano no Brasil. O abacaxi vem se destacando entre as plantas tropicais utilizadas
como ornamentais, pois muitas de suas espécies apresentam, além da durabilidade,
uma beleza Unica, exdética e exuberante em suas inflorescéncias e coroas usadas em
arranjos florais. A coleta, preservagéo, caracterizagao e avaliagdo de germoplasma de
abacaxi, podem indicar genétipos que apresentem potencial para utilizagdo em
programas de melhoramento genético, ou ainda que tenham interesse imediato para
uso direto por parte dos produtores, ja que a entrada continua de novas variedades &
determinante para manter aquecido o interesse desse exigente mercado. Os bancos
de germoplasma de abacaxi até entdo mantidos pela Embrapa, visavam primordialmente
dar suporte aos programas de melhoramento para obtencao de variedades para a
producéo de fruto. Mais recentemente tem sido despertado o interesse desses materiais
para a produgéao de plantas ornamentais. Com o objetivo de caracterizar e avaliar a
variabilidade de Ananas ornamental, foram propostos 48 descritores relacionados com
as caracteristicas vegetativas e fisioldgicas da planta, inflorescéncia, fruto, coroa e
pedunculo. Estes descritores ja sdo utilizados de forma padronizada em varias
colecdes. Os resultados serao avaliados quanto a sua eficacia em caracterizar o
germoplasma disponivel, além de seu uso no desenvolvimento de descritores oficiais
brasileiros para registro e prote¢éo de variedades.

1Agronomia, graduando, Universidade de Brasilia-UnB
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107 - DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES MICROSSATELITES PARA A
ANALISE GENETICA DE FEIJAO (Development of microsatellites markers for
bean genetic analysis)

Ohsee, B.J.1, Cerque7ira,A.A.2, Junqueira, L.P.3, Lamas, N.S.4, Ferreira M.A.ﬁ, Ciampi,
A.Y. , Buso, G.S.C.

A cultura do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) vem mantendo ha muitos anos
um importante lugar na agricultura brasileira, tendo em vista, grande uso na alimentacéo,
com consumo médio de 2.950 mil t/ano ou 18 kg por habitante/ano. Sendo uma
cultura importante tanto do ponto de vista social quanto econdmico, nos ultimos 10
anos, a area cultivada tem permanecido acima de 5 milhées de hectares, produzindo
em média 2,6 milhdes de toneladas. A cultura do feijoeiro apresenta baixos niveis de
produtividade, e fatores como tipos de cultivares, baixa tecnologia de cultivo e ocorréncia
de pragas e doencas tém sido citados como limitantes ao seu adequado desempenho.
Uma proposta para aumentar a produtividade do feijao € o melhoramento genético.
Marcadores moleculares tém sido usados como ferramentas essenciais em programas
de melhoramento. Os marcadores SSRs caracterizam-se por serem codominantes,
multialélicos, baseados em PCR, abundantes e aparentemente distribuidos por todo
o genoma. Devido a riqueza de informagao genética que oferecem, séo ideais para o
mapeamento genético. Uma bateria de 275 primers SSR para feijao foi desenvolvia
anteriormente, mas somente 20% mostrou polimorfismo entre os parentais de trés
populagbes de mapeamento. Portanto, houve a necessidade de desenvolvimento
adicional, mudando-se a enzima de corte do DNA gendmico, na tentativa de pegar
regides diferentes do genoma. As etapas do desenvolvimento incluiram extracao de
DNA, construcao de biblioteca gendmica enriquecida, sele¢cao de clones positivos,
desenho e testes de primers. O DNA foi digerido com a enzima Mse | e ligado aos
adaptadores. Afase de enriquecimento é caracterizada por um complexo contendo o
DNA ligado aos adaptadores, biotina ligada a oligonucleotideos (TC) e a estreptavidina
ligada as contas magnéticas. O DNA ¢ ligado ao vetor pGMET e eth seguida é feita a
clonagem em bactérias E. coli (XL1-blue). Obteve-se 579 clones positivos que estéo
sendo seqlenciados, para posterior desenho de primers e otimizagao dos mesmos.
O enriquecimento da biblioteca para elementos TC/AG foi eficaz devido ao grande
numero de clones positivos obtidos.
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108 - DESENVOLVIMENTO E UTILIZACAO DE SISTEMAS MULTIPLEX DE
MARCADORES SSR PARA FEIJAO (Development and utilization of SSR markers
multiplex systems for bean)

Junqueira, L.I:.1, Lamas, N.§.2, Ohse, B.J.G.s, Cerqueira, A.A.4, Amaral, Z.P.S.S,
Ferreira, M.A.", Buso, G.S.C.

O feijao, Phaseolus vulgaris, constitue-se num dos alimentos basicos da
populagao brasileira e € um dos principais fornecedores de proteina, ferro e carboidratos
na dieta alimentar de estratos sociais, economicamente menos favorecidos. Contudo,
ha necessidade do desenvolvimento de métodos que acelerem a capacidade analitica
dos estudos genéticos de feijao. Seqliéncias Simples Repetidas (SSRs) séo
marcadores genéticos poderosos para uma analise gendmica detalhada. O conteudo
informativo de um loco SSR é bastante alto por se tratar de seqiiéncias de alta taxa
evolutiva. Mesmo em comparagdes de germoplasma de estreita base genética, detecta-
se um alto niumero de alelos em um loco SSR. No entanto, por se tratar de uma
reacdo PCR especifica, somente um loco é analisado de cada vez, reduzindo o contetido
informativo total. Por isso, a capacidade multiplex fica comprometida. Por outro lado,
€ possivel maximizar a capacidade multiplex da técnica desenvolvendo reagées PCR
independentes, mas separando os segmentos amplificados no mesmo gel de
eletroforese. Aimportancia do uso de formas multiplex reside, assim, no tempo para a
geracgéao de informacgéo e maior praticidade, uma vez que serao processados, mais do
que um primer em um unico gel. Para tal objetivo, deve-se ter um conhecimento prévio
da amplitude alélica e o tamanho de cada loco SSR amplificado. Esse conhecimento
€ fundamental para que durante a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida os
locos ndo se sobreponham. Outro fator limitante na utilizagdo de varios primers em
um mesmo gel seria em relagao a corrente elétrica utilizada durante a eletroforese,
que nao poderia ultrapassar 2800 Volts e 65 mAmp. Portanto, o objetivo do trabalho é
definir o nimero de loci, intervalo de aplicagdo de amostras e tempo de revelacéo do
gel. Para a formacgao de sistemas multiplex foram testados aproximadamente 100
primers SSR de feijao, que foram agrupados em conjuntos de 04 primers, de acordo
com o tamanho do loco e o tempo de aplicagéo e revelagao de cada um.
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109 - ESTUDO DA VARIABILIDADE ENTRE ESPECIES SILVESTRES E CULTIVADAS
DE Anthurium (Study of variability among wild and cultivate species of
Anthurium)

OIiveirrgl, D.S.1, Paiva, V\é.O.z, Ferreira, M.A.3, Marques, J.M.4, Campestrini,A.H.4,Amaral,
Z.P.S.", Buso, G.S.C.

Os anturios s&o de regides tropicais e subtropicais quase todos nativos da
América Central e do Sul. Pertencem a familia Araceae e ao género Anthurium, sendo
conhecidas mais de 600 espécies. O anturio comumente cultivado para flor de corte é
da espécie Anturio andraeanum Lind., originario da Colémbia, entretanto, outras
espécies tém potencial para uso de folhas cortadas ou como planta de vaso. O
agronegacio de plantas ornamentais no Brasil responde por um PIB estimado em US$
1,5 bilhdes. Promove geragao de empregos e € praticado em areas de agricultura
familiar. O Nordeste vem se destacando como grande produtor e exportador de flores
tropicais. Visando o incremento do cultivo de anturio nesta regido, espécies exoticas
e cultivadas foram coletadas em diferentes localidades. Para o melhoramento é
necessario confirmar a classificagao inicial e a distribuicdo da variabilidade genética
dos acessos. Este trabalho teve por objetivo analisar a diversidade genética de acessos
do género Anthurium do banco de germoplasma da Embrapa Agroindustria Tropical
por meio de marcadores moleculares. A analise de 145 acessos, compreendendo 8
espécies, foi feita com marcadores RAPD. Até o momento foram utilizados 21 primers
e marcadores polimérficos identificados possibilitaram observar grande variacédo na
similaridade. Em geral, houve agrupamento dos individuos de acordo com as espécies,
no entanto dois acessos classificados inicialmente como A. lindmanianum, tiveram

perfis de bandas comuns aos acessos classificados como A. affine.
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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.1, Buso, G.S.C. 2, Magalhaes, J.S.s, Torres, AC

A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.) é uma dicotiledénea, da familia
Convolvulacea. Apresenta custo de produgéo e investimentos baixos, e retorno elevado,
sendo uma das hortaligas com maior capacidade de produzir energia por unidade de
area e tempo, e a quarta mais consumida no Brasil. E uma espécie hexapldide,
apresentando auto-incompatibilidade e incompatibilidade cruzada entre cultivares,
dificultando os trabalhos de melhoramento genético. Devido ao alto grau de heterozigose,
as progénies obtidas por via sexual diferem geneticamente das linhagens parentais. E
propagada vegetativamente, o que possibilita a transmissao e acumulo de doengas de
uma geragao para outra, causando decréscimo na produgao. Aembriogénese somatica
€ um método de propagacao in vitro que tem o potencial de produzir milhdes de
propagulos a custo competitivo, e, ainda, pode ser utilizado para a transformagao
genética de plantas. Neste trabalho observou-se a variabilidade genética de 81 acessos
oriundos da embriogénese somatica de gendtipos de batata-doce, compreendendo 8
cultivares, por meio de marcadores RAPD. Até o momento, foram testados 23 primers
e destes 16 foram utilizados. A analise dos fragmentos possibilitou verificar que nao
houve variabilidade relevante entre os clones da maioria das cultivares, porém em
alguns casos encontrou-se em clones originados da mesma cultivar padrao de

amplificagéo idéntico ao de outra cultivar utilizada no processo de propagagao.
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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, AA.", Skorupa, LA Vieira, R.F.’

O bioma Cerrado possui uma flora vegetal estimada em sete mil espécies
(Mendonga et. al, 1998), sendo 0 segundo bioma brasileiro de maior diversidade vegetal,
logo apds a floresta amazdnica. Esse bioma é rico em espécies medicinais que
apresentam caracteristicas morfolégicas como raizes (xilopodios) e cascas, que
frequentemente acumulam substancias farmacologicamente ativas. O Herbario CEN
€ hoje referéncia para a conservagao de recursos genéticos e conta com um acervo de
aproximadamente 46 mil exsicatas, destacando-se entre as cole¢des, as de uso
medicinal do Cerrado. O presente trabalho representa um levantamento de herbario de
espécies com potencial medicinal na flora do cerrado coletadas por Ladislau Araujo
Skorupa e Roberto Fontes Vieira nos seguintes estados: Distrito Federal (Brasilia,
Brazléndia e Sobradinho); Goias (Dianapolis, Goias Velho, Guardianodpolis, Gurupi,
Itacajd, Itapuranga, Jatai, Mossdmedes, Niquelandia, Padre Bernardo, Pirenopdlis e
Rubiataba); Minas Gerais (Morada Nova) e Tocantins (Alvorada, Araguaina, Gurupi e
Miracema do Norte). Foi elaborada uma listagem onde constam o nome cientifico,
familia, coletor, local e utilizagdo das plantas indicadas popularmente como medicinais.
Dentre elas destacam-se: faveiro (Dimorphandra mollis Benth.), velame-branco
(Macrosiphonia velame (A.St.-Hil.) M.Arg), pé-de-perdiz (Croton antisyphiliticus Mart.)
e pacari (Lafoensia pacari St. Hil.). Foram relatadas 42 familias e mais de 70 espécies.
A divulgagéo deste acervo é importante, para que seja dado prosseguimento aos estudos
das espécies mais utilizadas e sirva de referéncia para identificagdo botanica por
parte da comunidade que faz uso destas espécies.
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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.1, Cardoso, L.D.Z, Mendes, RA’

