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APRESENTACAO

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia iniciou, em 1996, a
realizagdo do evento “Encontro do Talento Estudantil”, destinado ao
congracamento e valorizagdo da atividade estudantil, através da exposicao
dos resultados de pesquisa realizados por estagiarios, bolsistas e estudantes
de graduacéo e poés-graduacao, sob a orientagdo dos pesquisadores e
técnicos deste Centro. No primeiro Encontro, foram apresentados 29
trabalhos, e, desde esse Primeiro Encontro, o interesse na participagao
tem sido crescente, principalmente entre os estudantes de iniciagéo cientifica,
tendo sido apresentados ja em 1999 mais de 100 trabalhos.

Os Anais dos dez primeiros Encontros foram organizados em uma
coletanea, que foi editada e publicada em CD, que se encontra disponivel
para consulta e impressdo em www.cenargen.embrapa.br/publica/
trabalhos/coletanea10anostalentoestudantil.pdf. e foi oficialmente langado
durante o XI Encontro do Talento Estudantil, realizado de 6 a 8 de
dezembro de 2006.

Contando com o apoio e estimulo dos pesquisadores orientadores no ano
de 2006 ocorreu o0 maior incremento relativo do nimero de inscrigdes
tendo sido apresentados 185 trabalhos, dos quais 113 (61%) foram
elaborados por estudantes de iniciagao cientifica e 72 (39%) por
estudantes graduados, sendo 9 (4,9%) de graduados, 38 (20,6%) de
mestrandos e 25 (13,5%) de doutorandos.

Os Encontros do Talento Estudantil sdo organizados por uma
comissdo que estabelece os procedimentos e regras para realizagdo de
cada evento. Os estudantes fazem suas inscricdes acompanhadas dos
resumos dos trabalhos, que sao avaliados e selecionados por um comité
formado por pesquisadores da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Ja a apresentacdo do conteudo pelo estudante, durante o Encontro
propriamente dito, € avaliada por uma comissao julgadora, formada por
pesquisadores de outras unidades da Embrapa e instituicées de pesquisa,
bem como de professores de universidades e faculdades do Distrito Federal.
Os estudantes que demonstram melhor desempenho recebem uma
premiacéao a titulo de incentivo.

E através da participacdo nesses eventos que o estudante pode
complementar as suas atividades cientificas, que tiveram inicio com a
integracdo ao grupo de trabalho e orientacao do seu desenvolvimento tedrico-
pratico em pesquisa. Por outro lado, a presenga de estudantes vinculados
aos grupos de pesquisa possibilita 0 aumento da capacidade de producéo
cientifica do Centro.

E importante mencionar que a partir da 102 edicdo, uma inovagao foi
a presenga na comissao julgadora de profissionais que ja tinham participado,
enquanto estudantes, como apresentadores de trabalhos no Talento
Estudantil, o que demonstra que os eventos cumprem bem o seu papel de
auxiliar e estimular a formacéao de recursos humanos.



Parabenizamos e agradecemos a todos que participaram da
organizacdo do evento, da selegdo 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 e instalagdes para exposi¢gao dos pdsteres, bem como a
Fundagéo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAP-DF), ao Centro
Universitario de Brasilia — UniCEUB, as Faculdades Integradas da Terra de
Brasilia— FTB e a Uni&o Pioneira de Integragéo Social - Faculdades Integradas
— UPIS, pelo patrocinio e apoio, que possibilitaram a realizacdo deste
Encontro.

Enfatizamos a grande contribuicdo que todos estéo prestando ao
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico e a formagao de profissionais nas
importantes areas de Recursos Genéticos, Biotecnologia, Controle Bioldgico
e Seguranca Bioldgica, bem como assinalamos a expectativa de que a
Embrapa venha a realizar eventos como esse em todas as suas Unidades e
a nivel regional ou mesmo nacional, motivando ainda mais a participacéo e
integragcao da comunidade técnico-cientifica com a académica.

JOSE MANUEL CABRAL DE S. DIAS
Chefe Geral da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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001 - ANALISE DOS CROMOSSOMOS DE ACESSOS DE Brachiaria
brizantha (POACEAE) APOS TRATAMENTO COM FLUOROFOROS E FISH
(Chromosomes analysis of Brachiaria brizantha (Poaceae) accessions
after fluophores and FISH treatment)

Almeida, L.M.", Nielen, S.2, Carneiro, V.T.3, Aradjo, A.C.G.®

Muitas espécies do género Brachiaria apresentam apomixia, modo
assexual de reprodugao e sexualidade. A apomixia esta associada a
poliploidia e a sexualidade, a diploidia. Na cole¢do de B. brizantha foi
identificado apenas um acesso dipléide sexual e os demais 274 poliploides
apomiticos. A citogenética pode auxiliar na identificagdo de marcadores
cariomorfolégicos que distingam plantas apomiticas e sexuais, na
determinagdo da posi¢cdo de genes, no estabelecimento da origem de
poliploides e de relagdes filogenéticas. Este trabalho apresenta analises da
estrutura cromossémica de B. brizantha BRA-002747, acesso diploide
sexual e de BRA-000591, acesso tetraploide apomitico, através de tratamento
com fluoréforos e hibridizagéo in situ por fluorescéncia (FISH).Laminas
contendo cromossomos metafasicos foram selecionadas e coradas com
DAPI, CMA, ou submetidas a FISH com sonda 18S-25S e 5S de DNAr de
trigo. Regides heterocromaticas nos telémeros dos acessos foram
evidenciadas com DAPI enquanto com CMA,, nenhuma regido especifica foi
detectada. Sondas de DNAr 58S hibridizaram com um par de cromossomos
do acesso dipldide e com trés pares do acesso tetrapldide. Neste acesso,
dois sinais de hibridizagéo foram evidenciados com a sonda 18S-25S, sendo
um em regido de satélite e outro em regido telomérica de outro par de
cromossomos. Com esta sonda foi também evidenciado um sitio no par de
satélites de BRA-002747. A auséncia de bandas apds tratamento com
fluoréforos sugere que regides de heterocromatina C sdo pequenas ou que
nao foram devidamente expostas. O nimero de sitios de hibridizagdo nos
acessos corrobora a hipotese de origem alopolipldide de BRA-000591. A
detecgdo de sitios 18S-25S em satélites dos dois acessos sugere que
possa ter havido conservagao de regides do genoma durante processos de
hibridizacao e tetraploidizagdo. A extensdo do uso destas técnicas para
acessos e outras espécies do género contribuirdo para maior compreensao
da organizagao do genoma de plantas sexuais e apomiticas e futuramente,
auxiliara na localizagéo de caracteristicas especificas no genoma.

Apoio: CNPg/ CBAB.

'Biologia, graduando, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
2Biologo, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3Biologa, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

43



002 - CARACTERIZAGCAO DOS EFEITOS HISTOLOGICOS DA INFECCAO DE
Meloidogyne incognita EM GENOTIPOS SUSCETIVEIS E RESISTENTES DE Coffea
arabica (Characterization of histological effects of Meloidogyne incognita
infection in resistant and susceptible Coffea arabica genotypes)

Barros, E.V.S.A.", Costa, P.M.2, Gomes, A.C.M.M.3, Falcao, R.4, Ribeiro, V.S.%, Eira,
M.T.S.8, Pereira, A.A.7, Nicole, M.8, Fernandez, D.8, Grossi-de-Sa, M.F.?, Carneiro,
R.M.D.GS*

A infecgdo por nematodides-da-galha é responsavel por muitas perdas
em areas de plantagdo de café infestadas. Coffea arabica é a espécie mais
cultivada e a mais suscetivel aos nematdides. Foram estudados cortes
histolégicos de dois gendtipos de cafeeiro resistentes (Paraiso - MGH 419-2 e
UFV 408-28) e um suscetivel (Catuai vermelho — IAC 15) em relagéo ao
desenvolvimento do M. incognita. Os fendtipos resistentes foram previamente
testados para M. exigua e M. incognita. Neste trabalho,foi apresentada resposta
da planta no nivel histolégico com uma popula¢do altamente patogénica de M.
incognita raga 1. Durante um periodo de cinco dias, observou-se a penetracéo,
migracao e estabelecimento de sitios de alimentacdo correspondentes aos
estadios precoces do ciclo de vida do parasita. As secg¢des de raizes infectadas
foram analisadas por microscopia éptica sob luz UV de forma a detectar a
autofluorescéncia relacionada a presenga de compostos aromaticos. A
acumulagdo de compostos fendlicos foi registrada nas proximidades dos
nematdides em fase de penetragdo da epiderme das raizes de plantas
resistentes. Nematdides em migragdo também foram observados no cortex e
sistema vascular das plantas resistentes, cercados de células necroéticas. Nao
foi observada necrose ou autofluorescéncia nas raizes suscetivel, enquanto
que a presenga de nematoides e iniciagao de sitios de alimentagéo foi registrada
nas mesmas. As por¢cdes de raizes infectadas foram coradas com azul de
toluidina, revelando a presenga dos nematoides e estrutura do tecido vegetal
adjacente. A formagdo de células gigantes nao foi observada nos estadios
prematuros da infecgdo em um dos gendtipos resistentes, enquanto que no
outro houve a formagéo inicial de sitios de alimentacdo. Na planta suscetivel,
no mesmo periodo de tempo poés-infecgdo, foram observadas células altamente
vacuolizadas e com citoplasma denso. Os resultados indicaram que o
mecanismo de resisténcia envolveu resposta hipersensitiva, bloqueando assim
o desenvolvimento de M. incognita nos acessos resistentes. A confirmagao das
respostas histoldégicas dos genétipos contrastantes sera utilizada para a
construcdo de bibliotecas de ESTs em diferentes fases da infec¢do por M.
incognita.

Apoio: EMBRAPA e Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do
Cafe.
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003 - CARACTERIZACAO HISTOLOGICA DA RESISTENCIA DE Pfaffia
glomerata A Meloidogyne incognita (Histological characterization of
Pfaffia glomerataresistance to Meloidogyne incognita)

Gomes, A.C.M.M.", Carneiro, R.M.D.G.2, Capdeville, G.2, Mattos, J.K.A.2

O ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata), planta medicinal
utilizada ha séculos pelos indios brasileiros, tem seu principio ativo
concentrado no extrato das raizes, que apresenta propriedades terapéuticas
no tratamento de diabetes, hemorrdidas, além de ser, bioenergético, ténico,
afrodisiaco e antidiarréico. Aresisténcia e suscetibilidade de acessos de P.
glomerata a Meloidogyne incognita raga 1, recentemente estudada e
detectada, permitiu a investigagdo do mecanismo de resisténcia com o
objetivo de caracterizar histologicamente a resposta dessa planta em dois
acessos: resistente (UFV, Vicosa/MG) e suscetivel (Farmacotécnica, Vargem
Bonita/DF). As plantas obtidas por mini estaquia foram inoculadas aos 72
dias com 20.000 juvenis de segundo estadio(J2) de M. incognita e avaliadas
aos 4,10, 20, 28, 34, 39 e 41 dias apos a inoculagao, utilizando-se a técnica
modificada (Gomes, A.C.M.M, 2005), descrita por Pegard, A. et al., 1995
(Phytopathology 95:158-165). Nas plantas suscetiveis foi observado grande
nuamero de J2 migrando (4dias). Aos 19 dias foram observados J3/J4 junto
as células gigantes bem formadas, localizadas proximas ao cilindro vascular.
Enquanto aos 28 dias fémeas adultas foram observadas em ovoposigéo. No
acesso UFV aresisténcia esteve associada primeiramente a um mecanismo
nao identificado que limitou a penetracdo dos nematoides nas raizes.
Posteriormente, ocorreu uma resposta pds-infectiva bioquimica que incluiu
as vezes uma resposta de hipersensibilidade, aparentemente bloqueando o
desenvolvimento de alguns juvenis. Outras vezes ocorreu uma tardia formagéo
de células gigantes, menores e em menor numero, muitas vezes mal
formadas associadas a nematoéides J3/J4 (34-41 dias), que se apresentavam
autofluorescentes, indicando degeneragao citoplasmatica, devido a presenga
de compostos fendlicos em seu interior; ndo sendo observada, no entanto,
aformacao de fémeas adultas.
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004 - CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DOS OVULOS DE Leandra australis (CHAM.)
[Morphological characterization of Leandra australis (Cham.) ovules]