A espécie Sinningia lineata € uma planta conhecida popularmente como “rainha-
do-abismo”, devido a sua beleza e por seu habito de crescer nas paredes de precipicios.
Possui como caracteristica principal uma estrutura de reserva chamada tubero, também
vulgarmente conhecida como batata. O tibero é uma estrutura de reserva de agua e
nutrientes. Amaioria das espécies desse género é rupicola, ou seja, cresce apoiada
ou totalmente verticalizada sobre rochas. No periodo seco, perdem as folhas e entdo
toda a energia e agua para manter o seu metabolismo sao obtidas do tubero. Esta
planta chegou a Europa oriunda do Brasil, onde seu cultivo ocorre ha pelo menos 200
anos. E uma planta por nés ainda desconhecida. Este trabalho teve como objetivo
propagar esta espécie in vitro. Foram utilizados quatro tipos de explantes: pedagos
das folhas, partes do peciolos, gemas laterais e apicais. Os explantes coletados em
casa de vegetacao foram imersos em solucdo de detergente durante 1 minuto e
enxaguados com agua esterilizada (agua destilada e autoclavada). Entéo, foram imersos
em solugéo de sacarose a 10% por um periodo de 30 minutos, apds o qual foram
enxaguados por trés vezes em agua esterilizada. A desinfestagédo se deu com aimerséo
em solugéo de hipoclorito de sodio a 2% e duas gotas de detergente, durante 15
minutos. Passado esse tempo, os explantes foram enxaguados trés vezes com agua
esterilizada, em ambiente estéril, dentro da camara de fluxo laminar. Amostras destes
explantes foram inoculadas em trés diferentes meios de cultura modificados de
Murashige & Skoog. Meio para indugéo de brotagdes, MS adicionado de fosfato diacido
de potassio (167mg/L), inositol (100mg/L), tiamina (0,4mg/L), acido nicotinico (0,4mg/
L), piridoxina (0,4mg/L), acido indol acético (2,0mg/L) e benzilaminopurina (0,08mg/
L); meio para maxima inducao de brotagbes, MS adicionado de acido naftaleno acético
(0,1mg/L), benzilaminopurina (5,4mg/L) e sulfato de adenina e meio para indugao de
gemas adventicias, MS adicionado de acido naftaleno acético (1,0mg/L),
benzilaminopurina (1,0mg/L). Apds 21 dias, foi possivel observar que os explantes de
pedacos de folhas ndo demonstraram nenhum sinal de desenvolvimento, com
escurecimento do explante. Partes de peciolos e gemas apicais mostraram-se verdes
por mais tempo, porém nao houve regeneragao de plantulas. O explante de gemas
laterais mostrou o melhor resultado na obtencgao de plantulas e o meio de maxima

inducgéo de brotagdes foi 0 mais eficiente.
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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, JEM.°

Arachis stenosperma é uma rara espécie do género com area de distribuicao
conhecida largamente disjunta. Populagdes da regido central do Brasil apresentam
cromossomos satelitados (SAT) do tipo 5, enquanto as do litoral brasileiro mostram
SAT dos tipos 3 € 5. Com o objetivo de ampliar o nimero de acessos de germoplasma
da espécie caracterizados quanto ao cromossomo SAT, realizou-se a analise
citogenética de 10 acessos de germoplasma de A. stenosperma: Jt 2, Sv 2411, V
7805-AR, V 9010, V 10309, V 12575, V 12646, V 13824, V 13844, V 14090. Todos
apresentam 2n=20 cromossomos com um par de cromossomos “A”. O acesso V
7805-AR apresentou cromossomo SAT do tipo 5, comum aos acessos de A.
stenosperma da regiao central. Entretanto, em V 10309, também originario do Mato
Grosso, observou-se SAT do tipo 3, semelhante ao que é encontrado em acessos de
germoplasma do litoral brasileiro. Coincidentemente, este € o acesso interiorano que
mais se assemelha, morfologicamente, aos do litoral. Os resultados indicam que
houve aumento da variabilidade intraespecifica, quanto ao tipo de cromossomo
satelitado, antes da ébvia disperséo de A. stenosperma pelo homem, do Brasil Central

ao Litoral Atlantico.
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114 - OCORRENCIA DE ESPECIES DE Manihot NO CERRADO (Ocurrences of
Manihot species in Brazilian Savanah areas)

Andrade, A.PA.", Mendes, R.A.’

Em trabalho realizado pelo CIAT na Colémbia, as areas de ocorréncia de cada
uma das seg¢des do género foram sobrepostas em um mesmo mapa do Brasil e
observou-se que a concentragao maior de espécies corresponde aos biomas Cerrado
e Caatinga. A maior diversidade biolégica ocorre no Brasil Central, com epicentro
localizado no Distrito Federal e regides préximas do Estado de Goias. Assim fica
definida uma area onde a ocorréncia da maioria das seg¢bes é coincidente,
estabelecendo o “quadrilatero do género Manihot” entre 15° e 35° de latitude sul e 35°
e 55° de longitude oeste. A manutengéo do germoplasma de Manihot em seu habitat
natural tem sido um desafio. Muitas populagdes desse género tém desaparecido
sistematicamente. Portanto, esforgcos de agéncias governamentais e nao-
governamentais devem ser realizados para que esse material ndo seja perdido. Para
isso, ha necessidade do conhecimento dos locais de ocorréncia das diversas
populacdes, para que estratégias de conservagéo e utilizagdo deste recurso genético
sejam estabelecidas. O trabalho de levantamento das populagdes de espécies
silvestres do género Manihot encontradas na Regido Centro-Oeste foi elaborado por
meio de consultas aos Herbarios da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
da Universidade de Brasilia (UnB), da Reserva Ecolégica da Fundagéao Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e da Universidade Federal de Goias (UFG).
As informacgdes coletadas foram concentradas nos dados de passaporte. O registro e
a atualizacdo do banco de dados foram realizados com base no programa ELCEN,
desenvolvido pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e utilizado por seu
Herbario. Os resultados obtidos mostram um total de 3.989 exsicatas do género
Manihot, das quais 2.270 estdo armazenadas no Herbario da Embrapa Cenargen, 946
no da UnB, 568 no do IBGE e 115 no da UFG, correspondendo respectivamente a 59,
24, 14 e 3% do total da amostra. O estabelecimento da base de dados com informagdes
sobre as espécies silvestres de Manihot permitira sua consulta on line para pessoas
e pesquisadores interessados, permitindo o estabelecimento de estratégias de
conservagao e o estudo de sua utilizagdo em programas de pré-melhoramento.

Apoio: PROBIO-Banco Mundial
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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.1, Ferreira, F.R.Z, Dantas, J.L.L.3, Noronha, S.E.4

O Brasil € o maior produtor mundial de mam&o, com 25% da produgao total
(FAO, 2005). Nao obstante esta pujante produgao, a cultura enfrenta sérios problemas
como a alta suscetibilidade ao Virus da Mancha Anelar (PRSV). O melhoramento
genético tradicional ndo conseguiu obter variedades comerciais tolerantes a essa
enfermidade, pois os cruzamentos com parentes silvestres resistentes, como a
Vasconcella quercifolia, produzem plantas que nao sobrevivem e ndo existem fontes
de resisténcia na espécie Carica papaya. Diante disto a Embrapa produziu o maméao
transgénico resistente ao virus, a partir da capa protéica do PRSV. Para liberar com
seguranga o mamao transgénico, sao necessarios estudos, relacionados aos impactos
alimentar e ambiental. Para dar suporte a isso foram realizadas expedi¢gdes com
objetivo de coletar e mostrar a ocorréncia e distribuicido geografica dos parentes
silvestres de mamao, Vasconcella e Jacaratia, no Sul e Centro-Oeste do Brasil. Para
isso, foi realizado levantamento dos herbarios que possuem parentes silvestres de
mamao em seus acervos. Contataram-se dezenas de pessoas envolvidas com essas
atividades, nas regides Centro-Oeste e Sul, que orientaram as duas expedi¢des para
exploragéo botanica e coleta de germoplasma; uma na regido Centro-Oeste, abrangendo
os Estados de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul; e outra na regido Sul, nos
Estados de Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana. Ao todo foram percorridos
cerca de 11000 km em 26 dias. Foi coletado germoplasma, sementes e/ou mudas de
mamao comum, de Vasconcella e Jacaratia. Na regido Centro-Oeste muitos locais
de ocorréncia constatados nos herbarios, ndo foram identificados no campo, indicando
variabilidade genética aquém daquela esperada. Foram amostradas varias populagdes
de J. spinosa e apenas duas pequenas populagdes de V. quercifolia, uma em Goias
e outra em Mato Grosso do Sul. Na regido Sul, a espécie V. quercifolia foi encontrada
em abundancia, a Unica espécie silvestre que ocorre nesta regido. O J. spinosa, foi
encontrado em apenas um local, em Santa Catarina, na forma cultivada, embora seja
abundantemente citado na literatura e nos levantamentos de herbario. A forte presséo
antrépica, devido a expansao agricola e ao extrativismo, provoca significativa eroséo
genética dessas espécies nas regides estudadas. Estas informacdes podem ser
importantes para os estudos de impacto ambiental do mamao transgénico no Brasil.

;Agronomia, graduando, Universidade de Brasilia-UnB
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116 - REVISAO CITOTAXONOMICA DE ESPECIES BRASILEIRAS DE Paspalum
(GRUPO NOTATA) A PARTIR DE MATERIAL CONSERVADO EX SITUEMBANCOS
DE GERMOPLASMA (Cytotaxonomic review of brazilian Paspalum species
(Notata group) based on genebank materials)

Cortes, A.L.A.Y, Valls, J.F.M.2 | Pefialoza, A.P.S.3, Santos, S.4

O género Paspalum é dominante nos Campos sul-brasileiros, Pantanal mato-
grossense e Cerrado. Espécies do grupo Notata, mostram ampla variagdo morfolégica
e diferentes niveis de ploidia e modos de reproducao. O grupo retne espécies dipldides
(P. pumilum, P. strigosum, P. barretoi e P. nummularium) ou hexapléides (P.
conduplicatum e P. ramboi) e outras com citotipos dipldides e tetrapléides (P. notatum,
P. maculosum, P. cromyorhizon, P. dedeccae) ou tetrapléides e octopldides (P.
ionanthum). Paspalum subciliatum engloba tripléides e tetrapléides. O citotipo regional
de P. minus é pentapldéide. A recente sinonimizacao de P. barretoi com P. minus, por
autores estrangeiros, exige revisao criteriosa da circunscricdo dessas espécies. Para
revisar os conhecimentos atuais sobre as espécies do grupo Notata e espécies afins,
nativas do Brasil, realizou-se analise citogenética de 12 acessos de germoplasma
conservados ex situ em Brasilia, DF. Os nimeros somaticos corresponderam aos
citados na literatura. Em P. minus, observou-se interessante assincronia meiotica,
com 10 cromossomos em anafase e os demais em metafase. Em P. ellipticum, espécie
incluida ou néo, por diferentes autores, em Notata, confirmou-se o nivel dipléide, mas

com cromossomos grandes, raros no género e similares aos encontrados em P. almum.

;Biologia, graduando, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB, Bolsista IC/CNPq
3Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Bolsista PQ/CNPq
Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

‘Assistente de Operagdes, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

168



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.’

Estudos genéticos sdo muito importantes, principalmente para espécies
sujeitas a forte pressao antropica e/ou com alto potencial econémico e ecoldgico.
Para prover a condugao de planos de coleta e conservagao de espécies nativas do
semi-arido com potencial farmacolégico, estudos genéticos estdo sendo feitos para
estimar a variabilidade genética entre e dentro de populagdées usando marcadores
RAPD. Para investigar a variabilidade genética de uma dessas espécies, pertencendo
a familia Bignoniaceae, quatro populac¢des de localidades distintas do semi-arido
brasileiro foram analisadas, totalizando 96 individuos. Dezenove “primers” geraram
130 marcas RAPDs. O dendrograma de similaridade mostrou a formagéo de trés
grupos: individuos de populagao A, populacao B e populagdes C e D. Dissimilaridade
de 30% foi encontrada mostrando baixa variabilidade genética nas populag¢des. O
dendrograma de populagdes mostra que estes sao divididos em dois grupos: Ae B, e
C e D. O Teste de Mantel entre as matrizes de similaridade de Jaccard e valores
cofenéticos mostrou alta correlagdo e nenhuma significancia (r = 0.864, p = 0.1672),
e entre matrizes de similaridade de Jaccard e distancia Euclidiana entre pontos do
grafico de dispersdo mostrou alta correlagao e significancia (r = 0.999, p = 0.0438).
Isto indica que o grafico 3D de dispersao é mais eficiente em mostrar a variabilidade
genética entre as populagdes amostradas. Todas as populagdes analisadas sao
geneticamente distintas umas das outras.

;Bi()loga, mestranda, Universidade de Brasilia-UnB, CNPq
Eng. Agr., doutoranda, Universidade Federal de Lavras-UFLA, CAPES
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118 —APLICAQAO 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.”, Salom&o, A.N.’, Sevilha, A.C.%, Vieira, D.’, Scariot, A.°

Amburana cearensis “amburana” e Cedrella fissilis “cedro” sao arboéreas
ameacadas de extingao pelo alto valor de suas madeiras. Embora apresentem ampla
distribuicado pela América do Sul, suas populagdes tém naturalmente baixas densidades.
No Centro — Oeste do Brasil, cedro e umburana ocorrem em manchas de solo rico que
s&o quase totalmente desflorestados por criadores de gado. Um plano de conservagéo
in situ e ex situ foi implementado para essas espécies, visando a maximizagéo da
diversidade genética. A area escolhida foi a Bacia do Rio Parana (60000 km"), com
grandes concentragdes de solos ricos derivados de rochas calcarias,
consequentemente com alta densidade potencial de cedro e umburana, e altas taxas
de desflorestamento. Foram coletadas folhas e sementes de 96 individuos de umburana
e 137 de cedro, com distancia maxima de 190 Km entre as arvores. A genotipagem foi
realizada utilizando marcadores microssatélites desenvolvidos para cada espécie. Os
adultos mostraram alta diversidade genética (0,79 amburana e 0,82 cedro) e foram
Uteis para a formagao de um banco de germoplasma. As sementes sdo conservadas
em camaras frias na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, e plantulas foram
transferidas para um estoque permanente em uma estagéo experimental da Embrapa
e em trés areas designadas para restauracao da floresta tropical decidual do Parana,
gentilmente cedidas por fazendeiros. Cedro e umburana estdo sendo extintos com
seus habitats, e somente a criagdo de reservas pode conserva-las.

Biologia, graduando, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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119 - CONSERVACAO IN SITU SOB CULTIVO DE MILHO: REINTRODUCAO E
DIVERSIDADE GENETICA ENTRE OS KRAHO (Conservation on—farm of Zeamays:
reintroduction and genetic diversity among the Kraho Indians)

Souza, G.C.1, Zarur, S.B.z, Dias, T.A.B.3, Kraho, M.’

Os Krah6 sao indios Timbira da familia linguistica Jé. Habitam 302.533 ha
de Cerrado em Goiatins e Itacaja, Tocantins. Organizam-se em complexo sistema de
metades, como as metades sazonais Wakmeye (estagéo seca) e Katameye (estacao
chuvosa). Em 1995, recuperaram poucas sementes de milho Xavante, guardadas pela
Embrapa, restabelecendo o ameacado cultivo do milho pohonpey. Em 2004, a Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia encaminhou quase 400 kg de sementes
multiplicadas pela Embrapa Milho e Sorgo, com recursos do Ministério do
Desenvolvimento Social e Combate a Fome, para ampliar a variabilidade genética do
milho entre os Krahd. A forma como as sementes foram reintroduzidas respeitou as
estratégias tradicionais de circulagao e distribuicdo de produtos agricolas nas aldeias.
Foram feitos acompanhamentos in locu da distribuicdo de sementes das variedades
RO 013, MT V Moroti, Nodzob Udzé e Nodzob Pré nas aldeias Santa Cruz, Pedra
Branca, Cachoeira e Rio Vermelho. Este trabalho apresenta os resultados obtidos em
viagem a aldeia Pedra Branca em novembro de 2004. Adotou-se como metodologia a
observacgao participante, entrevistas e o olhar e ouvir disciplinados no acompanhamento
da distribuicéo feita no patio central da aldeia e do plantio do milho em algumas rogas.
Recomendou-se o plantio com cuidados para evitar cruzamentos indesejados. Os
moradores da Pedra Branca (cerca de 310) receberam 45 kg de Nodzob Pré e 25 kg
de Nodzob Udzé. A distribuicdo entre as metades foi igualitaria: 36 kg para cada,
sendo 14 kg de Nodzob Udzé e 22 kg de Nodzob Pré para os Wakmeye, enquanto 13
kg de Nodzob Udzé e 23 kg do Nodzob Pré foram para os Katameye. Cada agricultor
recebeu 1 kg para plantar na sua roca. Os prefeitos da estacdo corrente (Katameye)
coordenaram tudo (e ndo o “cacique”) e se responsabilizaram pelos 5 Kg dos Katameye
e 2 kg dos Wakmeye destinados a roga comunitaria. Constatou-se a forma tradicional
de conservagao das sementes em cabagas, com uma mistura de cinza e pimenta
malagueta, mantendo-as viaveis de um ano para outro. Areintrodugao como estratégia
de conservagéo “in situ” sob cultivo permite além de preservar o germoplasma local e
os aspectos culturais determinantes para a identidade étnica, propiciar condi¢des
para o desenvolvimento de novo germoplasma. A agéo esta de acordo com orientagdes
de tratados internacionais, como a Convencgao da Diversidade Biolégica e o Tratado
de Recursos Fitogenéticos da FAO.

Antropologia, graduando, Universidade de Brasilia-UnB
Antropdloga, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Eng. Agr., M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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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.}

Araucaria angustifolia € uma espécie arboérea didica que ocorre no sul do
Brasil. Pela intensa exploragédo dessa espécie devido ao seu valor madeireiro, hoje
temos somente 2% da sua populagéo original. Marcadores moleculares baseados em
microssatélites sao ideais para estudos genéticos de populagdes naturais devido ao
seu elevado grau de polimorfismo, co-dominancia e multialelismo. O objetivo do estudo
foi (1) o desenvolvimento dos marcadores microssatélites para A. angustifolia, e (2)
avaliagao do nivel de diversidade genética e estrutura populacional em populagdes
naturais da espécie. Bibliotecas genémicas enriquecidas para Microssatélites foram
construidas inicialmente digerindo-se o DNA gendmico com enzima de restricdo (Mse
). Fragmentos com tamanhos entre 200 e 800 pb foram isolados, ligados a adaptadores,
enriquecidos para sequéncias (AG) e seqlienciados. Foram desenhados 50 iniciadores
e selecionados 10 para marcagéd%luorescente que permitiram detecgao alélica em
sequenciador automatico de DNA. O Ministério do Meio Ambiente designou cinco
areas de Florestas com Araucaria como prioritarias para a criagao de unidades de
conservagao. Em quatro areas, sendo duas areas localizadas no Parana e duas em
Santa Catarina, foram realizados estudos de diversidade genética e estrutura
populacional com amostragem de 344 em aproximadamente 50 mil hectares. A
estrutura e a diversidade genética das populacdes de Araucaria angustifolia foram
analisadas utilizando o programa Genetic Data Analysis - GDA, versao 1.1 (Lewis e
Zaykin, 2001) para 7 locos microssatélites. Trés locos microssatélites foram
desconsiderados por apresentarem proporgdes de homozigotos acima do esperado
pelo equilibrio de Hardy Weinberg. O resultados mostraram elevada diversidade
genética, com valores de heterozigosidade média esperada de 0,90 e média de 20
alelos por loco. Revelaram maior diversidade genética dentro das populagdes que
entre as populagdes. Os testes de significancia mostram que o indice de estruturagéo
populacional (F ) nao foi significativo entre as populacdes do Estado do Parana e

. e . st . ~
significativo entre as demais populagdes.

lEng. Agr., doutoranda, Universidade Federal de Santa Catarina-UFSC
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121 - MONITORACAO DE ACESSOS DE FUMO (Nicotiana tabacum L.)
CONSERVADOS A LONGO PRAZO NA EMBRAPA (Monitoring of tobacco
(Nicotianatabacum L.) accessions in along-term storage at Embrapa)

Mamao, L.S.1, Pereira Neto, L.G.z, Wetzel, M.M.V.S.3, Pais, v.0.*

O uso do fumo pelo homem remonta de muitos séculos, sendo que antes do
descobrimento do Brasil, 0o mesmo ja era utilizado pelos indios com a maceragao das
folhas em cachimbo. Um dos principais acontecimentos da cultura no Brasil ocorreu
em 1903 no Rio de Janeiro quando teve inicio a industrializagdo dos cigarros. A
producao de fumo continua sendo uma importante atividade agricola brasileira, sendo
93% produzido nos estados da Regido Sul. A Embrapa Recursos Genéticos
Biotecnologia, em apoio a agricultura nacional, mantém uma Colegédo de Base de
Gemoplasma Semente desde 1975, com aproximadamente 96.000 acessos
armazenados a -20°C. A Colecdo de Fumo (Nicotiana tabacum L.) é formada de 116
acessos, originadas de introducao (Carolina do Norte — EU) e de coletas, em alguns
estados dos pais, como Rio de Janeiro, Goias e Minas Gerais. O objetivo deste trabalho
foi monitorar a qualidade fisiolégica dos acessos de fumo armazenados ha 30 anos na
Colecgao de Base. Os acessos foram retirados da camara fria (-20°C) deixados para
descongelar por 24 horas. Foram retiradas sub-amostras de 100 sementes para o
teste de germinagao, conforme as Regras para Analise de Sementes-MAPA. Os
resultados obtidos no teste de germinagao demonstraram que 97% dos acessos
conservados estdo mantendo sua germinagao acima dos padrdes de conservagao

(75%), ap6s 30 anos de armazenamento.

;Estudante Nivel Médio, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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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 along-term storage at embrapa)

Coufo, C.S.", Pereira Neto, L.G., Wetzel, M.M.V.S.>, Costa, L.F.M.M." Mamao,
JB.

A bucha (Luffa cylindrica (L.) Roema) é uma planta trepadeira, pertencente a
familia das Cucurbitaceae. No Brasil, foi introduzida pelos portugueses sendo cultivada
em todas as regibes do pais. E utilizada para fins medicinais, cosmético, artesanato
e industria automotiva. AEmbrapa Recursos Genéticos Biotecnologia possui um banco
de germoplasma de sementes de bucha, com 15 acessos armazenados a longo prazo
em temperatura de -20°C, desde 1980. Devido a pouca disponibilidade de sementes,
foi realizado o processo de multiplicagéo das sementes de dois acessos, BRA-000892
e BRA-000973. O acesso BRA-000892 foi coletado em Brasilia - DF e armazenado
em dezembro de 1980. O acesso BRA-000973 foi introduzido de Vigosa - MG e
armazenado em maio de 1988. O objetivo deste trabalho foi multiplicar as sementes
de bucha dos acessos armazenados a longo prazo na Colegdo de Base de
Germoplasma da Embrapa Recursos Genéticos Biotecnologia. Os acessos,
armazenados em envelopes aluminizados e hermeticamente fechados foram retirados
da camara fria, descongelados e retiradas sub-amostras de 05 e 10 sementes,
respectivamente. As sementes foram colocadas em germinadores a 25°C. Foram
realizadas contagens aos 08 dias apds o plantio. Os dois acessos apresentaram
100% de germinagao, apds 25 e 16 anos de armazenamento. As plantulas foram
levadas para a casa de vegetacao para o seu desenvolvimento pleno e coleta de
sementes. O processo de multiplicagdo das sementes dos acessos de bucha
demonstrou ser eficiente e devera ser usado para as espécies em que nao exista
banco de germoplasma.

;Estudante Nivel Médio, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3Eng. Agr., M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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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, FN.S.", Ribeiro, V.S.", Eira, M.T.S.?, Bartholo, G.F.

A espécie Coffea arabica caracteriza-se por elevada producao e preferéncia
frente aos mercados internacionais principalmente nos tempos atuais, visto ao
crescente comércio dos cafés especiais. A cultivar Catuai, seja de frutos amarelos ou
vermelhos, € uma das principais componentes do parque cafeeiro do Pais, ao lado da
cultivar Mundo Novo e apresenta alta qualidade de bebida. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar o armazenamento de sementes de Coffea arabica de cultivares do
grupo Catuai em diferentes ambientes, visando o estabelecimento do protocolo para
conservacao do germoplasma de Coffea a longo prazo em banco de germoplasma. As
sementes foram produzidas em campos experimentais da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais — Epamig e enviadas a Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, em Brasilia — DF. Foram testadas as seguintes cultivares: Catuai
Amarelo IAC 62; Catuai Amarelo IAC 47; Catuai Vermelho IAC 144 e Catuai Vermelho
IAC 15. Logo apds o recebimento, foi determinado o grau de umidade e a qualidade
inicial das sementes através do teste de germinagéo. O grau de umidade das sementes
foi ajustado sobre solugdes salinas, de acordo com os ambientes de armazenamento.
A seguir as sementes foram embaladas hermeticamente e armazenadas nas
temperaturas +25°C, +5°C, -20°C e —196°C (nitrogénio liquido). Foram conduzidos
testes de germinacao aos 4, 8 e 12 meses de armazenamento. Os resultados
mostraram que a qualidade inicial das sementes era bastante elevada, superior a
90%, para todas as cultivares. Houve perda expressiva de viabilidade durante o periodo
de armazenamento na temperatura ambiente (+25°C) a partir do 8° més de
armazenamento, em todas as cultivares. Observou-se queda inicial da viabilidade das
sementes armazenadas sob temperatura de —20°C, sendo que o poder germinativo de
algumas sementes foi mantido durante o periodo de armazenamento. A perda viabilidade
foi mais lenta no armazenamento a +5°C do que a -20°C, resultado esperado por
serem as sementes intermediarias. A viabilidade foi mantida durante todo o periodo de
armazenamento sob temperatura de —196°C (nitrogénio liquido), sugerindo que a
criopreservagao possa ser a melhor forma de conservagao ex situ do germoplasma da
espécie.