Melo, T.", Falcdo, R.2, Goldemberg, R.%, Dusi, D.M.A.*

A familia Melastomataceae é composta por cerca de 4.200-4.500
espécies, espalhadas pelas regides tropicais do planeta, com diversos
representantes no Brasil. Uma caracteristica marcante dessa familia é o
grande numero de espécies que apresentam a apomixia como forma de
reproducdo. Apomixia € um fendmeno no qual uma planta produz embriées
e sementes sem haver fusdo de gametas e formagao de zigoto. A apomixia
ainda pode se apresentar na forma de embrionia adventicia, quando o embrido
¢é formado de uma célula do nucelo ou tegumento do évulo ou como apomixia
gametofitica onde o embrido advém de uma célula do saco embrionario nao
reduzido que nao é um produto da meiose. Dentre as varias espécies que
compdem essa familia destacamos Leandra australis que é nativa do Brasil
e vem tendo suas propriedades farmacolégicas estudadas nos ultimos
tempos. Tal espécie é considerada apomitica apresentando, mais
especificamente a embrionia adventicia. Este trabalho tem como objetivo
analisar o desenvolvimento de évulos de Leandra australis visando assim
contribuir para o melhor entendimento de seu modo de reproducado. Ovulos
foram analisados em quatro fases de desenvolvimento ao longo do
amadurecimento da flor até a formagao de sementes (fase 5), por métodos
de diafanizagao e seccgao. Flores e frutos foram coletados e armazenados
em FAA, seus 6vulos e sementes foram extraidos com bisturi e colocados
em etanol 70% e em seguida desidratados em série crescente de etanol
(80, 90, 95 e 100%). Metade do material foi tratada por diafanizagdo com
xilol e salicitato de metila e a outra incluida em Paraplast ou resina SPURR
e os ovulos seccionados em micrétomo, com secg¢des de 7lm e 1um,
respectivamente. Os évulos diafanizados foram observados em microscopios
de luz AXIOPHOT sob Contraste de Interferéncia Diferencial (DIC), as secgbes
coradas com azul de toluidina ou safranina e fastgreen, observadas em
microscopios de luz sob campo claro. Nas fases iniciais do desenvolvimento
das flores foram encontrados sacos embrionarios binucleados e
tetranucleados. Em estagios posteriores foram observados sacos
embrionarios celularizados.
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005 - DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA ESTUDOS
MORFOLOGICOS DE FUNGOS CULTIVADOS EM MEIO LIQUIDO POR
MEIO DE MICROSCOPIA DE VARREDURA (Development of a
methodology for morphology studies of fungi cultivated in liquid
culture media using scanning electron microscopy)

Fernandes, L.S., Estrela, A.B.2, Cesca, M.S .3, Menézes, J.E .4, Inglis, P.W.5,
Capdeville, G.°

Um dos desafios que muitos microscopistas que atuam na area da
fitopatologia enfrentam é o estudo morfoldgico e reprodutivo de fungos
cultivados em meio liquido. Portanto, desafios como os surgidos no estudo
da conidiogénese de fungos crescidos em meio de cultura liquido demandam,
muitas vezes, o uso da imaginacéo para se propor protocolos alternativos
aos preconizados na literatura pertinente (Bozzola and Russell, 1999; Hayat,
2000). O presente trabalho teve por objetivo desenvolver uma metodologia
eficiente para estudar aspectos da morfologia e conidiogénese de fungos
cultivados em meio de cultura liquido. Para tanto, foram preparados meios
de culturas em erlenmeyers de 250 ml contendo um dos seguintes tipos de
tecido: crepon, crepe, TNT, vual, papel de filtro, papel celofane e cortica para
funcionarem como suporte para o micélio fungico de forma a facilitar sua
retirada do meio e garantir que esporos ainda estivessem aderidos as suas
células conidiogénicas. Os frascos contendo as amostras foram incubados
em camara BOD a 25 °C e, em diferentes tempos ap6s a incubagao (0, 24,
48, 72 e 96 horas), foram retiradas amostras para processamento e analise
com microscopia eletrénica de varredura. Os resultados indicaram que dentre
os tecidos utilizados como suporte, os mais eficientes e que retiveram maior
quantidade e qualidade de micélio foram o crepe, o TNT, a cortica, o vual, e
o papel de filtro, respectivamente. O papel celofane e o crepon, por ser
muito liso, ndo reteve o micélio fungico. Metodologias desta natureza sédo
muito Uteis para o desenvolvimento de estudos de sistematica de fungos,
de controle bioldgico, entre outros. Diferentes materiais estdo sendo testados
para avaliar sua utilidade comparativamente aos testados neste trabalho.
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006 - DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA DE REGENERACAO IN VITRO
DE EUCALIPTO (Eucalyptus grandis) (Development of an in vitro
regeneration system of Eucalyptus grandis)

Araujo, G.F.P.", Abreu, E.F.M.2, Aragédo, F.J.L.2

A cultura do eucalipto vem se expandindo em muitas regides do
mundo, por ser considerada de grande importancia econdmica, devido a
sua alta capacidade de produgéo de fibra de celulose, e por possuir algumas
substancias que sao utilizadas como matéria prima em muitas industrias.
As técnicas de transformagéo genética, que consiste basicamente na
introducao controlada de genes no genoma de uma célula, combinadas as
técnicas de regeneracao de plantas transgénicas a partir de células e tecidos
transformados, podem contribuir significativamente para a introdugéo de
genes com caracteristicas de interesse agronémico que permitam melhorias
na qualidade da madeira, resisténcia a determinadas pragas e herbicidas,
contribuindo assim, para os programas de melhoramento genético e
conseqliente aumento da produtividade da cultura. O presente trabalho tem
o0 objetivo de estabelecer um protocolo de regeneragéo in vitro e transformagéo
genética de E. grandis. Para realizacao do presente trabalho, sementes de
um clone de E. grandis foram devidamente esterilizadas com hipoclorito de
sodio 1% e etanol 70%, lavadas com agua autoclavada e inoculadas em
meio de germinacgao constituido de sais e vitaminas MS suplementado com
3% de sacarose. Os nos das plantulas germinadas, foram posteriormente
inoculados em meio de micropropagacgéo contendo sais e vitaminas MS
suplementado com 3% de sacarose, 0,3 mg/L de BAP e 0,01 mg/L de ANA.
Os explantes foram sub-cultivados a cada vinte dias por dois meses,
observando-se em 100% dos nés inoculados uma alta freqiiéncia de
multibrotagdo. Os nods, internds e folhas originadas de brotos
micropropagados foram usados como explantes para a regeneragao de plantas
por organogénese. A regeneragdo obtida apresentou eficiéncia de
aproximadamente 30%. Os resultados obtidos servirdo de base para o
desenvolvimento de um protocolo de transformagéo genética de eucalipto.
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007 - EMBRIOGENESE SOMATICA DE PLANTAS DE Gossypium hirsutum
E TRANSFORMAGAO DE CALOS EMBRIOGENICOS VIA Agrobacterium
(Somatic embriogénese of plants Gossypium hirsutum and
transformation of calos embriogenics by Agrobacterium)

Bodens, F.W.P.", Muchagata, 1.S.2, Evangelista, 1.B.R.?, Paes, N.S.4,
Teixeira, J.B.%, Grossi-de-Sa, M.F.®

O algodao transgénico € uma alternativa no manejo integrado de pragas
que visa contribuir para a redugéo dos custos dos produtores, diminuindo o
uso de defensivos agricolas. O algodao transgénico também visa aumentar
a eficiéncia do controle de pragas de habito endofitico, principalmente quanto
a contengao do bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis). O objetivo desse
trabalho € obter plantas transgénicas adaptadas as necessidades brasileiras
utilizando as técnicas de cultura de tecido ja estabelecidas em paises como
india e USA. Utilizando procedimentos descritos na literatura, foram obtidos
embrides somaticos que regeneraram plantas completas da variedade Coker
312, comprovando assim a viabilidade da técnica para as nossas condi¢des
laboratoriais. A metodologia basica utilizada foi descrita por Kumria et al.
(2003), consistindo na utilizagado de pedagos de hipocétilos como explantes
para producao de calos induzidos por 0,1 mg/L de 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) e 0,5 mg/L de cinetina (CIN) em meio MS contendo 3% de maltose.
Os calos produziram embrides no estagio globular quando foram transferidos
para meio MS sem hormdnios, suplementado com alta concentragéo de
KNO,. Foi utilizado meio 1/5 MS com 1% de maltose sob papel de filtro para
multiplicagdo do material contendo embrides globulares. O desenvolvimento
e a maturacao dos embrides foi realizado sobre papel de filtro colocado em
meio MS contendo 1% de maltose. As placas de Petri de ambas as etapas,
multiplicagdo e maturagao, foram seladas com fita Micropore. A germinagao
foi concluida em meio MS contendo 0,05 mg/L de acido giberélico por uma
semana, e posteriormente em meio MS basico. O tempo necessario para
duracdo do protocolo de regeneragédo é de oito meses. Foi constatada
embriogénese secundaria em embrido anormal que resultou em embrides
normais. Setores embriogénicos estdo sendo transformados via
Agrobacterium LBA 4404 contendo os genes cry e vip de acordo com
Leelavathi et al. (2004). O co-cultivo é realizado em meio YMB liquido quando
acultura atinge a fase de crescimento A, = 0,3 a 0,4 em agitag&o vigorosa
por 20 minutos e posteriormente em meio MS basico sdlido por 36h no
escuro. Apés o co-cultivo, o material foi transferido para meio MS com papel
de fltro contendo 3% de maltose, 50 mg/L de Canamicina e 500 mg/L de
Cefotaxima.

'Biologia, graduando, Universidade Catodlica de Brasilia-UCB
2Bidlogo, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

SEng. Agr., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
“Bidloga, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
SEng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
éBiologa, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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008 - ESTUDOS ESTRUTURAIS DE SEGMENTOS BASAIS, CALOS
EMBRIOGENICOS E SUSPENSAO CELULAR VISANDO A
TRANSFORMACAO GENETICA DE Brachiaria brizantha (A. RICH.) STAPF
(POACEAE) (Structural studies of basal segments, embryogenic calli
and cell culture aiming Brachiaria brizantha (A. Rich.) Stapf (Poaceae)
genetic transformation)

Lacerda, A.L.M.", Carneiro, V.T.C, Dusi, D.M.A.3, Gomes, A.C.M.M.#, Falcao,
R.4, Cabral, GB.5

Brachiaria apresenta plantas de modo de reprodugédo sexual e
apomitico. Na apomixia ocorre clonagem natural por sementes. A
transformacao genética pode gerar novas variedades com caracteristicas
de interesse ao programa de melhoramento. O objetivo deste trabalho foi
avaliar diferentes explantes como segmentos basais, calos embriogénicos
e células em suspenséo para transformacgéo via biobalistica. Plantas de B.
brizantha apomitica cv. Marandu e do acesso sexual, foram cultivadas in
vitro e selecionadas para excisao dos segmentos basais (base estolonifera).
Estes foram divididos em trés partes: basal, mediano e apical, e cultivados
em meio de micropropagacéao, coletados em diferentes periodos e
processados para microscopia de luz e eletrénica de varredura. Calos
embriogénicos e células em suspensao obtidos de sementes maduras de
cv. Marandu foram bombardeados, e apds ensaio histoquimico para o gene
gus, processados para microscopia de luz e varredura. Nos acessos
analisados observaram-se mais gemas do que primérdios nos segmentos
basais e medianos apds quatorze dias de cultura na presencga de citocininas,
indicando proliferagdo de gemas adventicias; nos segmentos apicais s6
foram observados feixes vasculares nas secgdes. Como no dia zero foi
observada a presenca de gemas e primoérdios nos segmentos basais e
medianos pode-se inferir que nessa regidao encontram-se meristemas
adventicios pré-formados. Nas secgbes e varredura verificou-se que os
meristemas das gemas s&o inacessiveis ao processo de transformagao
genética. Seccdes de embrides somaticos regenerados de calos
embriogénicos bombardeados mostraram que a expressao do gene gus
estava presente apenas nas folhas mais externas sugerindo a obtengao de
quimeras. No caso de células em suspensao foram observados embrides
somaticos sem formacao do escutelo, de forma mais sincronizada, além do
teste histoquimico para o gene gus ter mostrado expressao, indicando a
viabilidade deste sistema.

Apoio: EMBRAPA, CNPg e CBAB-MCT.
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009 - IMAGENS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA COMO UMA NOVA
FERRAMENTA PARA O ESTUDO INTEGRADO DE GENOMICA E
PROTEOMICA DO CAFE (Imaging-mass spectrometry as an innovative
tool for integrated genomic and proteomic studies in coffee)

Barbosa, E.A.", Silva, L.P.2, Vinecky, F.?, Andrade, A.C.#4, Bloch Jr., C.2

Com a conclusao do projeto Genoma Café, esta disponivel para
pesquisa um banco de dados contendo uma parcela significativa dos genes
expressos em café (transcriptoma). Apds a construgdo do Unigene do Café,
mais de 30 mil seqiéncias protéicas distintas, codificadas pelos cDNAs
seqlienciados sdo conhecidas e podem ser pesquisadas nesta base de
dados. A obtengdo de imagens moleculares por espectrometria de massa
(MALDI imaging) criou uma nova perspectiva para detec¢gdo de moléculas
em secgbes de tecidos e vem sendo utilizada com sucesso para o
mapeamento de peptideos e proteinas. Com a Base de Dados do Genoma
Café, torna-se possivel a identificacdo das proteinas detectadas, a partir da
busca de sequéncias protéicas que correspondam aos peptideos ftripticos
detectados por espectrometria de massa. Dessa forma, estudos da
expressao de proteinas assim como as suas localizagbes espaciais nos
diferentes tecidos podem facilitar a identificagdo de moléculas chave dos
diferentes processos fisiologicos do café, a partir de analises integradas de
gendmica e protedmica. Neste estudo, foi demonstrado o mapeamento de
ions durante varios estagios de desenvolvimento do fruto do café. Embrides
e endospermas de C. arabica foram coletados e congelados em nitrogénio
liquido. Depois deste procedimento, cada tecido foi imediatamente colocado
em matriz (acido alfa-ciano-4-hydroxicindmico). Depois de 20 minutos, e
deixados secar a temperatura ambiente por 10 minutos, fixados em placa
por meio de fita adesiva dupla face, e submetidos a analise em espectrometro
de massa. A obtengéo dos ions foi feita utilizando um UltraFlex Il TOF/TOF
operando em modo positivo. Os passos de varredura automatica foram
controlados por meio do software Flexlmaging. A superficie de cada amostra
foi rastreada em passos de 100 um. Espectros foram obtidos a partir de 50
disparos de laser em cada posigdo do mapa global, consistindo 3000-6000
posi¢cdes. O mapeamento dos componentes moleculares da superficie das
amostras foi em uma faixa entre m/z 4000 a 15000. Apesar da presenga de
varios componentes moleculares exibindo distribuicdo similar durante os
diferentes estagios de desenvolvimento, outros componentes parecem ser
expressos apenas em fases especificas. A caracterizagdo desses ions e a
sua possivel co-localizagao espacial, podem ser usadas como pontos de
partida para o direcionamento de estudos funcionais com vistas a elucidagao
de vias metabdlicas importantes durante o desenvolvimento dos frutos de
café.

Apoio: CBP&D-Café e FINEP.
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010 - PADRAO DE EXPRESSAO ESPACIAL DE SEQUENCIAS DE cDNA
EM OVARIOS DE Brachiaria brizantha SEXUAL E APOMITICA (Spatial
expression pattern of cDNA sequences in ovaries of sexual and
apomictic Brachiaria brizantha)

Alves, E.R.", Carneiro, V.T.C.2, Gomes, A.C.M.M.3, Dusi, D.M.A#

Apomixia € um modo de reprodugdo assexual em plantas. Brachiaria
brizantha contem plantas sexuais e apomiticas com saco embrionario (SE)
aposporico. Nesse trabalho foram caracterizadas sete seqiiéncias de cDNA
especificas de ovarios de plantas apomiticas (clones 7, 10, 18, 20, 29, 30,
34), por hibridizagao in situ, durante o desenvolvimento de ovarios de B.
brizantha sexual e apomitica. Pistilos foram fixados, desidratados e incluidos.
Sondas de RNA, senso e anti-senso, foram sintetizadas com “DIG RNA
labeling kit - Roche”. A sonda senso nao apresentou sinal de hibridizagédo. A
sonda 07 apresentou sinais em todos os estagios de desenvolvimento de
ovarios de planta sexual e apomitica. Enquanto um forte sinal foi detectado
no aparato da oosfera e na célula central de SE das plantas sexuais, nas
plantas apomiticas o sinal foi restrito ao nucelo e tegumentos. A sonda 10
foi detectada apenas em ovarios de plantas apomiticas antes da antese, no
estagio maduro a detecgéo foi restrita as sinérgides. Sonda 18 hibridizou
em ovulos de planta sexual e apomitica. Nos SE maduros de plantas
apomiticas o sinal ndo foi detectado, enquanto em planta sexuais ele estava
presente em 6vulos no mesmo estagio. Hibridizagdo da sonda 20 foi restrita
a ovulos de plantas apomiticas durante a megasporogénese. Sonda 29
mostrou sinal de hibridizagao durante o desenvolvimento do évulo de planta
apomitica. O sinal de hibridizagdo da sonda 30 foi restrito as sinérgides de
SE apospéricos antes da antese. O sinal da sonda 34 foi detectado em
todas as células do SE apenas em évulos maduros de plantas apomiticas.
Estes modelos de expressao poderao ajudar na selegao de sequiéncias
relacionadas ao inicio do desenvolvimento do SE apospdérico, como o clone
20 e o clone 29 e ao desenvolvimento autbnomo do embrido, como os clones
30 e 34. Os resultados obtidos nesse trabalho juntamente com o isolamento
da sequiéncia de cDNA completa e determinagéo da sua identidade molecular
poderao esclarecer o seu papel durante o desenvolvimento do évulo e do
saco embrionario.

Apoio: EMBRAPA, CAPES e CNPq.
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011 - 0-AMILASE DE Acanthoscelides obtectus: CLONAGEM E
EXPRESSAO HETEROLOGA EM Pichia pastoris (Acanthoscelides
obtectus a-amylase: cloning and heterologous expression in Pichia
pastoris)

Atila-Santos, D. ", Mulinari, F.2, Chrispeels, M.J.3, Grossi-de-Sa, M.F.4

Alfa amilases (0t-1,4-glucan-4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1) é um
grupo de enzimas altamente distribuidas em microorganismos, plantas e
animais que catalisa a hidrdlise de ligagdes glicosidicas 0-1,4 em amido e
outros oligossacarideos. Larvas de insetos como bruquideos, que se
alimentam de sementes, sao extremamente dependentes de amido e
utilizam ol-amilases para sobreviver. Desta forma, o estudo destas
indispensaveis enzimas torna-se uma importante forma de melhor
compreender e controlar estas pragas. Neste trabalho foi realizada a clonagem
de um cDNA para a 0-amilase larval de Acanthoscelides obtectus por meio
das técnicas de RACE-PCR. Foram desenhados oligonucleotiteos, a partir
da seqliéncia de amilases de insetos, disponiveis no banco de dados e o
cDNA foi amplificado, utilizando cDNA de larvas como molde. Obteve-se
amplificagao de fragmento de cerca de 1,5 Kb, seguido da clonagem em
vetor pCR2.1 (Invitrogem) e seqiienciamento. Realizou-se entdo, a
subclonagem do gene em vetor pPicZ aB sob controle do promotor AOX 1,
para expressao heterdloga da o-amilase em células de levedura Pichia
pastoris GS 115. Atransformacéo das células foi realizada com vetor digerido
com Sac | e confirmada através de PCR de colnia utilizando oligonucleotideos
especificos do vetor pPicZ. A presenca de duas bandas, uma indicando a
insercéo do gene (1,5 Kb) e outra correspondente ao gene AOX1 enddgeno
(2,2 Kb), indicam que os clones obtidos sdo Mut*. Foram realizados ensaios
de deteccdo de atividade em meio de cultura sélido contendo amido e
observou-se atividade de algumas colbnias isoladas. Ensaios preliminares
utilizando amido no meio de indugao de culturas de leveduras mostraram
degradacéo, detectada através de coloragcédo do amido residual com iodo. A
expressao heterdloga desta enzima visa auxiliar a deteccao de inibidores
especificos, bem como realizar estudos de estrutura, interagdo com substrato
e/ou inibidores, buscando novas ferramentas de controle deste inseto-praga
e melhor compreensao da sua fisiologia.

Apoio: EMBRAPA, PRONEX, CNPq, FAPERGS, CAPES e PROCAD.
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012 - ALTA RESISTENCIA AO Bean golden mosaic virus MEDIADA POR
RNA INTERFERENTE EM PLANTAS TRANSGENICAS DE FEIJAO
(Phaseolus vulgaris) [RNAi-mediated high resistance to Bean golden
mosaic virus in transgenic common bean (Phaseolus vulgaris)]

Bonfim, K.", Faria, J.C.2, Mendes, E.3, Lima, N.I.4, Aragdo, F.J.L.°

A produgdo mundial de feijao dos géneros Phaseolus e Vigna é
superior a 12 milhdes de toneladas, ocupando o Brasil o segundo lugar e o
primeiro quando se trata apenas de Phaseolus. Entretanto, sua produgao
ainda esta aquém do necessario para suprir a demanda interna. Dentre os
principais problemas relacionados com a baixa produgéo de feijao no Brasil
estdo a competicdo com plantas daninhas, estresse hidrico e o ataque de
pragas e doengas como o mosaico dourado do feijoeiro causado por um
geminivirus. Este virus € o mais importante economicamente, constituindo
fator limitante para a produgao de feijao, com perdas de 40 a 100%. Este
trabalho prop&e a construgdo de um vetor para transformacgao genética via
biobalistica utilizando a estratégia de RNA interferente (RNAI), para o
desenvolvimento de linhagens resistentes ao Bean golden mosaic virus
(BGMV). O gene da replicase (AC1) viral foi escolhido para a construgéo do
vetor de transformacédo uma vez que a proteina (REP) exerce uma fungéo
essencial no ciclo de infecgao viral. Uma seqiiéncia de 411 pb do gene AC1
foi escolhida por ser uma regido conservada em geminivirus que infectam o
feijoeiro e por ter baixa energia livre para formagao de estruturas secundarias
(usando o programa Mfold). O vetor pPBGMVRNAIAHAS foi construido para
expressao de um grampo com um intron (hpRNA) e utilizado para
transformacao do feijoeiro através do processo de biobalistica. Dezoito
linhagens transgénicas foram obtidas, (utilizando-se um novo sistema de
selecdo que se mostrou mais eficiente, por meio do uso do herbicida
sistémico imazapyr). Uma linhagem se mostrou altamente resistente ao
BGMYV quando inoculado com mais de 300 moscas brancas viruliferas por
planta. Essa linhagem foi caracterizada e revelou a presenga de um unico
I6cus contendo os transgenes e a presenca dos siRNA, mostrando que a
resisténcia € mediada por RNA complementares aos RNA virais. Devido a
sua importancia social e econémica na América Latina e a falta de genes
para resisténcia a doengas nos bancos de germoplasma, faz-se necessario
o desenvolvimento de um programa de melhoramento associado a engenharia
genética para o langcamento de novas variedades, que possibilitara a
diminuigéo dos principais problemas relacionados com a produgéo de feijao.