;Estudante Nivel Médio, Bolsista do PNP&D/Café
Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Café/Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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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.1, Navia, D

Os acaros fitfagos podem assumir status de pragas em agroecossistemas.
Entre estes, destacam-se os pertencentes ao género Brevipalpus Donnadieu
(Tenuipalpidae), conhecidos como acaros planos. Os principais danos causados por
estes acaros sao indiretos, e se devem a agdo como vetores de virus do grupo
Rhabdovirus, por exemplo, aqueles causadores da leprose dos citros, um dos
problemas mais sérios da citricultura nacional, e da mancha anelar do cafeeiro, cuja
importancia vem aumentando em diversos Estados nos ultimos anos. Os acaros
Brevipalpus séo extremamente polifagos, e apresentam um grande numero de
hospedeiros entre as frutiferas e ornamentais. No Brasil, as trés principais espécies
sdo — B. phoenicis (Geijskes), B. obovatus Donnadieu e B. californicus (Banks). Ha
possibilidade de uma ou mais plantas ornamentais serem carregadoras silenciosas
do virus da leprose dos citros transmitido por Brevipalpus. A necessidade de minimizar
perdas, a alta exigéncia do mercado consumidor e as restrigbes comerciais devido as
questdes fitossanitarias fazem necessaria a ampliagao dos conhecimentos na area
de sanidade das plantas ornamentais, pois estas sdo importantes disseminadoras de
pragas. Este trabalho teve como objetivo conhecer as plantas ornamentais hospedeiras
de acaros Brevipalpus presentes no Distrito Federal, bem como observar sintomas de
doengas causadas por Rhabdovirus nas plantas hospedeiras. Foram realizadas 5
coletas entre Julho e Setembro de 2005 em 15 pontos dentro do Distrito Federal,
incluindo viveiros e jardins. Foram coletadas 85 amostras de folhas e ramos de plantas
ornamentais pertencentes a 56 espécies. Para a inspec¢ao acarolégica utilizaram-se
o0s métodos de lavagem do material vegetal em solugéo de detergente e exame direto
ao estereoscoépio (40x). Os acaros da familia Tenuipalpidae foram preservados em
l&minas de microscopia, em meio de Hoyer, e depois identificados em microscopio
Optico de contraste de fase. Foram encontrados acaros Brevipalpus sp. em 22 espécies
de plantas ornamentais no DF, incluindo 2 espécies que ainda ndo haviam sido relatadas
como hospedeiras: Alpinia purpurata e Pithecolobium averemothemum. Foram
observados sintomas de Rhabdovirus em Ligustrum sinensis e Hibiscus rosa-sinensis.

;Biologia, graduando, Faculdades Integradas da Terra de Brasilia-FTB
Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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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, GC.P' , Navia, D

Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial de café. Embora seja o lider
mundial em exportagéo do produto, apresenta uma baixa produtividade, o que decorre
de varios fatores, dentre eles os problemas fitossanitarios. A cultura do café é suscetivel
ao ataque de insetos, nematoides, patdgenos e acaros, que podem causar danos
consideraveis, prejudicando a producdo. Os acaros fitéfagos podem causar danos
diretos, devido a alimentacgéo, ou indiretos, pela transmissao de fitopatégenos. No
Brasil, entre os acaros fit6fagos associados ao cafeeiro, as espécies que tem
apresentado maior importancia sdo Oligonychus ilicis (McGregor) (Tetranychidae) e
Polyphagotarsonemus latus (Banks) (Tarsonemidae), por danos diretos; e Brevipalpus
phoenicis (Geijskes) (Tenuipalpidae), pela transmissdo de viroses. E importante
aprofundar o conhecimento sobre os acaros fitéfagos associados a cultura do café no
pais, especialmente em areas de expansdo da cultura, como no Cerrado. E igualmente
importante adotar medidas preventivas e/ou de contengéo para evitar a introdugéo de
novas espécies de acaros fitdfagos no pais, pois estes podem vir a agravar os problemas
da cultura. Este trabalho teve como objetivo identificar as espécies de acaros
Eriophyoidea associados a cultura do café no Estado de Sao Paulo; levantar os acaros
fitéfagos associados ao cafeeiro em areas de Cerrado do Distrito Federal e apontar as
espécies com potencial de invasoras na cultura do café no Brasil. Em SP, foram
realizadas coletas nos municipios de Garga e Jeriquara, de abril a junho de 2003. Em
Planaltina, DF, no més de agosto, realizou-se uma coleta em cafezal de sequeiro e
irrigado. Os métodos utilizados para a inspe¢ao acaroldégica foram lavagem e exame
direto, e os acaros detectados foram preservados em laminas de microscopia. Os
acaros fitéfagos invasores potenciais ao café foram levantados através de buscas
bibliograficas em bases de dados e consultas a catalogos. Os acaros Eriophyoidea
associados ao café em SP pertencem aos géneros Catarhinus e Phyllocoptruta. Outras
15 morfoespécies estao sendo identificadas. Entre os acaros associados ao café no
DF foram encontrados Brevipalpus sp. e tetraniquideos, os quais estdo sendo
identificados. Foram apontadas oito espécies de acaros fitéfagos — 5 Eriophyoidea, 1
Tenuipalpidae e 1 Tetranychidae — que ainda ndo ocorrem no Brasil, sendo consideradas
invasoras potenciais, as quais serao submetidas a Analise de Risco de pragas.

1Biologia, graduando, Faculdades Integradas da Terra de Brasilia-FTB
Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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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.Q.R.1, Nepomuceno, A.K.z, Castro, P.K.G.z, OIiveira,A.S.S, Silva, D.B.4,
Mendes, M.A.S.

O género Mentha com cerca de 25 espécies pertence a familia Lamiaceae e
possui grande importancia econdmica, principalmente para a produgao de mentol,
muito utilizado pela industria farmacéutica, de alimentos e de higiene. Um dos fatores
que prejudica a produgao de menta é a ocorréncia da doenga conhecida como oidio,
causada pelo fungo Erysiphe biocellata Ehrenb., fase anamaérfica Oidium. O objetivo
desse trabalho foi avaliar a colegdo de germoplasma de Mentha da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, quanto a infecgdo pelo fungo E. biocellata. Em 15/08/
2005, foram coletadas amostras de 70 acessos da colegédo de germoplasma de Mentha.
As plantas apresentavam sintomas de oidio, sendo confirmada a etiologia do fungo
através da confecgao de lamina e observacgao das estruturas do fungo sob microscépio
de luz. A doencga foi constatada em casa de vegetacdo, nao tendo tido nenhuma
interferéncia. Os sintomas e infecgdes apresentados ocorreram em condigdes naturais.
Para as avaliagdes foram coletadas 10 folhas ao acaso, de cada acesso. As folhas
foram observadas sob microscopio estereoscopio, e avaliadas quanto a area da folha
coberta com os esporos do fungo. Os acessos cuja média das 10 folhas examinadas
apresentaram-se com 0 % de infecgédo foram considerados imunes (1) ou altamente
resistentes (AR), com 0,01 a 5 % resistentes (R), com 5,01 a 25 % moderadamente
resistente (MR), com 25,1 a 50 % susceptivel (S) e acima de 50,01 % altamente
susceptivel (AS). Os resultados demonstraram, que a grande maioria dos acessos ou
seja 38 acessos da colecao de Mentha apresentaram-se AR ou | ao fungo Oidium sp..

Quatro acessos mostraram-se R; dose, MR: oito, S e oito acessos foram AS.

;Biologia, graduanda, Faculdades Integradas da Terra de Brasilia-FTB
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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.!s(.1, Piazzarollo, T.L.D.R.Z, Castro, P.K.G.s, OIiveira,A.S.4, Silva, D.B.15,
Mendes, M.A.S.

O género Mentha com cerca de 25 espécies pertence a familia Lamiaceae e
possui grande importancia econémica, devido a diversidade de compostos presentes
em seu 6leo essencial. Um dos fatores limitantes da produgéo de menta no Brasil € a
ocorréncia da ferrugem da folha, causada pelo fungo Puccinia menthae. O objetivo
deste trabalho foi avaliar 69 acessos da colegéo de germoplasma de Mentha da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, quanto a infecgéo pelo fungo P. menthae. As
plantas, cultivadas em vasos na casa de vegetagao, apresentavam sintomas de ferrugem
em condig¢des naturais, sendo confirmada a etiologia do fungo através da confecgéo
de lamina e observagao das estruturas do fungo sob microscépio de luz. Para as
avaliagbes foram coletadas 10 folhas ao acaso, de cada acesso em 10/08/2005. As
folhas foram observadas sob microscopio estereoscopio, e avaliadas quanto a area da
folha coberta com os esporos do fungo. Os acessos cuja média das 10 folhas
examinadas apresentaram-se com 0 % de infecgao foram considerados imunes (1) ou
altamente resistentes (AR), com 0,1 a 5 % resistentes (R), com 5,1 a 25 %
moderadamente resistente (MR), com 25,1 a 50 % susceptivel (S) e acima de 50,1 %
altamente susceptivel (AS). Os resultados demonstraram, que a grande maioria dos
acessos ou seja 45 acessos da colegao de Mentha apresentaram-se AR ou | a ferrugem.
Dose acessos mostraram-se R; seis, MR; sete, S; e apenas 3 acessos foram AS a
P. menthae.

;Biologia, graduanda, Universidade Catolica de Brasilia-UCB
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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.”

No Brasil, os cogumelos ndo fazem parte da dieta alimentar do povo brasileiro,
devido a falta de habito, do alto custo e da pequena disponibilidade do produto no
mercado. A utilizagéo de residuos alternativos capazes de reduzir o custo de produgéo
podera tornar este produto mais acessivel ao publico. Pleurotus ostreatus var. H1, é
conhecido vulgarmente como cogumelo Ostra, Gigante, Shimeji, Hiratake ou Caetetuba.
As cores dos corpos frutiferos variam de acordo com a linhagem ou variedade, podendo
ser brancas, amarelas, marrons, cinza, pretas ou azuis.Este cogumelo apresenta
pileo carnoso, haste curta e cilindrica e de coloragéo cinza claro a escuro. E espécie
comestivel com propriedades nutricionais e medicinais. Os produtores de substrato
para cultivo de cogumelo no Brasil sdo escassos, 0 que ocasiona pregos exorbitantes
ao produto final.O objetivo deste trabalho foi de pesquisar dentro dos substratos testados
0 mais adequado para o cultivo e 0 mais produtivo.Os ensaios foram conduzidos no
laboratdrio de cogumelo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em Brasilia
— DF, durante o periodo de marco a maio de 2005. Testou-se trés espécies Gramineas:
Braquiaria sp., Cost cross e Sorgo, na seguinte formulagéo; 78% de graminea, 20%
de farelo de arroz e 2% de gesso, adicionando 8-9 litros de agua para cada substrato,
no qual foi inoculado com o fungo e incubado no escuro a temperatura de 25-28°C
com ventilagdo. Apds 67 dias de incubacgéo o substrato colonizado pelo fungo foi
transferido para casa de vegetag&o com luminosidade moderada.O substrato contendo
Braquiaria foi 0 mais adequado para o desenvolvimento do fungo. A produgéo de
cogumelos ocorreu com apenas 5 dias apos Ter sido transferido para a casa de
vegetacao.