Apoio: CAPES e FINEP
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013 - ANALISE COMPARATIVA DE GENES ASSOCIADOS A APOMIXIA
E SEXUALIDADE EM Brachiaria brizantha E Paspalum notatum
(Comparative analysis of genes associated with apomixis and sexuality
in Brachiaria brizantha and Paspalum notatum)

Silveira, E.D.", Lacerda, A.L.M.2, Alves, E.R.?, Laspina, N.V.3, Pessino, S.3,
Carneiro, V.T.C.*

Brachiaria e Paspalum séo forrageiras da familia Poaceae e
compreende diversas espécies organizadas em complexos agamicos,
incluindo espécies sexuais dipldides e apomiticas poliploides. A apomixia é
o0 modo de reprodugdo assexual por sementes. A identificagdo dos genes
responsaveis pelo desenvolvimento apomitico tornaria possivel a clonagem
de hibridos por sementes, podendo aumentar a diversidade de plantas
naturalmente apomiticas. A comparacgao de transcritos expressos em ovarios
e flores de B. brizantha e P. notatum apomiticos e sexuais permite a
associacao de genes relacionados aos dois modos de reprodugdo em ambas
espécies. Ja foram identificadas 11 cDNAs de Brachiaria e 11 de Paspalum
diferencialmente expressos em plantas apomiticas e sexuais. Este trabalho
visou comparar as sequéncias de Brachiaria e Paspalum, para determinar
se existem sequéncias em comum e analisar a expressao dos genes
diferencialmente expressos em uma espécie na outra. A comparagao de
sequéncias foi feita utilizando o BLAST e os estudos de expressao foram
feitos utilizando northern reverso. A amplificagdo por RACE foi utilizada para
isolar a sequéncia completa dos transcritos. Uma comparagao inicial entre
os dois grupos de sequéncias nao revelou nenhuma homologia entre elas,
podendo ser devido as seguintes hipoteses: 1) Os fragmentos de RNA estao
em regides diferentes do mesmo transcrito; 2) Os fragmentos foram isolados
de estagios de desenvolvimento distintos; 3) O transcriptoma ainda n&o
esta completo; 4) Vias moleculares envolvidas no processo de reprodugao
apomitica nas duas espécies nao estdo diretamente relacionadas. Para
descartar a hipotese 1, BLAST contra o banco nr foi feito e ndo foram
identificados seqlUiéncias comuns entre os dois bancos. Porém, foram
identificadas uma MAPK (ID = 30979473) com maior expressao em ovarios
de Brachiaria apomitica e outra MAPK (ID = AK120290.1) com expressao
reduzida em ovarios de Paspalum apomitico. Também foram identificadas
proteinas do citoesqueleto-proteinas alvo de MAPK- com expressao alterada.
Os fragmentos isolados por RACE de dois clones de Paspalum foram
clonados e estdo sendo seqiienciados e analisados. Northern reverso foi
feito para identificar transcritos expressos diferencialmente nas duas
espécies. Essas analises irdo permitir comparagdes entre os mecanismos
de apomixia em Paspalum e Brachiaria.

Apoio: EMBRAPA, CNPq, CABBIO/CBAB — MCT e ANPCyT.

1Bic’)loga, doutoranda, Universidade Federal do Rio de Janeiro-UFRJ, CNPq
2Bic’)loga, doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB, CNPq

3Biéloga, Universidad Nacional de Rosario, Argentina

4Bic’)loga,Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

57



014 - ANALISE DE EST'S DE BIBLIOTECAS DE OVARIO DE Brachiaria
brizantha APOMITICA E SEXUAL EM DIFERENTES ESTAGIOS DE
DESENVOLVIMENTO (Analysis of est’s from libraries of apomictic and
sexual Brachiaria brizantha’s ovaries in different developmental
stages)

Silveira, E.D.", Guimaraes, L.A.2, Martins, N.F.3, Silva, F.R.#, Carneiro, V.T.C.3

Apomixia € um modo de reprodugdo assexual por sementes,
caracterizado pelo desenvolvimento autbnomo do embrido, gerando uma
progénie idéntica a planta mée. Esta caracteristica difere do modo de
reproducdo sexual em dois pontos: o0 saco embrionario é formado sem
ocorréncia de meiose e a diferenciagédo da oosfera é ativada para formagao
do embrido sem necessidade de fertilizacdo pelo gameta masculino. A
apomixia raramente € obrigatdria e geralmente coexiste com a sexualidade
na mesma espécie. Sugere-se que ela é a consequéncia de alteragao nos
mecanismos moleculares responsaveis pelo desenvolvimento do gameta
feminino de plantas sexuais. Andlises comparativas entre plantas sexuais e
apomiticas estédo sendo feitas, usando Brachiaria como modelo, uma vez
que cerca de 85% de suas espécies reproduzem por apomixia. Em B.
brizantha, de 275 acessos caracterizados somente um foi descrito como
sexual dipléide, sendo os demais polipléides apomiticos. EST's (expressed
sequence tags) de quatro bibliotecas de cDNA de ovario de B. brizantha
apomitica e sexual na megasporogénese e megagametogénese foram
isolados, sequienciados e anotados. Essas bibliotecas foram construidas
usando o sistema SMART (Clontech®) e sequenciados pela Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. Apds a analise de qualidade e trimagem,
1.430 sequéncias de alta qualidade resultantes das quatro bibliotecas foram
agrupadas em 1.228 transcritos putativos: 147 clusters e 1.081 singletons.
Para anotagao das sequéncias, os transcritos resultantes foram comparados
utilizando BLASTX contra sequéncias disponiveis nos seguintes bancos de
dados: nr, MIPS, SWISSPRO, KOG e o0 banco de Zea mays. A categorizagéo
funcional dos transcritos foi determinada baseando-se no GO (Gene Ontology)
e na classificagao feita pelo SUCEST. Os transcritos foram divididos em 19
classes funcionais, de acordo com o resultado das anotagbes. Alguns
apresentaram alta homologia com sequéncias ja descritas na literatura,
envolvidas no desenvolvimento reprodutivo de plantas. Dentre elas, proteinas
do tipo agamous, fatores de transcri¢ao do tipo MYB, proteina meidtica
DMC, SKP1 e ARGONAUTA. Os resultados estao sendo utilizados em
experimentos de expressao génica, como northern reverso, RT-PCR em
tempo real e hibridizagao in situ para a identificagdo e caracterizacao de
transcritos relacionados ao modo de reprodugao apomitico de B. brizantha.
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015 - ANALISE FUNCIONAL DE GENES ENVOLVIDOS COM
FITOPARASITISMO DE Meloidogyne incognita POR SILENCIAMENTO
E SUPEREXPRESSAO EM PLANTAS TRANSGENICAS DE GENES
ESPECIFICOS DE GLANDULAS ESOFAGIANAS (Functional analysis of
Meloidogyne incognita phytoparasitism genes using silencing and
superexpression of genes expressed in esophageal gland cells)

Souza, D.S.L.", Grossi-de-Sa, M.2, Romano, E.3, Teixeira, F.M.", Pires, N.#,
Rocha, T.L.3, Barbosa, A.E.A.D.%, Grossi-de-Sa, M.F.6

Os fitonematoides do género Meloidogyne estdo entre os mais
prejudiciais para a economia agricola mundial. Estes fitoparasitas sdo
responsaveis por 95% de todas as infestagdes por nematoides das galhas
no mundo e por perdas estimadas em mais de 80 bilhdes/ano. A gravidade
das perdas causadas por meloidoginoses tem estimulado ha décadas
programas de melhoramento direcionados na obtengdo de variedades
resistentes sem que, no entanto resultados satisfatérios tenham sido
atingidos. Por outro lado, as técnicas de gendémica funcional se constituem
em importantes ferramentas na descoberta de funcgao e identificacao de
genes essenciais para o fitoparasitismo, cujos produtos génicos podem ser
utilizados como moléculas alvo para o controle de fitonematoéides. O presente
estudo tem como objetivo avaliar a fungcdo de proteinas pioneiras e
conservadas em diferentes espécies de Meloidogyne e identificar moléculas
alvos para controle. Para isso, foram isolados 3 genes, X1, X2 e X3,
expressos exclusivamente em glandulas esofagianas de M. incognita. Estes
genes foram subclonados em vetores GATEWAY para expressao de RNAi e
superexpressao de proteinas fusionadas a GFP. As construgdes foram
utilizadas em transformacgao por Agrobacterium tumefasciens e as plantulas
transgénicas expressando as proteinas de M. incognita em fusao com GFP
foram analisadas quanto ao fenétipo e expressao de GFP em microscépio
de fluorescéncia. As plantulas expressando a proteina X1 apresentaram
fendtipo alterado em relagao aos controles, caracterizado por um alongamento
prematuro do caule anterior ao enraizamento. As plantas transgénicas, para
a expressao de RNAI, foram inoculadas com ovos de M. incognita para
avaliagao de alteragdes do desenvolvimento de nematoides e potencial uso
como estratégia de controle. As altera¢des resultantes do knockout génico
foram avaliadas por contagem de galhas, nimero de fémeas, massa e nimero
de ovos.
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016 - ANALISE FUNCIONAL DE GENES ENVOLVIDOS COM
FITOPARASITISMO EM Meloidogyne incognita POR SOAKING RNAI
(Functional analysis of pathogenicity genes of Meloidogyne incognita
using soaking RNAI)

Grossi-de-Sa, M.', Souza, D.S.L.2, Romano, E.3, Teixeira, F.M.2, Araujo,
B.4, Rocha, T.L.3, Barbosa, A.E.A.D.%, Grossi-de-Sa, M.F.®

Os fitonematoides dos géneros Heterodera, Globodera e
Meloidogyne configuram entre os patdgenos mais danosos para a agricultura
mundial, sendo responsaveis por perdas estimadas de 126 bilhdes de ddlares/
ano. Desta forma, o desenvolvimento de variedades resistentes a estes
fitoparasitas tem sido um objetivo perseguido ha décadas pelo melhoramento
genético sem que, no entanto resultados satisfatérios tenham sido atingidos.
Por outro lado, a gendmica funcional pode ser utilizada na identificagao de
genes essenciais para o fitoparasitismo cujos produtos génicos podem ser
utilizados como moléculas-alvo para o desenho de estratégias
biotecnoldgicas de controle. No presente trabalho, estamos utilizando a
técnica de RNA interferente para nocaute de expressao de genes conservados
entre os géneros Heterodera, Globodera e Meloidogyne e especificos de
glandulas esofagianas (corismato mutase, calreticulina, 2E07, 7E12 e 17H02)
com o objetivo de determinagéo da fungdo e identificagdo de alvos potenciais
para controle. Considerando que estes géneros sao fitoparasitas obrigatérios
e, portanto refratarios a qualquer ingestéo oral fora de cistos vegetais, foi
desenvolvida uma metodologia de soaking para induzir a ingestdo de RNA
dupla fita (dsRNA) baseada no uso de resorcinol como indutor de ingestao e
FITC como marcador visual. Os dsRNAs correspondentes aos genes
estudados foram sintetizados in vitro e a metodologia de soaking desenvolvida
foi empregada para estimular a incorporagéo de dsRNAs por individuos J2
de M. incognita. O grau de silenciamento génico foi avaliado por PCR em
tempo real e hibridizagao in situ, conduzidos em nematoides recuperados
de raizes. Alteracdes no desenvolvimento dos nematdides resultantes do
knockout génico foram avaliadas por contagem de galhas, nimero de fémeas,
massa e numero de ovos.
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017 - ANALISE IN SILICO DE GENES DE DEFESA DO CAFE EXPRESSOS
EM RAMOS INFECTADOS POR Xylella fastidiosa (In silico analysis of
defense genes expressed in coffee stems infected with Xylella
fastidiosa)

Rabello, F.R.!, Carazzolle, M.F.2, Martins, N.F.3, Campos, M.A.4, Silva, M.S.5,
Silva, A.C.%, Mehta, A.3

Um dos problemas que afetam a cultura do café é o depauperamento
da folha do cafeeiro (“Coffee Leaf Scorch” - CLS), causado pela bactéria
Xylella fastidiosa. Esta bactéria forma agregados no xilema da planta,
impossibilitando a passagem de agua e nutrientes. Em virtude da importancia
econdmica da cultura do café para o Brasil e das perdas causadas por X.
fastidiosa, uma biblioteca de cDNA (RX1) foi construida utilizando ramos de
cafeeiro infectados com esta bactéria e os ESTs foram incluidos no banco
de dados do CafEST (Genoma Funcional de Café). Com o objetivo de
identificar genes envolvidos nos processos de defesa de cafeeiro infectado
com X. fastidiosa, foi realizada uma analise in silico dos ESTs de RX1. Foi
analisado um total de 7.502 seqiiéncias, que foram agrupadas em 5.523
clusters. A analise global desses clusters mostrou que a maior parte dos
genes (cerca de 70%) esta envolvida com metabolismo e processos
fisiologicos celulares. Aproximadamente 1% dos ESTs esta envolvido com
estresse bidtico e 2% com estresse abidtico. Foram encontrados ainda
genes relacionados com a resposta a estimulos externos e ao estresse,
diferenciacao celular, entre outras fungbes. Dos 5.523 clusters da biblioteca
RX1, 2.254 representam possivelmente genes unicos, pois ndo foram
encontrados nas outras 32 bibliotecas do CafEST, construidas a partir de
diferentes tecidos e condigbes bioldgicas. Muitos destes genes estao
envolvidos com os processos de defesa da planta, incluindo aqueles que
codificam oxidases, peroxidases, lipoxigenases, proteinas de resisténcia,
entre outros.

Apoio: EMBRAPA.

'Agronomia, graduando, Universidade de Brasilia-UnB
2Fisico, Ph.D., Universidade de Campinas-Unicamp

3Biologa, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
“Eng. Agr., Ph.D., Universidade Federal de Lavras-UFLA

SEng. Agr., Ph.D., Embrapa Cerrados

Bidloga, Ph.D., Embrapa Café

61



018 - CARACTERIZACAO DA PROTEINA 11S DE EMBRIOES ZIGOTICOS
E ENDOSPERMA EM SEMENTES DE CAFE (Coffea arabica)
(Caracterization of 11S protein in zygotic embryos and endosperm of
coffee seeds)

Koshino, L.L.N.", Andrade, A.E .2, Ribeiro, V.S.3, Mundim, A.D.3, Silva, L.P4,
Bloch Jr., C.%, Franco, O.L.5, Eira, M.T.S.7, Teixeira, J.B.8, Mehta, A.°

Durante o desenvolvimento da semente de café, proteinas vao sendo
depositadas, predominantemente nos cotilédones e no endosperma. As
proteinas de reserva 11S s&o as globulinas mais abundantes na semente de
café agindo como fonte de nitrogénio nas reagdes de torra e garantindo o
sabor e aroma caracteristicos. Este estudo teve como objetivo analisar a
proteina 11S de estoque presente na semente de café. Proteinas foram
extraidas da semente inteira, e também do endosperma e embrido de cafe,
isoladamente. Em seguida, as proteinas foram analisadas por eletroforese
bidimensional (2-DE) e posteriormente por espectrometria de massa. O mapa
2-DE da semente inteira revelou aproximadamente 70 proteinas. Os géis de
embrido e endosperma revelaram aproximadamente 120 e 80 proteinas,
respectivamente. Os spots mais abundantes observados no gel de proteinas
de semente inteira foram excisados, tripsinizados e identificados como
subunidades da proteina 11S através de espectrometria de massa. Foi obtida
uma cobertura de seqiiéncia de peptideos de aproximadamente 20% de
toda a proteina 11S. Spots com o mesmo pl e massa molecular foram também
observados no perfil de proteinas do endosperma e embrido, indicando que
a proteina 11S é também muito expressa nesses tecidos. Foi possivel
identificar algumas destas proteinas, que mostraram identidade com a
proteina de reserva 11S de café. Duas proteinas diferenciais presentes apenas
no endosperma foram analisadas por espectrometria de massa e identificadas
através de sequenciamento de novo como uma globulina da mesma familia
da 11S (Cupin superfamily) e uma proteina alergénica (Pru ar 1).

Apoio: Consoércio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café.
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019 - CARACTERIZACAO DE BIBLIOTECAS SUBSTRATIVAS DE cDNA
DE GENOTIPOS SUSCETIVEL E RESISTENTE DE ALGODAO (Gossypium
hirsutum) INFECTADOS COM Meloidogyne incognita (cDNA subtractive
libraries of susceptible and resistant genotypes of cotton (Gossypium
hirsutum) infected with Meloidogyne incognita)

Rocha, S.R.", Paes, N.S.2, Sales, R.M.0.B.3, Silva, F.R.#, Gurgel, F.L.?,
Carneiro, R.M.D.?, Grossi-de-Sa, M.F.%, Mehta, A.®

A produgéo de algodao herbaceo (Gossypium hirsutum) no Brasil
concentra-se nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Nordeste, e é de grande
expressao socioeconbmica para os setores primario e secundario.
Entretanto, as pragas e doengas, incluindo a infecgdo pelo nematoide de
galhas Meloidogyne incognita, representam um fator limitante para a sua
exploragdo. O objetivo deste estudo foi construir bibliotecas subtrativas
utilizando o cDNA de raizes do gendtipo suscetivel e resistente de algodao
infectados com M. incognita. As raizes das plantas foram inoculadas com
aproximadamente 4.000 larvas de M. incognita e coletadas 3, 6 e 9 dias
apos ainfeccdo. Foi realizada extragdo de RNA utilizando-se Concert Plant
RNA Reagent (Invitrogen) e construgao das bibliotecas de cDNA utilizando o
kit PCR-Select cDNA Subtraction (Clontech). As seqiéncias de cDNA
diferenciais, obtidas apos as etapas de PCR primario e PCR secundario
foram visualizadas em gel de agarose. Amaioria dos fragmentos apresentou
tamanhos de 0.1 a 1.5 Kb e foram clonados em vetor pGem-T-Easy
(Promega). Um total de 628 seqliéncias validas foram obtidas, considerando-
se a ocorréncia de insertos maiores que 30 pb, e com no minimo 20
nucleotideos com qualidade phred maior que 20. O agrupamento das
seqUéncias revelou 284 clusters e um indice de novidade de aproximadamente
45%. Deste total, 169 clusters foram formados por uma Unica sequéncia e o
maior cluster agrupou 25 seqiiéncias. O cluster mais populoso mostrou
similaridade com a proteina RNase S-like protein, envolvida na defesa contra
patogenos. Outros genes envolvidos com a interagéo planta-patégeno foram
identificadas incluindo oxidase, metiltransferase e cisteina-protease.
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020 - CARACTERIZACAO E ANALISE FILOGENETICA DE
RETROTRANSPOSONS LTR EM TRES DIFERENTES ESPECIES DE
Arachis (Characterization and phylogenetic analysis of LTR
retrotransposons in three different Arachis species)

Fonseca, F.C.A.", Nielen, S.2, Leal-Bertioli, S.C.M.3, Guimaraes, P.M.4
Bertioli, D.J.5

Retrotransposons sao elementos que se movem no interior das
células de diversos organismos podendo constituir cerca de 70% do genoma
de espécies vegetais. Podem servir como agentes mutagénicos e também
participar de rearranjos e eventos de recombinagdo. Normalmente esses
elementos estdo inativos, mas podem retomar a atividade a partir de eventos
como hibridizagao interespecifica e poliploidizacdo. As espécies de Arachis
sdo divididas em 9 segdes taxondbmicas apresentando trés diferentes
genomas A, B e D sendo que na sec¢éo Arachis existem cerca de 27
espécies, 25 dipldides com genomas AA e BB e duas tetrapldides com
genomas AABB. O objetivo deste trabalho foi o de analisar a distribuicdo e
relagdes filogenéticas de retrotransposons nos genomas de trés espécies
da secgao Arachis: A. hypogaea (AABB) e as espécies parentais A. ipaénsis
(BB) e A. duranensis (AA), visando determinar espécies com genomas mais
compativeis com o do amendoim e guiar cruzamentos em programas de
melhoramento genético. Foram desenhados primers especificos para a
amplificagdo da sequiéncia da enzima transcriptase reversa nas trés espécies
e os fragmentos obtidos clonados e sequienciados, sua homologia foi
determinada por BLASTn e BLASTx. Através de Genome Walking, foi possivel
montar um contig de aproximadamente 5Kb e dar inicio ao conhecimento
da organizacao da sequéncia do Retrotransposon. A analise filogenética
mostrou que a maior parte das sequiiéncias de aminoacidos da transcriptase
reversa se agrupou de acordo com a espécie de origem, com excegao
daquelas originadas de A. hypogaea, que se distribuiram uniformemente
nas diferentes clades. A distribuicdo das seqiiéncias das espécies silvestres
indica que o elemento repetitivo pode ter perdido sua atividade anteriormente
no genoma de A. ipdensis, tendo tido uma ag¢do mais prolongada no genoma
de A. duranensis. Além disso, a distancia média entre os grupos de
aminoacidos indica que o genoma de A. ipaénsis vem sofrendo mais mutagbes
n&o-sinbnimas ao longo do tempo se comparada com A. duranensis sugerindo
que houve perda de fungao da proteina.
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021 - CARACTERIZACAO FUNCIONAL DE NOVOS PROMOTORES
ISOLADOS DE SOJA E ALGODAO (Functional characterization of new
promoters from soybean and cotton)

Guimaraes, L.M.", Pontes, N.2, Viana, A.A.B.3, Batista, J.A.N.*, Grossi-de-
Sa, M.F.5

O algodao (Gossypium sp.) € uma das mais importantes culturas
mundiais, considerada a mais importante das fibras téxteis. O Brasil € um
dos maiores produtores de algodao do mundo. No entanto, o seu nivel de
produtividade é altamente influenciado por problemas na agricultura, como
o controle de insetos-praga, que gera custos de cerca de 25% do valor total
do custo de produgdo. Dentre os insetos-praga, o bicudo do algodoeiro
(Anthonomus grandis) é o causador de maiores danos e, devido ao seu
habito alimentar endofitico em botbes florais, seu controle pelo uso de
inseticidas torna-se ineficiente. A producdo de plantas geneticamente
modificadas, expressando proteinas que confiram a planta resisténcia aos
insetos-praga vem sendo utilizada com bastante sucesso. Porém, para a
obtengao de plantas transgénicas com niveis adequados de proteinas
entomotoxicas que confiram resisténcia a planta, a utilizagdo de promotores
que promovam a expressao em locais especificos da planta é extremamente
importante. Poucos promotores efetivos para expressao no botado floral de
plantas de algodao séo disponiveis atualmente. Com o objetivo de obter
sequéncias capazes de possibilitar a expressao de proteinas heterdlogas
no algodoeiro, foram isoladas as regides promotoras de duas proteinas que
se expressam com niveis elevados no botao floral de plantas de algodao e
soja, por meio da técnica de Tail-PCR. Essas sequéncias foram subclonadas
nos vetores pCAMBIA associados ao gene repoérter gus, para a posterior
transformacao das plantas de Arabidopsis thaliana. A expresséo temporal e
espacial em diferentes partes dos transformantes foi analisada e quantificada
através de ensaios histoquimicos e fluorimétricos. Os resultados mostraram
que os promotores isolados promoveram niveis elevados de expressao em
todos os tecidos avaliados, destacando-se a alta expresséo no botao floral,
quando comparado ao promotor constitutivo 35S duplicado, atualmente
disponivel. Desta forma, estes promotores constituem uma importante
ferramenta biotecnolégica para a geragédo de variedades de algodoeiro
transgénico resistente ao A.grandis. Recentemente, esses promotores foram
introduzidos em plantas de soja e algodao, através da técnica de biobalistica,
para verificar o padréo de expressédo do gene reporter nestas culturas. Os
possiveis transformantes estdo em fase de desenvolvimento em casa de
vegetagdo para posterior analise.
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022 - CARACTERIZACAO PROTEOMICA DA CEPA S811 DE Bacillus
thuringiensis E SUA RELACAO COM A TOXICIDADE PARA Anthonomus
grandis E Spodopterafrugiperda EM DIFERENTES ESTAGIOS DO CICLO
DE VIDA (Proteomic characterization of Bacillus thuringiensis S811
strain and its relation to the toxicity towards Anthonomus grandis and
Spodopterafrugiperdain different stages of the life cycle)