1Biologia, graduando, Faculdades Integradas da Terra de Brasilia-FTB
zBi()Ioga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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129 - BANCO DE DADOS DE FUNGOS EM VIDEIRA (Data base of fungi in
grapevine)

Castro, PK.G.", Melo, LAM.P?, Mendes, M.A.S°

A uva da espécie Vitis vinifera, conhecida como rubi, & de grande importancia
na produgéao de vinho do Brasil. Esse produto, atualmente, é a quarta principal frutifera
no Brasil em valor de importagédo. Sua produ¢do vem aumentando aceleradamente no
pais, cresceu 31,7 % entre 1987 e 1992, sendo também exportada. Apesar da elevada
produgao de uvas no Brasil, grandes volumes s&o importados. As pragas que nao
ocorrem no pais, mas que causam grandes prejuizos financeiros nas regides onde
estdo registradas, além de possuirem caracteristicas bioecoldgicas favoraveis para o
seu estabelecimento no territorio brasileiro, estdo incluidas ou devem fazer parte da
lista A1 de pragas quarentendrias para o Brasil. Dada a importancia econdmica da
videira para o Pais, a Unidade de Micologia do Laboratério de Quarentena Vegetal da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia iniciou, em 2004, a estruturagédo de um
banco de dados para armazenar informagdes basicas referentes aos fungos ocorrentes
em videira. Neste banco de dados, constam informacgdes relativas a géneros/espécies
de fungos relatados em videira no mundo, sinénimos, distribuicdo geografica e
referéncias bibliograficas. Atualmente estéo catalogados aproximadamente 380 fungos,
dentre os quais aproximadamente 240 s&o exoéticos tais como Armillaria luteobubalina,
Guignardia bidwellii, Phoma uvicola, Phymatotrichopsis omnivora, Physopella
ampelopsidis, Pseudopeziza tracheiphil. O banco de dados esta disponivel para
consulta via Internet no endereco eletrbnico www.cenargen.embrapa.br (na opgéo
“Seguranca Biolégica ® Unidade de Micologia ® Banco de Dados”).

WBioIogia, graduanda, Universidade Catdlica de Brasilia-UCB
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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.

Os fungos pertencem a um grupo cosmopolita apresentando grande
diversidade, variedade morfolégica, 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 caracterizagao de fungos ja
tenham sido elaborados, uma classificagéo precisa € ainda um objetivo a ser alcangado.
O uso de marcadores RAPD é utilizado como diagnéstico para a identificagdo de
isolados permitindo o entendimento das relagbes filogenéticas que existem entre as
espécies constituintes dos variados géneros de fungos uma vez que estes apresentam
potencial biotecnolégico. O objetivo do trabalho foi identificar marcadores RAPD
especificos e estabelecer uma analise filogenética entre os isolados de Aspergillus,
Penicillium e Fusarium. A extragdo 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 relagéo 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 variagdo genética ocasionando diferengas de isolados
dentro dos géneros estudados e 69,1% entre os géneros em questéo. Essa estratégia
molecular forneceu elementos complementares para a identificagdo de isolados nos
casos onde a descrigdo 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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131- COMPARAQAO DOS PERFIS DE MARCADORES MOLECULARES DE Bemisia
tabaci ENTRE ESPECIES DE ALEIRODIDEOS (Comparison of Bemisia tabaci
molecular markers patterns among Aleyrodidae species)

Queiroz, PR.", Oliveira, M.R.V.?, Lima, L.H.C.

Devido a grande importancia da mosca branca (Bemisia tabaci) como praga
no mundo, o recente aumento na densidade de suas populagdes, na diversidade de
seus hospedeiros e de infestagbes detectadas no Brasil, faz-se necessario o
conhecimento da genética dessa espécie. Assim, o estudo da variabilidade genética
das populagbdes de mosca branca, a partir do uso de técnicas baseadas em DNA,
forneceréao valiosos instrumentos para caracterizagao e desenvolvimento de marcadores
especificos para o complexo B. tabaci, gerando informagdes para o monitoramento, a
disperséo de populagdes e o controle da entrada de novos bidtipos no Brasil. Utilizando-
se a técnica de RAPD, o objetivo desse trabalho foi comparar a relagao entre o perfil
de marcadores moleculares dos biétipos de B. tabaci e entre outras espécies de
aleirodideos. A extragdo de DNA foi feita a partir de amostras pertencentes a colegéo
de aleirodideos empregando-se um protocolo previamente estabelecido seguido de
reagdes de RAPD com 10 primers. Fazendo-se a comparagéao entre os perfis de B.
tabaci com outras espécies, tais como, B. tuberculata, Aleurothrixus aepim, dentre
outros, foram identificados marcadores especificos com o emprego de poucos primers
de RAPD. A analise filogenética dos marcadores indicou dois grupos com 16 % de
similaridade em relagdo a B. tuberculata e A. aepim. O mesmo resultado foi observado
entre os bidtipos de B. tabaci, indicando que os biétipos B, A e BR apresentaram 15
% de similaridade em relagéo ao bidtipo Q. O bidtipo B apresentou 19,4 % em relagcao
aos bidtipos Ae BR. A partir dessas informacgées foram identificadas algumas bandas
de DNA que estao sendo estudadas quanto ao potencial de utilizagdo como marcador
especifico para os biétipos de B. tabaci. Essa estratégia permitira o desenvolvimento
de uma ferramenta baseada no DNA que levara a efeito a identificagdo de bidtipos

especificos de mosca branca com o intuito de prevenir a entrada de novos biétipos.

;Bi()logo, Doutorando, Universidade de Brasilia-UnB
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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, PR.", Lima, L.H.C%, Oliveira, M.R.V.

A mosca-branca (Bemisia tabaci) € uma praga cosmopolita, vetora de fitoviroses
e polifaga, incluindo espécies cultivadas e ornamentais. A diversidade genética de
suas populagdes gerou a discussédo sobre a complexidade desta espécie, que
atualmente é constituida de aproximadamente 41 biétipos. No Brasil, essa espécie
vem causando perdas consideraveis em varias culturas de grande importancia
socioecondbmica em fungdo da sua grande adaptabilidade tanto a diferentes
temperaturas e a diferentes plantas hospedeiras. A correta identificagéo desses bidtipos
é estratégica em termos de procedimentos de quarentena e de mitigacao de risco,
pois apenas dois bi6tipos do complexo B. tabaci encontram-se presente no pais. O
conhecimento da genética da espécie B. tabaci a partir do estudo da variabilidade
genética das populagdes se faz necessario, gerando dessa forma, informagdes para o
monitoramento e o controle da entrada de novos biétipos no Brasil. O objetivo desse
trabalho foi desenvolver um novo método molecular para a identificagéo de biétipos
especificos de B. tabaci. A extragdo de DNA foi feita com amostras de individuos de
ambos o0s sexos, utilizando-se um protocolo previamente estabelecido, seguido de
reacOes de RAPD. Bandas monomorficas persistentes em vérias popula¢des de B.
tabaci foram analisadas por métodos moleculares. Desenharam-se os primers
caracteristicos para os bidtipos de B. tabaci de interesse para o Brasil e a partir
dessas informacdes, bandas de DNA foram identificadas com rela¢do ao seu potencial
e sua utilizagdo como marcador especifico para os bidtipos de B. tabaci. O
procedimento foi testado em populagdes de mosca-branca e uma estratégia molecular
foi estabelecida, permitindo a identificagdo mais rapida e segura dos biétipos presentes
no pais. Essa estratégia também contribui para a elaboragéo de politicas publicas de
fortalecimento do controle fitossanitario dessa praga, protegendo conseqlientemente,

0 agronegocio brasileiro.

1Bi(’)logo, doutorando, Universidade de Brasilia-UnB
Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

191



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

Rasbello,A.R.1, Queiroz, PR, Simées, K.C.". Lima, L.H.C.%, Oliveira, M.R.V.>, Mehta,
A.

A mosca branca (Bemisia tabaci) é considerada uma das principais pragas
da agricultura, causando danos nos agroecossistemas do Brasil e do mundo, em
regides tropicais e subtropicais. Atualmente, o complexo B. tabaci é constituido de
mais de 40 bidtipos. Trata-se de uma praga vetora de fitoviroses e com um grande
numero de hospedeiros, incluindo espécies cultivadas e ornamentais. A correta
identificagdo destes bidtipos € de grande importancia para um eficiente manejo e
controle desta praga. O presente estudo teve por objetivo a analise dos biétipos B e Q
utilizando PCR-RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphysm”) e sequenciamento
daregiao ITS1rDNA, na tentativa de obter um marcador para a diferenciagao destes
bidtipos. Trés populagdes do bidtipo B foram utilizadas, sendo uma proveniente dos
Estados Unidos coletada em cultura de melao e as outras duas do Brasil coletadas
de cultura de soja e tomate, sendo a ultima cultivada em casa de vegetagéo. As trés
populagdes do bidtipo Q foram provenientes da Espanha, Nigéria e Marrocos, coletadas
das culturas de tomate, mandioca e pepino, respectivamente. Nas analises de PCR-
RFLP utilizou-se um total de 30 individuos, sendo 5 de cada um dos biétipos B e Q
das diferentes regides geograficas. Aregidao ITS1 rDNA foi amplificada e digerida com
as enzimas Aval, Ddel e Sau3A. Os resultados mostraram uma alta similaridade
entre os bidtipos B e Q. Os bidtipos B e Q da Espanha e do Marrocos apresentaram
perfis idénticos, enquanto que a maior parte dos individuos do biétipo Q da Nigéria
apresentou perfil Unico, portanto diferente dos demais. Aregido ITS1 rDNA dos individuos
representando os bidtipos e perfis obtidos foi seqlienciada e a analise das sequiéncias
demonstrou resultados semelhantes aos de PCR-RFLP. A obtencédo de marcadores
moleculares que permitam uma identificagdo rapida de bidtipos é relevante para o
controle fitossanitario, proporcionando dessa forma um monitoramento da praga e
evitando a entrada de novos bidtipos, contribuindo para fortalecer o sistema de

quarentena vegetal do pais.
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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 nematéide)

Sousaé A.I.M.1, Rodrigues Junior, A.J.G.Z, Pereira, J.C.s, Silva, H.A.N.S.4, Tenente,
R.C.V.

Sementes de Gossypium hirsutum infectadas por Aphelenchoides abyssinicus
foram submetidas ao tratamento térmico Umido e seco com o propdsito de erradicar
esse parasita, sem contudo causar danos a germinagdo dessas sementes. O
tratamento testado incluiu variagdes de temperatura e de periodo de exposigéo ao
calor. O tratamento Umido foi de 40°C por 10 minutos e seguido da variagao de 60°C
por 10 e 8 minutos. Entretanto, o tratamento seco variou de 60°C por 3 e 6 horas
seguido de 95°C por 3 horas. Portanto, o ensaio teve cinco tratamentos que incluiu a
testemunha, aplicados em duas variedades de algodéo (OGM). Cada tratamento foi
repetido quatro vezes, sendo cada repeti¢cao foi composta de 17g (aproximadamente
200 sementes). Para todos os tratamentos foram avaliados os seguintes parametros:
infestagdo de nematoides e poder germinativo (uma semana apés o tratamento). Os
resultados mostraram que as variagdes do tratamento umido obtiveram a erradicagao
dos nematdides das sementes quando comparados a testemunha, que apresentou
nematoides. Em relagéo ao tratamento térmico seco, as avaliagées dos paradmetros

ja mencionados, encontram-se em andamento, em fase de concluséo.
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135 - ERRADICACAO DE PRAGA EXOTICA EM GERMOPLASMA DE MILHETO
(Eradication of exotic pest in millet germplasm)

Ferr?ira, R.A.F.1, Piazzsarollo, T.L.D.R.z, Oliveira, A.S.3, Fonseca, J.N.L.4, Camargo,
C.P.", Mendes, M.A.S.