Silva, T.S.", Vasconcelos, E.A.R.2, Magalhaes, J.C.C.3, Rocha, T.L.4, Grossi-
de-Sa, M.F.5

O Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria esporulante que possui
propriedade conhecida de produgédo de proteinas com atividade
entomopatogénica, tais como §-endotoxinas, toxinas Cry, VIPs (Vegetative
Inseticidal Proteins), Cyt, a-exotoxinas que conferem a toxidade desta
bactéria contra diversas ordens de insetos. No intuito de se encontrar novas
proteinas entomopatogénicas, foi realizado o cultivo da bactéria e analise
por microscopia de contraste de fase para a determinagao de estagios
vegetativos e de esporulacdo, sendo estes estagios: 8 horas apos a
inoculagéo (HAI) (periodo de crescimento exponencial no qual ha
predominancia de proteinas vegetativas); 16 HAI (inicio da formacéo de
esporos); 24 HAI (onde é possivel observar esporos e cristais intracelulares)
e 32 HAI (periodo de esporulagao onde conseguimos observar esporos e
cristais livres no meio). Proteinas intracelulares e do sobrenadante da cultura
de Bt em cada um dos estagios analisados foram utilizados em bioensaio
contra larvas de Anthonomus grandis e Spodoptera frugiperda, bem como
para a obtencdo de mapas de referéncias por eletroforese bidimencional.
Proteinas especificas dos estagios (8h intracelular e 32h extracelular) que
apresentavam maior toxicidade contra Anthonomus grandis foram excisadas
dos géis e identificadas por espectometria de massa. Até o momento foram
identificadas nove proteinas sendo quatro da fragdo intracelular e cinco do
sobrenadante da cultura. Dentre as proteinas identificadas destaca-se uma
proteina de ligacdo a quitina a qual pode estar relacionada com a toxicidade
da cepa.
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023 - CLONAGEM E CARACTERIZACAO DA EXPRESSAO DO GENE MIPS
DE MARACUJAZEIRO (Passiflora edulis f. flavicarpa) (Cloning and
characterization of MIPS gene expression from Passiflora edulis f.
flavicarpa)

Abreu, E.F.M.", Fischmann, G.P.A.2, Aragdo, F.J.L.2

A mio-inositol-1L-fosfato sintase (MIPS) é a enzima responsavel pela
conversao de D-glucose 6-fosfato a 1-L-mio-inositol-1-fosfato, primeiro e
limitante passo na via de sintese de todos os compostos derivados do inositol.
Os inositol-fosfolipidios, assim como outros compostos derivados do inositol,
tém um papel fundamental no trafico de membrana e rotas de sinalizacao,
estocagem e transportes de auxinas, biossintese de acido fitico e parede
celular, e produgao de moléculas relacionadas ao estresse. No presente
trabalho, foi caracterizado um cDNA do gene MIPS de sementes de Passiflora
edulis f. flavicarpa (PeMIPS) e investigado a sua expressao espacial, bem
como mudangas na transcrigao em plantas submetidas ao estresse causado
pelo frio e calor. Para estas analises, uma sequéncia do gene MIPS foi
isolada por PCR e os niveis dos transcritos foram analisados usando RT-
PCR semi-quantitativo durante o desenvolvimento da semente, 6vulo, gréo-
de-pdlen, folha, caule, pétala, glandula foliar e em resposta ao estresse. A
seqiéncia completa do cDNA do gene PeMIPS foi isolada, clonada e
caracterizada. Adicionalmente, o numero de cépias do gene PeMIPS clonado
foi determinado por analise de Southern blot no genoma de Passiflora edulis,
Passiflora eichleriana, Passiflora caerulea, Passiflora nitida e Passiflora
coccinea. Estas andlises indicaram que o DNA genbmico pode conter
diversas sequéncias de outros genes MIPS, mas uma unica copia do gene
PeMIPS clonado foi encontrado no genoma de P. edulis, P. eichleriana, P.
caerulea, P. nitida e P. coccinea. A analise da expresséo por RT-PCR revelou
a presenga de transcritos de PeMIPS em 6vulos, graos-de-pdlen, folhas e
durante os estagios do desenvolvimento da semente, com um pico nove
dias apds a polinizagdo. Verificou-se, ainda, que o gene PeMIPS ¢é
diferencialmente regulado sob condigbes de estresse causado pelo frio e
calor em resposta a presencga ou auséncia de luz. Portanto, o presente
trabalho sugeri que o PeMIPS tem um importante papel no estabelecimento
de programas de desenvolvimento e na resposta das plantas a mudancas
ambientais.
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024 - CONSTRUGCAO DE BACULOVIRUS RECOMBINANTE OCLUSO
POSITIVO CONTENDO O INIBIDOR ALPHA-AMILASE BIll DE CENTEIO
(Construction of a occluded positive recombinant baculovirus with
the BIIl alpha-amylase inhibitor from rye)

Sisson, D., Sihler. W.2, Dias, S.C.%, Souza, M.L.*

O bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis) € uma das pragas
mais importantes da cultura do algodao. A principal forma de controle desta
praga tem sido feita pela utilizagao de produtos quimicos, que além de caros,
causam danos ao meio ambiente e a saude humana. As a-amilases sao
enzimas monomeéricas, essenciais ao crescimento e ao desenvolvimento
de muitos insetos, especialmente daqueles que vivem em sementes e graos
ricos em amido. Um inibidor de a-amilase denominado BllII foi isolado de
sementes de centeio (Secale cereale) e ensaios de atividade inibitoria in
vitro detectaram a capacidade de inibir 90% das o-amilases no intestino de
larvas de A. grandis. Utilizando a técnica de PCR um fragmento de 311pb
deste gene foi amplificado codificando um peptideo de 103 aminoacidos
contendo motivos de interagdo da enzima. Neste trabalho, foi apresentada a
subclonagem deste fragmento génico referente ao BlIl e sua expressdo em
sistema baculovirus, que permite a producéo de grandes quantidades de
proteina em ambiente eucariético. O fragmento de DNA contendo o gene
Blll foi subclonado no vetor de transferéncia pSynXIV VI*X3, contendo
promotores de regula¢ao para expressao da poliedrina e de gene heterélogo.
A construgéo obtida foi recombinada com o virus parental vSyn VlI-gal,
originalmente ocluso negativo (sem formagéao do cristal poliedrico), com
marcador de selegao colorimétrica sobre a b-galactosidase. O recombinante
obtido apresenta um fendtipo ocluso positivo, branco (com o gene lac-z
interrompido). Um clone viral, denominado vBIl, foi obtido apos trés
purificagdes em placa (“plaque assay”). A presenga do inserto no virus foi
confirmada através de PCR obtido da amplificagdo do DNA do virus
recombinante com os oligonucleotideos especificos (Blll FOR2 e Blll VER)
foi de aproximadamente 300 pb, condizente com o valor de 311 pb esperado.
As alteragdes morfoldgicas celulares apos infecgdo com o recombinante
revelaram a formagéo do virus ocluso (poliedros) no nucleo da célula. Testes
de expressao da proteina foram conduzidos para detecgdo da mesma em
infecgbes em cultura de células de inseto (Tn 5B14). Analise por eletroforese
em gel de poliacrilamida revelou a presenca de uma banda de cerca de 11
KDa, embora fraca, correspondendo ao peso molecular da proteina Blll. Como
esperado, devido a presencga do gene polh, uma banda de 30 KDa equivalente
ao peso molecular da poliedrina foi visualizada. Apds sua producéo e
purificacdo, o inibidor Blll devera ser utilizado em estudos bioquimicos e na
realizagao de bioensaios contra bicudo.
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025 - CONSTRUGAO DE BACULOVIRUS RECOMBINANTES CONTENDO
O GENE DA RENINA (Construction of recombinant baculovirus with
the renin gene)

Mendes, D.N.", Neves, F.A.R.2, Simeoni, L.A.3, Sihler, W.%, Souza, M.L.5

Baculovirus é empregado como ferramenta biotecnolégica para
expressao de grande quantidade de proteinas heterélogas capazes de fazer
mudancas poés-traducionais que ocorrem em eucariotos superiores. A renina
humana é uma enzima circulante produzida principalmente pelos rins em
resposta a estimulos tais como queda da presséo arterial e estimulacao
simpatica. Neste trabalho, dois diferentes sistemas de expressao que
utilizam baculovirus foram empregados para produgdo dessa proteina. A
renina € uma glicoproteina e a escolha do vetor baculovirus foi pelo fato
desse sistema ser capaz de promover uma glicosilacdo similar a de
mamiferos. Inicialmente, um fragmento de 1,4 Kb, contendo o gene da
preprorenina, foi inserido no plasmideo pSynXIV VI*X3. Este plasmideo foi
cotransfectado com o DNA do vSyn VI-gal em células de insetos para gerar,
por recombinagdo homdéloga, um virus ocluso positivo. O novo virus
denominado vRen contém o gene da renina bem como o gene da poliedrina,
o principal componente do corpo de oclusao (poliedro). Utilizando um segundo
vetor de expressao, Bac-to-bac system (Invitrogen), o qual encontra-se
comercialmente disponivel, um virus recombinante ocluso negativo foi gerado
e chamado de vRenbac. A andlise das proteinas virais sintetizadas foi feita
por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS apds pulso radioativo com
%S-metionina em diferentes tempos pés-infecgéo (Oh, 24h, 48h, 72h). Como
esperado, o perfil protéico mudou durante a infecgcdo, levando a um
desligamento da sintese de proteinas da célula hospedeira e ao aumento
da sintese das proteinas virais. Em estagios tardios da infec¢gdo com o virus
recombinante ocluso positivo vRen, além da banda de 30 kDa (poliedrina)
uma banda de cerca de 35 kDa esteve presente nas células infectadas.
Entretanto, nos estagios tardios da infecgdo com o virus ocluso negativo
(vRenbac), duas proteinas de aproximadamente 35 e 50 kDa estiveram
presentes. Sabe-se que o tamanho da renina, por ser uma glicoproteina,
pode ser modificado pela adicao de cadeias laterais de carboidratos. Estudos,
utilizando analises imunologicas, estao sendo feitos para confirmar se as
bandas encontradas correspondem a renina. Além disso, para analise de
viruléncia dos virus obtidos foi feita infeccdo de larvas de Anticarsia
gemmatalis e de Spodoptera frugiperda por ingestdo oral e por injecédo do
inseto. Ensaios com larvas de S. frugiperda mostrou 100% de mortalidade
para os dois recombinantes. No caso das larvas de A. gemmatalis o virus
nao ocluso (vRenbac) causou mortalidade de 67%, enquanto que o virus
ocluso (vRen) causou mortalidade de 62% e houve mudanga de coloragédo
da cuticula do inseto de verde para cor rosa.
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026 - CONSTRUQAO DE BIBLIOTECA DE CDNA E CLONAGEM DO GENE DA
ENZIMA A6-DESATURASE DE ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS OMEGA-3
DA MICROALGA MARINHA Thalassiosirafluviatilis (Gene cloning of omega-3
polyunsaturated fatty acid A6-desaturase enzyme of marine microalgae
Thalassiosira fluviatilis)

Citadin, C.T.", Almeida, E.R.P.2, Derner, R.B.3, Martins, N.F.2, Monte, D.C.#

Estudos tém demonstrado que os acidos graxos poliinsaturados (PUFAs),
principalmente os acidos graxos 6mega-3, como o acido eicosapentaendico
(EPA) e o acido docosahexaendico (DHA), sdo componentes de fundamental
importancia na dieta humana. Seu consumo tem sido associado a diversos
beneficios a saude, em especial, melhor desenvolvimento do cérebro e da
capacidade cognitiva, melhor desenvolvimento da retina e reducéo significante
dos riscos de doengas cardiovasculares e degenerativas do cérebro. Esses
acidos graxos sao encontrados principalmente em peixes de aguas frias, mas
varios estudos indicam que provém da ingestao de organismos do zooplancton,
0os quais tém as microalgas como seu principal alimento. Nos ultimos anos
observou-se grande interesse no estudo de organismos ricos em PUFAs, como
as microalgas marinhas. Abordagens bioquimicas e gendmicas vém sendo
utilizadas, sendo que foram clonados alguns genes codificadores para enzimas
importantes da sua rota biossintética e reportadas algumas iniciativas de
reproduzir essa via através da engenharia genética de plantas. Este trabalho
visou construir biblioteca de cDNA da microalga marinha Thalassiosira fluviatilis,
alta produtora de EPA e DHA e de clonar o gene da A6-desaturase, uma importante
enzima da rota biossintética. A biblioteca de cDNA foi construida no vetor DNRLib
(Creator SMART cDNA Library Construction Kit - Clontech), validada e os clones
se encontram em fase de sequenciamento. Utilizando-se a técnica de PCR
aliada a primers especificos desenhados com base na sequiéncia génica de
uma A6-desaturase de T. pseudonana obtida no Genbank, um fragmento de
DNA de aproximadamente 670 bp foi amplificado, a partirdo cDNA de T. fluviatilis.
Este fragmento foi clonado no vetor TOPO 2.1 TA. O DNA plasmidial foi extraido
utilizando o Kit FlexiPrep da Amersham Biosciences e o seqienciamento foi
realizado em sequenciador automatico ABI 377 da Applied Biosystems. Muito
embora ndo tenham sido encontrados valores similaridade da seqliéncia
nucleotidica obtida com outras sequiéncias do Genbank, quando utilizado o
programa tblastx, encontrou-se 97% de identidade com a sequéncia protéica
da A6-desaturase de T. pseudonana. Esse fragmento génico esta sendo utilizado
como sonda na busca do gene completo através das técnicas de RACE e de
hibridizacdo de col6nias da biblioteca de cDNA. O sequenciamento em larga
escala da biblioteca de cDNA permitira a identificagao de varios genes envolvidos
na sintese de PUFAs, gerando ferramentas moleculares para melhoramento
de sementes oleaginosas e outros alimentos, em seus teores de acidos graxos
poliinsaturados 6mega-3.
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027 - CONSTRUGCAO DE MACROARRANJOS DE DNA, A PARTIR DO
UNIGENE CAFE, PARA A IDENTIFICACAO DE GENES DE INTERESSE
AGRONOMICO (Construction of coffee macroarrays based on the
coffee unigene set for identification of canditate genes of agricultural
importance)

Vinecky, F.', Brito, K.M.2, Vieira, N.G.3, Ferreira, D.L.A3, Sales, R.M.0.B.4,
Silva, F.R.%, Andrade, A.C.%

Com a conclusao do projeto Genoma Café, esta disponivel um banco
de dados contendo uma parcela significativa dos genes expressos em café
(transcriptoma), relacionados as diversas condigbes de estresse submetidas
e aos orgaos/tecidos utilizados na construgdo das bibliotecas. No entanto,
além da geragao de um banco de ESTs, torna-se necessario a realizagao
de uma analise prospectiva e discriminatéria dos fatores genéticos
determinantes ou associados com determinadas caracteristicas fenotipicas
de interesse agrondmico. Este trabalho tem como principal objetivo realizar
esta analise através da comparagao dos transcriptomas de café associados
a um determinado fenétipo de interesse. Para isto, um conjunto “Unigene”
contendo apenas o clone mais significativo de um determinado grupo de
transcritos altamente similares (normalmente alelos) foi construido a partir
da analise dos dados do projeto Genoma Café. O Unigene Café contendo
cerca de 30 mil genes, serd arranjado em membranas de nylon
(Macroarranjos) que serao utilizadas em experimentos de hibridizagdo com
sondas marcadas radioativamente, sintetizadas a partir de mRNA obtido de
genotipos contrastantes ou submetidos a diferentes tratamentos. Estes
experimentos serdo realizados por grupos de pesquisadores distribuidos
em polos de pesquisa em melhoramento genético e biotecnologia do cafeeiro,
com membros situados em quatro estados: MG, SP, PR e DF. Todos os
resultados das analises serdo centralizados e organizados em uma base
de dados Unica, facilitando a integragdo e o acesso as informacdes geradas
durante a execugao do projeto. Neste projeto serdo identificados novos genes
com potencial utilizagdo como marcadores em programas de selecéo
assistida, ou com potencial aplicagdo em biotecnologia. O conhecimento
gerado tera, sem duvida, impacto em outras areas do conhecimento tais
como fisiologia e bioquimica vegetal, resultando em maior entendimento da
biologia e bases moleculares das intera¢cdes agrondmicas de uma das mais
importantes espécies cultivadas da agricultura brasileira. Mais importante,
o aparelhamento das equipes, seu treinamento em gendmica e a
consolidagdo da rede de colaboragao técnico-cientifica levara a um salto
qualitativo na pesquisa genética do cafeeiro no Brasil.

Apoio: CBP&D/Café e FINEP.
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028 - CONSTRUCAO DE VETORES PARA TRANSFORMACAO GENETICA
DE ALGODOEIRO VISANDO RESISTENCIA A INSETOS-PRAGA (Vectors
construction for genetic transformation of cotton plants aiming
resistance against insects)

Lourengo, |.T.", Fragoso, R.R.2, Rocha, T.L.3, Elpidio, W.*, Grossi-de-S4,
M.F.5

A cultura do algod&o é uma das principais atividades agricolas no
Brasil. No entanto, sua susceptibilidade a insetos-praga gera perdas na
produgdo, que representam um grande problema econémico. A estratégia
mais promissora para o controle dos insetos-praga, Anthonomus grandis e
Spodoptera frugiperda é o desenvolvimento de uma variedade de algodoeiro
geneticamente modificado expressando proteinas entomotéxicas. Os
transgenes escolhidos para a transformacéo de algodoeiro foram cryllal2 e
cry8Ha, que codificam proteinas cristais de Bacillus thuringiensis, e btcii,
isolado de Vigna ungiculata e codificador de um potente inibidor de serino
proteinases. Primeiramente, um cassete de expressao foi clonado no vetor
de transformacéo de plantas pPCAMBIA2300. Esse cassete foi gerado pela
fusdo de um promotor viral duplicado (35Sd CaMV), um sitio multiplo de
clonagem (pUC19), uma regido 5’UTR de virus (AMV), com potencial de
aumentar a taxa de traducédo, seguido de uma regido terminadora de
transcrigao (tNOS). Trés vetores foram construidos clonando cada transgene
individualmente. Adicionalmente, foi construido um quarto vetor dotado de
dois cassetes de expressao, codificadores de btci e cryllal2. Esses vetores
estao sendo utilizados na transformagao de algodao via tubo polinico e via
Agrobacterium tumefasciens para futuros testes in planta, através de
bioensaios, de eficiéncia dos transgenes no controle dos insetos-praga.
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029 - CONSTRUCAO E ANALISE DE UMA BIBLIOTECA SUBTRATIVA DE
cDNAs DE PLANTAS Coffea arabica INOCULADA COM O NEMATOIDE
DA GALHA Meloidogyne paranaensis (Construction and analysis of a
subtractive library of cDNAs of Coffea arabica plants inoculated with
the root-knot nematode Meloidogyne paranaensis)

Costa, P.M.", Barros, E.V.S.A.2, Carneiro, R.M.D.G.?3, Martins, N.F.*, Paes,
N.S.5, Mehta, A.4, Grossi-de-Sa, M.F.*

O café é um dos principais produtos do agronegdcio na pauta de
exportagao. Do total da produgéo nacional, 76,4% corresponde ao tipo Coffea
arabica, a qual é altamene suscetivel a pragas, doencas e fitonematodides.
Uma das espécies mais impactantes sobre esta cultura é o Meloidogyne
paranaensis, que causa grandes perdas devido a depauperiza¢do da planta,
pois o patdgeno induz as células do hospedeiro a funcionarem continuamente
como fonte de nutrientes para os estagios de parasitismo. O propdsito do
trabalho foi realizar uma analise molecular da interagéo cafeeiro-nematoide
utilizando a gendémica funcional. Foram isoladas seqiiéncias génicas
referentes a expressao diferencial em resposta a infeccéo de M. paranaensis.
Plantas suscetiveis e resistentes de C. arabica foram submetidas ao indculo
de M. paranaensis. A partir dos RNAs contrastantes isolados na condigéo
do estresse biotico causado pelo patégeno, foi confeccionada uma biblioteca
subtrativa de cDNA. Os cDNAs diferenciais foram clonados e seqiienciados.
De acordo com a analise dessa biblioteca, obteve-se 128 sequéncias de
clones, sendo que destes 80 formaram 21 contigs, enquanto que os 48
restantes permaneceram singletons. Foram encontrados alguns genes
relacionados a resposta de estresse bidtico, assim como sequéncias sem
homadlogos conhecidos.Apds a analise destes genes no Gene Ontology (
GO ), foram verificadas as proteinas associadas a suscetibilidade, como
por exemplo, o sintoma da oncogénese ( formagéo de células gigantes ). E
as proteinas relacionadas a resisténcia, tal como a proteina G que acarreta
a resposta de hipersensibilidade ( HR).

Apoio: EMBRAPA, Consoércio Brasileiro de Pesquisa dos Cafés do Brasil,
Pronex e FAD-DF.
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030 - DESCRICAO DE SEQUENCIAS HOMOLOGAS AO GENE
HOMEOTICO AGAMOUS EM Brachiaria brizantha (Description of
homologs sequences of the homeotic genes Agamous in Brachiaria
brizantha)

Guimaraes, L.A.", Silveira, E.D.?, Dusi, D.M.A.3, Carneiro, V.T.C.#

Os genes AGAMOUS pertencem a familia dos fatores
transcricionais do tipo MADS-box e ja foi demonstrada sua relagdo com o
desenvolvimento de 6rgaos florais de plantas. Portanto, a caracterizagao
desses genes homeoticos é importante para o entendimento dos processos
envolvidos na diferenciagcédo dos 6rgaos reprodutivos. Brachiaria brizantha
constitui um complexo agamico com plantas de reprodugdo sexual e
apomitica. A apomixia € o modo de reprodugido assexual por meio de
sementes, em que o0 saco embrionario € formado de uma célula ndo reduzida.
O desenvolvimento do embrido se da de modo auténomo, ou seja, sem
fertilizacado da oosfera. O objetivo deste trabalho foi analisar o perfil de
expressao de genes AGAMOUS em B. brizantha, visando relacionar a
atuacgao destes genes com a sexualidade e a apomixia, que é encontrada
em mais de 300 espécies de angiospermas. Foram identificadas EST’s
(expressed sequence tags) que apresentavam similaridade a proteinas
AGAMOUS em bibliotecas de cDNA de ovarios em megasporogénese e
megagametogénese de B. brizantha apomitica (BRA00591) e sexual
(BRA002747). Para analise do perfil de expresséo dos contigs resultantes
(denominados 38 e 119) em diferentes 6rgdos e momentos do
desenvolvimento reprodutivo foi realizado macroarranjo, desenhados
iniciadores especificos e realizada reagdo de RT-PCR. Foi verificado que os
contigs 38 e 119 apresentam o dominio K, que pode estar envolvido na
interagao proteina-proteina. O contig 38, que possui a regido codante
completa, apresenta identidade com dois genes de milho, ZAG3 (AAB00078)
e ZAG5 (AAB00079), e dominio MADS-box de ligagdo ao DNA. O contig
119 apresenta identidade com proteinas MADS-box de milho, arroz e com
AGL9 de Horderum vulgare (AAS48129). Resultados de macroarranjo e RT-
PCR demonstraram a expressao do contig 38 em folhas e ovarios de plantas
apomiticas e sexuais. Reacao de PCR foi feita para ampliar o contig 119.
Para determinacéo do papel destes fatores de transcrigdo no desenvolvimento
de tecidos reprodutivos de B. brizantha apomitica e sexual e para analise
de uma possivel fungao regulatéria da diferenciagao dos dois modos de
reproducao, hibridizag&o in situ também esta sendo realizada.