O milheto (Pennisetum glaucum L.) é considerado o cereal melhor adaptado
para a implantagao e recuperacao de pastagens, antecipando o inicio de pastejo,
principalmente para forrageiras como B. brizantha e B. decumbens. Sementes de
milheto procedentes dos Estados Unidos foram avaliadas quanto a sanidade no
Laboratério de Quarentena de Vegetal, da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Para deteccao de fungos foi utilizado o método de plagueamento em
papel de filtro. As sementes foram colocadas em caixas plasticas tipo “gerbox” contendo
duas folhas de papel de filiro umedecidas em solugéo de hipoclorito de sédio a 0,2 %
e incubadas em camara com fotoperiodo de 12 horas de luz NUV (“Near Ultra Violet”)
e 12 horas de escuro, durante 7-8 dias. Apos este periodo, as sementes foram
examinadas sob microscépio estereoscépio para observacao de estruturas fungicas.
As sementes examinadas estavam contaminadas com a praga exética Bipolaris
mediocris além de Alternaria alternata, Bipolaris hawaiensis, Epicoccum sp. e Fusarium
sambucinum, sendo que nenhum destes patdgenos foi relatado nesta cultura no Brasil.
Para liberacédo deste material livre destas pragas tratamentos quimicos foram realizados
nas dosagens recomendadas pelo fabricante, que apenas controlou os fungos e em
dosagens elevadas que erradicou todas as espécies fungos, embora tenha prejudicado
significativamente a germinacao das sementes. Apds o tratamento em maiores
concentragdes do principio ativo do fungicida, o germoplasma de milheto pode ser
disponibilizado para o melhorista livre das pragas detectadas.
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136 - ESTABELECIMENTO DE UMA COLECAO CRIOPRESERVADA DE Meloidogyne
SPP. (Establishment of a cryopreservated collection of Meloidogyne spp.)

Mota, F.C.1, Carneiro, R.M.D.G.z, Martins, I.3, Randig, of

A manutencgao de culturas de referéncia de microorganismos e invertebrados,
visando a estudos de identificagdo e caracterizagédo, € um dos objetivos dos projetos
da EMBRAPA - Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN). A manutencéao
de culturas puras de Meloidogyne spp. em tomateiros ou nos seus respectivos
hospedeiros para estudos de identificagédo, caracterizagéo e resisténcia genética é
tarefa trabalhosa, uma vez que requer inoculacdes e purificacdes das populacdes de
nematodides por um longo periodo de tempo. Além dessas dificuldades, repicagens
sucessivas em tomateiros podem alterar a patogenicidade de uma determinada
populagao ao seu hospedeiro original, ocasionando perda de viruléncia. Atécnica de
criopreservagao empregada no estabelecimento desta colegéo consistiu de duas etapas
iniciais, utilizando como crioprotetor o etileno glicol a 10%, a temperatura ambiente e,
a 70% a 4° C. O congelamento foi feito através da cristalizagéo induzida, ou seja,
imersao de tiras de papel contendo os juvenis de segundo estagio (J2) diretamente
em nitrogénio liquido (NL) até finalizagdo do borbulhamento. A seguir, as tiras de papel
foram colocadas em criotubos e armazenadas em botijdes de NL. Essa técnica mostrou-
se altamente eficiente em trabalhos anteriores, permitindo o congelamento e
descongelamento de varias espécies de Meloidogyne por tempo indeterminado. Dessa
maneira, foi constituida esta cole¢cdo de nematéides de galhas que conta atualmente
com 75 populagdes das seguintes espécies: M. arabicida, M. arenaria, M. crusciani,
M. ethiopica, M. exigua, M. graminicola, M. hapla, M. hispanica, M. incognita, M.
javanica, M. konaensis, M. mayaguensis, M. morociensis, M. orizae, M. paranaensis
e varios Meloidogyne spp. Embora a colegdo conte com cerca de 12.000 J2 por
populagao, ainda nao esta disponibilizada aos nematologistas.
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137 - INSPECAO E IDENTIFICACAO ENTOMOLOGICA NA ESTACAO
QUARENTENARIA DE GERMOPLASMA VEGETAL (Inspection and entomological
identification on plant germplasm quarantine station)

Gongalves, G.C.P.1, Silva, S.F.Q, Oliveira, M. RV

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia tem como uma de suas
atividades prioritarias, o intercambio de germoplasma vegetal, destinado a cole¢des
de base, a programas de melhoramento e demais projetos visando o enriquecimento
do acervo nacional de recursos genéticos vegetais e sua caracterizacao. Com o objetivo
de assegurar que este material vegetal intercambiado nao represente risco aos
sistemas produtivos e ao meio ambiente, 0 mesmo tem sido submetido a analise
fitossanitaria e quarentena de pds-entrada na Estacao Quarentenaria de Germoplasma
Vegetal (EQGV). A Portaria N° 11 de 15 de fevereiro de 2002 credencia a Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia como Estagdo Quarentenaria nivel |, para os
procedimentos legais exigidos para a introdugao de material propagativo no pais. A
maior parte do intercambio de germoplasma vegetal do Laboratério de Quarentena
Vegetal é feito por meio de sementes, mas também de mudas, estacas, rizomas,
bulbos, tubérculos e material in vitro. A Entomologia, no ano de 2004, inspecionou
aproximadamente 18.612 acessos de importagao, exportagéo e transito interno de
germoplasma vegetal. Neste periodo, os materiais recebidos com maior freqtiéncia
foram: sementes de milho, soja, trigo, melédo e arroz. Os métodos utilizados para a
inspecao entomoldgica foram: exame direto e peneiramento do material vegetal. Foram
identificados insetos pertencentes a 3 ordens: Coleoptera, Lepidoptera, Pscoptera,
pertencentes a seis familias: Cucujidae, Curculionidae, Dermestidae, Gelechiidae,
Liposcelidae, Pyralidae, 5 géneros: Cryptolestes, Sitophilus, Liposcelis, Sitotroga,
Palpita e 5 espécies: Cryptolestes ferrugineus ,Sitophilus oryzae, Liposcelis corrodens,
Sitotroga cerealella e Palpita unionalis; sendo esta Ultima uma espécie exdtica para o
Brasil. Devido a diversidade de insetos detectados no germoplasma vegetal
intercambiado e os danos que estes podem causar a agricultura nacional, ressaltam-
se a importancia da aplicagdo de medidas quarentenarias para evitar a introdugao/
dispersao de espécies e/ou bidtipos destes organismos juntamente com o germoplasma
vegetal de interesse, fortalecendo diretamente o Sistema de Quarentena Vegetal no

Brasil e contribuindo para o desenvolvimento econdémico e agricola do pais.
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138 - INTERCEPTACAO DE FUNGOS DE EXPRESSAO QUARENTENARIA EM Olea
europaea PROCEDENTES DE ISRAEL (Interceptation of fungi quarantine
expression in Olea europaea from Israel)

Nemeuceno, A.K.1, Psiazzarolo, T.IB.D.R.Z, Castro, F;.K.G.1, Oliveira, AéS.S, Mendes,
A.P., Mendes, M.A.S.", Urben, A.F.", Camargo, C.P., Fonseca, J.N.L.

Mudas de oliveira (Olea europaea L.) procedentes de Israel foram analisadas
pelo Laboratério de Quarentena Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia com o objetivo de identificar e interceptar os fungos exéticos associados
ao material introduzido. Foram utilizados os métodos de exame direto sob microscopio
estereoscopio, camara umida e plagueamento em meio de cultura BDA. As placas
foram incubadas a temperatura de 28°C, sob luz fluorescente continua, por 7 a 8 dias.
Os fungos identificados e interceptados foram Phyllosticta panizzei Petri e Cercospora
cladosporioides Sacc., exéticos para o pais, além de Cycloconium oleaginum Cast.
de ocorréncia restrita em Minas Gerais. Foi realizado o tratamento quimico semanal,
podas drasticas e avaliagdes sanitarias periddicas, ou seja, o acompanhamento
sanitario continuo até a erradicagao destes patdgenos. Ainternalizagéo deste valioso

material € de grande importancia para o cultivo de oliveiras no Brasil.
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139 - INTERCEPTACAO DE Palpitaunionalis (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."

No continente europeu, a cultura da oliveira desempenha um papel de grande
expressao econdmica, especialmente nos paises do mediterraneo. No Brasil ndo ha
plantio em escala comercial de oliveira, por isso o consumo dos derivados dessa
cultura no pais é praticamente todo importado. Segundo dados da Companhia Nacional
de Abastecimento (CONAB), em 2004, o Brasil importou 49.331 toneladas de azeitona,
totalizando US$ 48,420 mil, e 23.654 toneladas de azeite de oliva, num total de US$
82,403 mil. Entretanto, a produgao de oliveira, em niveis mundiais, pode ser prejudicada
pela presenga de pragas que causam sérios prejuizos a esta cultura e podem ser
dispersas pelo mundo por meio do comércio de plantas, tornando assim, necessaria
a utilizagao de medidas preventivas nos paises importadores. Um dos objetivos do
Laboratério de Entomologia - Estagdo Quarentenaria Vegetal Nivel |, da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia € detectar a presenca ou auséncia de insetos no
germoplasma intercambiado. Na primeira quinzena de outubro do ano de 2004, quarenta
acessos de mudas importadas de oliveira, Olea europaea, proveniente da regido
mediterranea, foram inspecionadas no Laboratério de Entomologia. Durante a inspegéo
do germoplasma, em meio as mudas de oliveira foram encontradas lagartas vivas e
estas entao foram colocadas em vidros com os dados relativos ao material no qual o
inseto foi detectado. Apds a inspegéo do material vegetal, o mesmo foi encaminhado
para o tratamento quarentenario de modo a erradicar as possiveis formas vivas
presentes no germoplasma. As lagartas empuparam e transformaram-se em micro-
mariposas, constatou-se assim, que pertenciam a Ordem Lepidoptera, Familia
Pyralidae, identificando a espécie exotica Palpita unionalis, uma espécie polifaga que
ataca as espécies de Jasminum sp., Ligustrum sp., Fraxinus sp., Phyllirea media L.,
bem como a oliveira, Olea europaea L., danificando a folhagem dessas plantas. Os
insetos detectados, em sua maioria, podem ser nocivos ao material vegetal e se
introduzidos no pais, vir a causar sérios problemas em culturas de expressao
econdmica. Portanto enfatiza-se a importancia de medidas quarentenarias para prevenir
a introducao de espécies ou bidtipos de insetos juntamente com o germoplasma
vegetal de interesse agricola. Atualmente, varias pragas podem colocar em risco o
agronegocio brasileiro, entre elas pragas associadas a planta hospedeira Olea

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

L.)

Reis, M.T.", Gongalves G.C.P.”, Miranda L.C. *, Navia, D.’

O cultivo de oliveiras (Olea europaea L.) (Oleaceae), denominado olicultura,
tem sido realizado visando a produgéo dos frutos (azeitonas) e/ou a extragao do azeite
de oliva. Atualmente existem mais de um bilhdo de arvores plantadas em 39 paises ao
redor do mundo, produzindo cerca de 15 milhdes de toneladas por ano. Aolicultura no
Brasil € ainda incipiente, atualmente no pais, ndo ha nenhum plantio em escala comercial
de oliveiras e, todos os produtos da oliveira consumidos no Brasil tém sido importados
de outros paises. Estdo sendo desenvolvidos alguns projetos para o desenvolvimento
da olicultura no pais, nas regides que apresentam potencial para o cultivo,
especialmente nos Estados do Sul. Entretanto, sua producao pode ser prejudicada
pela introdugéo de pragas que podem causar sérios prejuizos a esta cultura, as quais
podem ser disseminadas pelo mundo através do comércio internacional de material
de propagagéao vegetativa. No periodo de setembro de 2004 a julho de 2005, foram
realizadas, através da Embrapa CENARGEN a inspec¢ao acarolégica do material de
propagacao vegetativa de oliveiras, utilizando-se o0 método de exame direto e lavagem.
Durante a inspecgao acaroldgica foram detectados e interceptados acaros fitéfagos
pertencentes a espécie Oxycenus maxwelli (Keifer, 1939) (Eriophyidae), a qual € a
espécie tipo do género Oxycenus Keifer. Estes acaros apresentam alta especificidade
hospedeira e, até o momento, foram relatados infestando apenas a oliveira. Sua
presenca nao é relatada no Brasil nem em outros paises da América do Sul, sendo
considerada uma espécie exética invasora potencial no Brasil, assim como as outras
espécies de acaros eriofildeos associados a oliveira. Ressalta-se a importancia da
adogao de medidas preventivas para evitar a introducao destes 4caros, que podem vir
a prejudicar a expanséo da olicultura no pais. E extremamente importante realizar
analises fitossanitarias detalhadas e quarentena de pds-entrada de todo material de
propagacao vegetativa de oliveiras que venha a ser introduzido no pais.
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141 - NEMATOIDES DETECTADOS EM MATERIAL DE INTERCAMBIO E SUA
ERRADICACAO (Detected nematodes in exchanged material and their
eradication technique)

Silva, E.G.1, Sousa, A.I.M.z, Prates, M.S, Tenente, R.C.V.4

Com finalidade de impedir a introducao de pragas exéticas no Brasil através
de germoplasma importado, a Estagéo Quarentenaria de nivel 1, da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN) realiza analises fitossanitarias. Ainda, foram
realizadas as analises de material vegetal exportado. Dentro deste contexto, encontram-
se as analises para deteccao de nematdides parasitas de plantas. Apds diversos
procedimentos de extracdo de nematdides foram detectados a presenca destes
parasitas em diferentes acessos de germoplasma, durante o decorrer desse ano de
2005 (periodo janeiro a setembro). 140 processos foram abertos neste periodo e os
materiais procedentes de diversos paises, mostraram nos resultados das analises, a
contaminacao referente a 18 processos, totalizando 1328 acessos infectados. Entre
esses materiais destacam-se: algodao, arroz, batata, cereja, maga, milho, soja, tomate,
trigo e videira. Para os exportados foram: Brachiaria spp. € Neoregelia. Os nematoéides
encontrados foram: Aphelenchoides sp. (algodao, arroz, Brachiaria spp. e
tomate);Aphelenchoides abyssinicus, (algoddo, maga, milho e soja); Aphelenchoides
besseyi, (arroz e Brachiaria spp.); Aphelenchoides blastophthorus, (trigo);
Aphelenchoides coffeae, (arroz); Aphelenchus sp., (algodao); Belonolaimus sp. (cereja);
Ditylenchus acutus, (batata); Ditylenchus emus, (Brachiaria spp.); Ditylenchus sp.
(Brachiaria spp., Neoregelia, trigo e videira); Ektaphelenchoides sp., (algodao e tomate);
Tylenchocriconema alleni, (Neoregelia); Tylenchus sp.(cereja). Foram aplicados aos
acessos contaminados com nematdéides exéticos, tratamentos térmicos (seco ou
umido), possibilitando a erradicagdo dos fitonematoides e conseqiientemente a
liberagédo desses materiais aos usuarios do programa de melhoramento da EMBRAPA.
Com essas medidas fitossanitarias, a Estagdo Quarentenaria do Cenargen EMBRAPA
vem colaborando ativamente para decrescer o risco de introdugéo de novas espécies

de fitonematdides no Brasil.
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142 - PATOGENICIDADE DE Meloidogyne javanica EM Pffafia glomerata E Pffafia
paniculata (Pathogenicity of Meloidogyne javanica on Pffafia glomerata and Pffafia
paniculata)

Cirotto, P.A.S.', Mesquita, L.F.G.", Aimeida, M.R.A.%, Carneiro, R.M.D.G.”

Mais conhecidas como “Ginseng Brasileiro”, Pffafia glomerata e Pffafia
paniculata sdo plantas com propriedades medicinais, tdnicas e anti-cancerigenas,
respectivamente. Recentemente detectadas no Distrito Federal, causando sérios danos
ao sistema radicular dessas plantas, onde estdo armazenados os principios ativos
medicinais, Meloidogyne javanica, M. incognita e Meloidogyne sp. foram caracterizadas
e purificadas através do polimorfismo de esterases. Essas espécies sempre ocorreram
em populagdes mistas em condi¢gées de campo, com predominéncia de M. javanica.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a patogenicidade de M. javanica a P. glomerata e
P. paniculata. Plantas de dois meses de idade de cada espécies receberam inéculo
com aproximadamente 30.000 ovos do nematodide e plantas ndo inoculadas serviram
como testemunha. Apds um periodo de 8 meses em telado, as raizes foram coletadas,
lavadas, pesadas e coradas com floxina B para a visualizagéo e avaliagdo do numero
de massas de ovos e galhas. Posteriormente, ovos foram extraidos e quantificados
em lamina de Peters e calculado o fator de reprodugdo (FR). Os resultados evidenciaram
alta suscetibilidade de P. glomerata (FR= 7,97) e P. paniculata (FR=10,0). As duas
espécies apresentaram reacoes diferentes ao patdégenos. As raizes de P. paniculata
apresentaram um grande numero de galhas, enquanto as de P. paniculata mostraram-
se engrossadas e necrosadas. Quanto ao desenvolvimento da parte aérea, pode-se
observar que as duas espécies foram tolerantes ao ataque do nematoside, ou seja, ndo
ocorreu redugao de tamanho, ou mesmo sintomas de meloidoginose nas plantas
infectadas quando comparada com as testemunhas. Outra diferenca foi quanto a
variagéo do peso fresco das raizes. Plantas de P. glomerata infectadas apresentaram
o peso do sistema radicular inferior ao da testemunha, enquanto para P. paniculata,
esse valor foi superior. Mais estudos sao necessarios no sentido de quantificar os
principios ativos das duas plantas, parasitadas ou ndo, para mostrar os danos
secundarios causados pelos nematodides ao sistema radicular.
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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., SiIvaL,S.F.S, Queiroz, P7.R.4, Hiragi, C.0.", Simdes,
K.C.C., Monnerat, R.G., Lima, L.H.C. , Oliveira, M.R.V.

O momento atual passa por mudancgas profundas de paradigma quanto ao
desenvolvimento sustentavel da agricultura, seguranga dos alimentos e alimentar e na
comercializagdo e trocas comerciais de produtos agropecuarios. Medidas
quarentenarias desempenham papéis importantes contribuindo para barrar a entrada
de organismos exéticos contribuindo de forma preponderante para sustentabilidade
ambiental e do agronegdcio brasileiro. Agrotis segetum € uma praga de expresséo
quarentenaria para o Brasil. Ela compde a “Colegao bioldgica de referéncia de insetos
exoticos” da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O perfil molecular para
essa praga foi determinado por meio de RAP-PCR. O protocolo molecular otimizado
devera ser aplicado quando da suspeita ou interceptagéo da praga no pais, contribuindo
para a concretizagao de agdes quarentenarias e no estabelecimento e desenvolvimento
de um banco de marcadores moleculares baseados em RAPD para insetos exéticos.
Atécnica de RAPD-PCR (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) se baseia na
amplificagdo do DNA gerando simplicidade e rapidez a baixos custos ao mesmo tempo
em que facilita a identificacdo de uma praga quarentenaria.
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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, §.F.1, Vilarinho, K7.R.2, Almeida,7D.C.3, Queiroz, P7.R.4, Hiragi, C.0.", Simées,
K.C.C., Monnerat, R.G., Lima, L.H.C. , Oliveira, M.R.V.

Os acordos internacionais que tratam da protecdo de plantas e do
estabelecimento de medidas fitossanitarias visam ao mesmo tempo, fortalecer a
negociagdo de commodities e ainda proteger a fauna e a flora nativas de cada pais.
Para o cumprimento desses acordos, as medidas quarentenarias desempenham papéis
importantes contribuindo para barrar a entrada de organismos exéticos. Chilo partellus
€ uma praga de expressao quarentenaria para o Brasil. Ela compde a “Colegao bioldgica
de referéncia de insetos exoéticos” da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
O perfil molecular para essa praga foi determinado por meio de RAPD-PCR. O protocolo
molecular foi otimizado e devera ser aplicado quando da suspeita ou interceptacao da
praga no pais, contribuindo para a concretizagdo de agdes quarentenarias e no
estabelecimento e desenvolvimento de um banco de marcadores moleculares baseados
em RAPD para insetos exoticos. A técnica de RAPD-PCR (Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso) se baseia na amplificagdo do DNA gerando simplicidade e
rapidez a baixos custos ao mesmo tempo em que facilita a identificagdo de uma

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

Simaes, K.C.C.', Hiragi, C.0.°, Queiroz, PR Vilarinho, K.R. Silva, S.F.’ Almeida,
D.C., Monnerat, R.G.', Lima, L.H.C. , Oliveira, M.R.V.

A entrada de espécies exoéticas em areas do sistema produtivo pode onerar
os custos de produgéo agricola e ainda dificultar o acesso a novos mercados. Cydia
pomonella é uma praga de expressao quarentenaria A2 para o Brasil e foi introduzida
no final da década de 1920 ou meados da década de 1940. E uma praga de expressao
econdmica significativa para a fruticultura temperada do pais. Ela compde a “Colegéo
biolégica de referéncia de insetos exdéticos” da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. O perfil molecular para essa praga foi determinado por meio de RAPD-
PCR (Polimorfismo de DNAAmplificado ao Acaso). Atécnica de RAPD-PCR se baseia
na amplificacdo do DNA gerando simplicidade e rapidez a baixos custos ao mesmo
tempo em que facilita a identificagdo de uma praga quarentenaria. O protocolo molecular
otimizado devera ser aplicado quando da suspeita da disperséo da praga no pais ou
outras populagdes forem introduzidas ou interceptadas em pontos de entrada, permitindo
uma identificagdo segura e agdes rapidas de quarentena e a elaboragéo de politicas
publicas para pragas quarentenarias ou interceptagdo da praga no pais. Esse
diagnéstico contribuira também para a concretizagdo de agdes quarentenarias e no
estabelecimento e desenvolvimento de um banco de marcadores moleculares baseados
em RAPD para insetos exéticos ou de expressao econdmica para o agronegocio
brasileiro.
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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.0.", Queiroz, PR Vilarinho, K.R., Silva, s.;:.“, Simées, K.C.C.°, Almeida,
D.C., Monnerat, R.G., Lima, L.H.C. , Oliveira, M.R.V.

Uma das consequéncias da globalizagdo da economia é a dispersao de
espécies invasoras exoticas. Medidas quarentenarias desempenham papéis importantes
contribuindo para barrar a entrada de espécies exoticas. Helicoverpa armigera € uma
praga de expressao quarentenaria para o Brasil. Ela compde a “Cole¢ao biolégica de
referéncia de insetos exoticos” da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O
perfil molecular para essa praga foi determinado por meio de RAP-PCR. O protocolo
molecular otimizado devera ser aplicado quando da suspeita ou interceptacao da praga
no pais, contribuindo para a concretizagdo de ag¢des quarentenarias € no
estabelecimento e desenvolvimento de um banco de marcadores moleculares baseados
em RAPD para insetos exéticos. A técnica de RAPD-PCR (Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso) se baseia na amplificagdo do DNA gerando simplicidade e
rapidez a baixos custos ao mesmo tempo em que facilita a identificagdo de uma
praga quarentenaria.
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147 - PERFIL MOLECULAR OBTIDO POR RAPD-PCR PARA AS PRAGAS DE
EXPRESSAO ECONOMICA, Grapholitamolesta E QUARENTENARIA, Grapholita
prunivora, PARA O BRASIL (RAPD-PCR fingerprinting of the pests of economic,
Grapholita molesta and quarantine, Grapholita prunivora, importance to Brazil)

Vilarinho, KR., Silva,7S.F.2, Queiroz, PR.’, Simdes, K7.C.C.4, Hiragi, C.0.", Aimeida,
D.C., Monnerat, R.G. , Lima, L.H.C. , Oliveira, M.R.V.

O aumento na demanda de frutas no comércio internacional vem contribuindo
de forma preponderante para o aumento das exportagdes brasileiras, gerando empregos
na area rural. Entretanto, uma das consequiéncias da globalizagdo da economia € a
dispersao de espécies invasoras exoticas. Medidas quarentenarias desempenham
papéis importantes contribuindo para barrar a entrada dessas espécies. Grapholita
molesta e G. prunivora, sdo pragas de expressao econémica e quarentenaria para o
Brasil, respectivamente. Elas comp&em a “Colecao bioldgica de referéncia de insetos
exoticos” da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O perfil molecular para
essas pragas foi determinado por meio de RAP-PCR. O protocolo molecular otimizado
devera ser aplicado quando da suspeita ou interceptagao da praga quarentenaria no
pais, contribuindo para a concretizacao de a¢des quarentenarias e no estabelecimento
e desenvolvimento de um banco de marcadores moleculares baseados em RAPD
para insetos exoticos. Atécnica de RAPD-PCR (Polimorfismo de DNA Amplificado ao
Acaso) se baseia na amplificacdo do DNA gerando simplicidade e rapidez a baixos

custos ao mesmo tempo em que facilita a identificacdo de uma praga quarentendria.
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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
guarantine pest to Brazil, Hyphantria cunea (Drury, 1773) (Lepidoptera, Arctiidae
Arctiinae)]

Queiroz, PR.", Silva, §.F.2, Vilarinho, K.R.”, Hiragi, c.g.“, Simées, K.C.C.", Aimeida,
D.C., Monnerat, R.G. , Lima, L.H.C. , Oliveira, M.R.V.

O movimento de pessoas, bens de consumo e dos meios de transporte vem
favorecendo a dispersao e conseqliientemente, a globalizagédo de pragas. A introdugao
e o estabelecimento dessas pragas resultam em perdas para os ecossistemas natural
e agricola, favorecendo impactos econdmicos, ambientais e sociais. Medidas
quarentenarias desempenham papéis importantes contribuindo para barrar a entrada
de organismos exoticos. Hyphantria cunea € uma praga de expressao quarentenaria
para o Brasil. Ela compde a “Colec¢éo bioldgica de referéncia de insetos exoticos” da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O perfil molecular para essa praga foi
determinado por meio de RAP-PCR. O protocolo molecular otimizado devera ser
aplicado quando da suspeita ou interceptagao da praga no pais, contribuindo para a
concretizagao de agdes quarentenarias e no estabelecimento e desenvolvimento de
um banco de marcadores moleculares baseados em RAPD para insetos exoticos. A
técnica de RAPD-PCR (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso) se baseia na
amplificagdo do DNA gerando simplicidade e rapidez a baixos custos ao mesmo tempo

em que facilita a identificacdo de uma praga quarentenaria.
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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.1, Rissoli, V.R.V.z, Tenente, R.C.V.3

O Agronegécio no Brasil corresponde a um importante fator econémico de
producgéao de divisas. As pesquisas envolvidas nesta area contribuem para o avango da
agricultura nacional, além de constituir item expressivo na economia, seja em sua
produgao ou nos recursos financeiros e de suporte. Dentro desse contexto destaca-
se a Nematologia, area de conhecimento que compreende as pesquisas relacionadas
aos nematoides, parasitas que se nutrem de organismos vivos. Os parasitas que
atacam as plantas sao fitonematoéides e se alimentam dentro dos tecidos vegetais de
raizes ou partes aéreas. Seu estudo é relevante para agricultura, sendo realizado em
centros de pesquisa, como o Laboratério de Nematologia (LN) da Embrapa.
Pesquisadores apontam prejuizos de milhares de dolares causados por fitonematoéides
em varias culturas, sendo reconhecida sua importancia econémica pelo seu potencial
de destruicdo. Consciente dos ricos relacionados e da quantidade de publicagdes
sobre eles, o LN iniciou em 1981, o levantamento bibliografico das ocorréncias de
nematodides no pais, resultando na publicagdo do 1° livro Bibliografia Brasileira de
Nematodides, atualizado e armazenado num gerenciador de arquivos em 1997,
correspondente a 2° revisdo dessas ocorréncias. Em 2001, o LN tornou-se parceiro da
Universidade Catdlica de Brasilia e transferiram estes dados para o banco de dados
coorporativo da Embrapa. Em 2002 fez o levantamento da localizagao geografica da
ocorréncia de nematodides no pais, fornecendo acesso via Internet a todos estes dados
por meio de paginas web dindmicas elaboradas em HTML e ASP. Em 2004 fez o
sistema de informacgao de manipulagdo destes dados e neste ano esta implementando
o sistema que manipula os dados das referencias bibliograficas, que foi desenvolvido
em ferramenta de 42 geragéo e fornece ambiente grafico intuitivo para o acesso facil
de usuarios que nao dominam a informatica. Assim, por meio deste novo sistema,
iniciou-se a rapida atualizagao das referéncias bibliograficas de 2004 e 2005 que possui
1760 culturas, 382 nematoides e 998 trabalhos cientificos, proporcionando uma
ferramenta mais agil, segura e atual.
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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.AM.P.’, Tenente, R.C.V."

Nematdides parasitas de plantas tém importancia econémica muito expressiva
aum pais. Se ndo prevenido, pode causar prejuizos consideraveis na produgao final
de diversas culturas. No Brasil, por sua grande extenséao, é de extrema importancia
que pesquisas sobre ocorréncia de nematdides sejam desenvolvidas, o que tem sido
feito desde o ano de 1887, quando Goeldi publicou o primeiro relato sobre Meloidogyne
no Brasil. Com a infinidade de trabalhos publicados desde entao, surgiu a necessidade
dos diversos profissionais, direta e indiretamente envolvidos na area, de terem acesso
a estas referéncias para o desenvolvimento de novos trabalhos e pesquisas. Contudo,
desde 1981, o Laboratério de Nematologia da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia iniciou um levantamento de dados de nematdides ocorrentes no Brasil,
sendo que em 2001, foi projetado e implementado um sistema computacional no
armazenamento desses resultados, em um banco de dados. Esta base de dados foi
organizada de modo a registrar as informagdes obtidas nas referéncias bibliograficas,
indicando os nematodides relatados, a planta hospedeira e a ocorréncia por Unidade
Federativa. Outros relatos de trabalhos em nematologia foram armazenados sobre
todos os registros de trabalhos brasileiros publicados nas diversas fontes bibliograficas,
trazendo as citagdes na integra, abordando o nematodide, a planta e assunto do trabalho.
A partir de 2004, este banco de dados foi disponibilizado na rede mundial de
computadores (Internet) por meio do site http://www.cenargen.embrapa.br, na area de
Seguranga Biolégica/Nematologia. Neste foi desenvolvido um sistema de busca, onde
as consultas permitem ao usuario listar os resultados da busca, tais como: distribuicao
de nematdides no pais, correlacionado a planta hospedeira e a referéncia bibliografica
pertinente. Desde entdo, o banco vem sendo revisado e acrescido de publicagbes
mais recentes, bem como ajustes pequenos nas citagdes ja incluidas e disponibilizadas.
O banco conta hoje com cerca de 450 nematoéides levantados em aproximadamente
300 referéncias bibliograficas. Este trabalho é continuo e em breve tera o acréscimo
das referéncias de 2005.
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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.I.1, Rissoli, V.R.V.z, Tenente, R.C.V.B, Cares, JE*

Para minimizar os riscos de entrada de pragas no pais, estdo sendo
desenvolvidos trabalhos de deteccao e reconhecimento dessas pragas. Laboratério
de Quarentena Vegetal, vem trabalhando para disponibilizar germoplasma livre de
nematoides, bem como evitar a disseminagao, durante o processo de intercambio de
material genético para os programas de melhoramento no Brasil. Nos ultimos anos
verificou-se a necessidade de estabelecer o manuseio seguro na importagdo e
exportacao, além do armazenamento e manipulagéo eficazes de todos os resultados
oriundos das analises fitossanitarias. Neste contexto, desenvolveu-se uma aplicagéo
computacional para manusear eficientemente uma base de dados relacional que
armazenaria todos os dados obtidos das analises. Efetivou-se a criagdo de um sistema
computacional coerente com as necessidades da Nematologia, denominado Sistema
de informagdes de Germoplasma (SIG). O SIG armazena informacdes referentes a
cada material introduzido, como: ano da introdu¢do; numero do processo; pais de
origem; instituicbes doadoras e destinatarias; numero de acessos analisados, com
ou sem contaminag¢ao; nome dos nematdides detectados e outros. Esta base de
dados contém informagdes referentes a 1981 a junho de 2005, onde aproximadamente
383 mil acessos passaram pelo processo de analises, sendo quase 90% (338.441)
de importagéo e o restante de exportagéo (45.181) de germoplasma vegetal. Dos
acessos examinados, 18.605 apresentaram-se contaminados por fitonematéides,
perfazendo um total de 5%, uma taxa muito alta para nematoéides transmitidos por
sementes. Considerando o volume de acessos e as informagdes referentes a estes, o
uso do SIG permitiu a rapida interagdo com os dados deste periodo, contribuindo de
modo acurado e agil, na busca dos principais materiais contaminados e os importantes
nematodides a estes associados. Por meio deste sistema pode-se ainda localizar
germoplasma contaminado de exportagéo, possibilitando informagdes importantes
para notificagdo da primeira ocorréncia da praga no Brasil. Uma das conclusdes deste
trabalho é dar preferéncias a importagcédo de germoplasma de paises que apresentam
o menor risco de pragas, notificadas no SIG. O continuo aperfeicoamento do SIG é de
vital interesse e importancia aos trabalhos relacionados ao Agronegdcio Brasileiro,
além da alta relevancia do custo beneficio propiciado por essas analises em material
vegetal de importagéo e exportagao.
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152 - SUBSIDIOS AO PROCESSO DE ELABORACAO DE PLANO DE
CONTINGENCIA: Trogoderma granarium (Subsidies to contingency planning
elaboration proccess: Trogodermagranarium)

Vilarinho, K.R.", Silva, S.F.%, Oliveira, M.R.V.}

O aumento do intercambio comercial e do turismo no Brasil representa um
desafio para a protecdo dos sistemas agricolas e ambientais como também das
atividades do agronegécio. Variagdes climaticas que vao de tropicais e subtropicais e
a diversidade de plantas hospedeiras fornecem a pragas indesejaveis um ambiente
adequado. Essas pragas sao também chamadas de espécies invasoras exoéticas ou
pragas quarentenarias. Para protegao da entrada de organismos n&o desejaveis, 0os
paises membros da Convengéo Internacional de Protecao dos Vegetais e a Aplicacao
do Acordo de Medidas Sanitarias e Fitossanitarias da Organizacdo Mundial do
Comércio devem considerar em suas politicas fitossanitarias os seguintes aspectos:
justificativa técnica, transparéncia, impacto minimo, analise de risco de pragas, entre
outras acgoes. Nesse cenario, o plano de contingéncia é uma ferramenta importante
nas atividades de protecéo de plantas, especialmente, se ha um risco iminente da
entrada de pragas exoticas e a identificagao clara de uma via-de-ingresso. Ele deve
considerar a analise de risco de pragas como guia para a caracterizagao da praga,
objeto de estudo, com potencial de introdugéo e estabelecimento em um ambiente.
Trogoderma granarium, € uma praga de impacto econémico de produtos animais e
vegetais, especialmente, trigo, cevada, milho, arroz, farinha e aveia. Ele & também
uma praga quarentenaria para o Brasil. Sua presenga na América do Sul, o aumento
do comércio internacional entre paises onde a ocorréncia do inseto e a capacidade de
sobrevivéncia do mesmo em temperaturas acima de 200 C, representa uma ameaca
para as atividades do agronegdcio brasileiro. Um plano de contingéncia para essa
praga foi elaborado para subsidiar as autoridades oficiais para a tomada de decisao,

dada a dificuldade de erradicacao e contencao das populacdes do inseto.
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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, R.M.D.G.

Os nematdides de galhas, do género Meloidogyne, incluem-se entre as
principais pragas para as culturas agricolas no Brasil e no mundo. Recentemente,
marcadores especificos do tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)
foram desenvolvidos para as trés espécies mais disseminadas: M. javanica (jav-A01-
F/R), M. arenaria (are-A12-F/R) e M. incognita (inc-B06-F/R) (Ziljstra et al, 2000). O
objetivo do trabalho foi testar a especificidade desses marcadores com diferentes
espécies de Meloidogyne do Brasil e América Central, seguindo as condigbes de
reagao descritas no citado artigo para cada primer e em reagéo de multiplex-PCR.
Foram utilizadas 21 populac¢des: M. arabicida (1), M. arenaria (5), M. cruciani (2), M.
exigua (1), M. ethiopica (2), M. incognita (4), M. javanica (3), M. paranaensis (3) e 7
populagbes de Meloidogyne spp., ainda n&o identificadas. Em condigdes de reagao
previamente descritas para cada marcador SCAR, o par de primers jav-A01-F/R
amplificou um fragmento de 670pb para as populagdes pertencentes a espécie M.
javanica, sendo que nenhuma amplificagdo foi observada nas demais espécies
testadas. Os primers are-A12-F/R amplificaram um fragmento de 420pb nas populagées
de M. arenaria, M. cruciani e uma populagao de Meloidogyne sp. Os primers inc-B06-
F/R amplificaram um fragmento de 1200pb nas popula¢des de M. incognita, M. cruciani
e trés populagdes de Meloidogyne sp. Em condi¢gées de multiplex-PCR, a melhor
temperatura de anelamento para todos os primers foi de 62°C, sendo mantidas as
demais condigdes de reagdo. Da mesma maneira, foram obtidos os mesmos resultados
de amplificagdo observados anteriormente. Os resultados obtidos mostraram a néo
especificidade dos primers are-A12-F/R de M. arenaria e inc-B06-F/R de M. incognita.
Os primers jav-A01-F/R apresentaram especificidade para M. javanica, de acordo com
as espécies utilizadas neste estudo. Avaliagdo desse marcador SCAR deve ser
realizada com um maior niumero de populagées de M. javanica e de outras espécies
de Meloidogyne, a fim de validar seu uso na identificacao dessa espécie.
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