Apoio: EMBRAPA e CNPq.
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031 - DESENVOLVIMENTO E ANALISE DE POLIMORFISMO DE
MICROSSATELITES TETRA E PENTANUCLEOTIDEOS EM TRES
ESPECIES DE Eucalyptus (Development and analysis of polymorphism
of tetra and pentanucleotide based microsatellites in three Eucalyptus
species)

Sansaloni, C.P.", Pappas Junior, G.J.2, Grattapaglia, D.®

Espécies do género Eucalyptus apresentam rapido crescimento e
suprem, de forma sustentavel, a demanda por biomassa lenhosa. O
melhoramento genético € componente chave no processo de manutengao
da sustentabilidade de florestas plantadas. Marcadores microssatélites
podem ser usados de forma eficiente para resolver questdes de gerenciamento
da variabilidade genética e identificagdo individual em populagbes de
melhoramento e produgao. A analise de locos microssatélites em sistemas
“multiplex” (i.e. varios locos analisados simultdneamente) se baseia em
microssatélites dinucleotideos. No entanto, ha necessidade de um conjunto
de locos de maior robustez e de mais facil interpretagédo, o que permitiria
uniformizar e comparar perfis genotipicos entre laboratérios e plataformas
de analise. Este estudo visa desenvolver um sistema robusto de genotipagem
baseado em microssatélites de tetra e pentanucleotideos que permitem uma
genotipagem mais precisa pelo fato dos alelos diferirem por um maior numero
de pares de bases. Um banco de dados de cerca de 25 mil sequéncias de
pontas de BAC de E. grandis foram mineradas para tetra e pentanucleotideos
perfeitos e pares de primers desenhados automaticamente com um pipeline
de bioinformatica do Sistema Genoma. Dos 304 tetra e 196 pentanucleotideos
para os quais pares de primers foram desenhados, foram selecionados 80
tetra e 30 penta com base em maior tamanho total do microssatélite. DNA
de oito plantas geneticamente ndo relacionadas de cada uma das trés
espécies mais plantadas no Brasil e no mundo (E. grandis, E.globulus e E.
urophylla) foi utilizado para uma triagem de amplificagédo e avaliagéo de
polimorfismo intraespecifico. Dos 80 locos tetranucleotideos 42,5 % foram
polimérficos com boa resolugéo, 6,3% monomoérficos, 16,3% apresentaram
duplicagao de loco e os restantes apresentaram amplificagéo inespecifica e
demandam mais otimizagédo. Dos 30 locos pentanucleotideos, 30%
apresentaram polimorfismo, 6,7% foram monomorficos, 40% apresentaram
duplicacdo e 23,3% nao apresentaram boa amplificagdo na condigao de
PCR utilizada. Interessante observar que 90% dos locos que apresentaram
polimorfismo apresentaram 100% de tranferibilidade interespecifica. Os cerca
de 40 locos selecionados serdo testados com detecgao fluorescente, visando

a otimizagao de sistema de genotipagem de alto desempenho.
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032 - ESTUDO INTEGRADO DE GENOMICA E PROTEOMICA
ASSOCIADOS A QUALIDADE DO CAFE (Integrated genomic and
proteomic studies associated to coffee quality)

Silva, V.C.", Melo, J.A.T.2, Barbosa, E.A.3, Silva, L.P.4, Bloch Jr., C.%, Andrade,
A.CS

O café brasileiro contribui hoje com mais de 30% da produgéo
mundial em um mercado grandioso, altamente competitivo e cada vez mais
preocupado com a qualidade. Apesar de varios estudos sobre a composigao
de metabdlitos no grao verde e torrado e dos efeitos do processamento na
qualidade final do produto, pouco se sabe sobre os fatores genéticos
associados a qualidade do café. O presente trabalho tem por finalidade a
analise integrada de gendémica e proteébmica do café, com vistas a
identificacdo dos determinantes moleculares da qualidade do café. A
comparagao de perfis protedmicos de gréos de qualidade diferenciada podera
fornecer indicadores para os determinantes genéticos associados a essa
caracteristica. Para isto, amostras representativas de grdos de café verde
com qualidade diferenciada, determinado a partir de analise sensorial
convencional, foram pulverizadas para extragao de proteinas totais. Apés
separagao por cromatografia liquida de alto desempenho e andlises por
espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF, os ions diferenciais foram
caracterizados. Cada fragao do extrato bruto dos constituintes separados
por HPLC e identificados por espectrometria de massa foi submetida a
tratamento de alquilagao de pontes de sulfeto e digestdo com proteases,
seguida de fragmentacao e caracterizagdo por MALDI-TOF/TOF MS/MS.
As sequéncias dos fragmentos tripticos geradas pelos espectros de MS/
MS, permitem a identificagédo das proteinas através de analises de tBlastn
na base de dados do Genoma Café. Com isso, todas as informacgdes ja
disponiveis na Base de dados, tais como os dados de expressao nas
diferentes bibliotecas, polimorfismos identificados e a natureza das proteinas,
podem ser associadas de imediato, as analises funcionais. Resultados
preliminares indicam sucesso na caracterizagdao e comparagao entre as
varias proteinas encontradas o que torna este método integrado agil e util na
identificacao e selecdo para estudos funcionais, de proteinas de importancia
para a qualidade do café.

Apoio: CBP&D/Café e FINEP.
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033 - EXPRESSAO DIFERENCIAL EM GENOTIPOS CONTRASTANTES
DE Oryza sativa PARAA TOLERANCIA A SECA (Differential expression
of contrasting genotypes of Oryza sativa in relation to drought
tolerance)

Rabello, A.R.", Rangel, P.H.N.2, Guimaraes, C.M.2, Sales, R.M.0.B.3, Silva,
F.R.4, Costa, M.M.C.5, Togawa, R.C.5, Ferreira, M.E.®, Mehta, A.”

O arroz (Oryza sativa) atualmente vem se transformando em uma
grande “commodity”. A comparagao entre os sistemas em que esta cultura
é plantada no Brasil (sequeiro e irrigado) permite observar que a produgéo
de sequeiro tem se mantido constante ao longo do tempo e menor que a
irrigada, que tem apresentado crescimento nos dois ultimos anos. Acredita-
se que a susceptibilidade as condi¢gdes de seca das cultivares de sequeiro
seja a principal responsavel por esses resultados. Por outro lado, a produgéo
irrigada requer altas quantidades de agua, o que tem levado a restricbes
nesse tipo de sistema. O objetivo desse trabalho foi encontrar genes no
sistema radicular de arroz que sdo expressos em condi¢gao de estresse
hidrico e estudar o seu papel no controle genético da tolerancia a seca.
Assim, foi realizado um ensaio biolégico de stress hidrico em 15 cultivares
de arroz, e em seguida foram selecionadas as variedades Prata ligeiro
(tolerante) e IRAT 20 (suscetivel) para a construgéo de bibliotecas subtrativas
de raiz. Para cada variedade, cDNAs de plantas ndo estressadas foram
empregados na subtracdo de cDNAs de plantas estressadas. Foram obtidas
232 sequéncias proveniente de plantas IRAT 20 e 229 de Prata ligeiro.
Analises in silico mostram que estas 461 seqliéncias correspondem a 237
transcritos distintos: 43 encontrados nas duas variedades, 86 encontrados
apenas em IRAT20 e 108 apenas em Prata ligeiro. Entre os genes reportados
unicamente na variedade tolerante (Prata ligeiro) encontram-se ubiquinonas,
acucares do metabolismo de carboidratos e elementos ligados a fotossintese,
além de sequéncias sem homadlogos ja descritos. A partir dessas analises,
foram identificados genes potencialmente envolvidos com a tolerancia a seca,
0 que é fundamental para o conhecimento do controle genético desta
caracteristica e para o desenvolvimento de linhagens capazes de tolerar
diferentes niveis de estresse hidrico.
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034 - EXPRESSAO HETEROLOGA DE UM INIBIDOR DE SERINO
PROTEINASE (BTCI) DE Vignaunguiculata EM PLANTAS DE Nicotiana
tabacum (Heterologous expression of serine proteinase (BTCI) from
Vigna unguiculatainto Nicotiana tabacum plants)

Bittar, P.D.", Mulinari, F.2, Viana, A.A.B.3, Freitas, S.M. 4, Grossi-de-Sa, M.F.®

Inibidores de proteinases de origem vegetal sdo considerados parte
da defesa desenvolvida pelas proprias plantas contra ataques dos
microorganismos e insetos. Esses inibidores protéicos suprimem as
atividades cataliticas de enzimas envolvidas no estabelecimento e/ou
manutengao do parasitismo e sdo amplamente distribuidos nas sementes
de plantas protegendo, assim, as sementes no seu estabelecimento inicial
e durante a germinagao. Os inibidores de tripsina apresentam uma grande
variedade de isoformas, porém, apenas um numero limitado foi caracterizado.
Uma das isoformas do inibidor BTCI (black-eyed pea trypsin/chymotrypsin
inhibitor), purificada a partir de sementes de Vigna unguiculata foi avaliada
quanto ao potencial em inibir as proteinases de larvas e adultos do bicudo-
do-algodoeiro (Anthonomus grandis), mostrando ser bastante eficiente para
essa praga, em estudos in vitro e in vivo, tendo potencial para ser utilizado
no desenvolvimento de plantas transgénicas. Neste trabalho, esta isoforma
(BTCI-2) foi expressa em plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) visando
melhor avaliar sua eficiéncia sobre o bicudo-do-algodoeiro. A seqiiéncia de
cDNA para o inibidor BTCI-2 foi isolada por PCR, subclonada em vetor da
série pPCAMBIA sob controle do promotor vegetal constitutivo (CaMV35Sd-
AMV) e introduzida em plantas de fumo. Os transformantes estao sendo
avaliados por PCR e western blot. Bioensaios serdo conduzidos com o
bicudo-do-algodoeiro e outros insetos-praga de importancia.

Apoio: CNPqg e EMBRAPA.
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035 - EXPRESSAO HETEROLOGA DO INIBIDOR DE PROTEINASE BTCI
EM Escherichia coli (Heterologous expression of proteinase inhibitor
BTCIlin Escherichiacoli)

Arantes, |.C.", Mulinari, F.2, Quezado, M.3, Grossi-de-Sa, M.F.*

O inibidor BTCI (Black-eyed Pea Trypsin and Chymotrypsin Inhibitor)
€ um inibidor de proteinases de origem vegetal, isolado de sementes de
Vigna unguiculata. Os inibidores sao considerados uma defesa desenvolvida
pelas proprias plantas contra o ataque de patdgenos e insetos. O BTCI é
composto de uma cadeia polipeptidica unica com 83 residuos de aminoacidos
e apresenta 14 residuos de cisteina, formando sete pontes dissulfidicas que
Ihe conferem elevada estabilidade térmica (60 min a 95°C) e atividade em
diferentes pH (pH 3 - 12) . Ensaios in vivo utilizando o inibidor purificado
mostraram que existe grande potencial inibitério para Anthonomus grandis
(bicudo-do-algodoeiro). Este inseto-praga do algodédo se alimenta
principalmente do botédo floral, causando grandes perdas a cotonicultura.
Muitos biopesticidas e inseticidas quimicos s&o ineficientes para matar as
larvas deste inseto que possui o desenvolvimento endofitico, encontrando-
se assim totalmente isoladas dos inseticidas. Dessa forma, este inibidor
pode ser utilizado para produgéo de plantas geneticamente modificadas
resistentes a esta praga. Neste trabalho, foi realizada a expresséo heterdloga
do BTCI em bactéria com o objetivo de isolar a proteina e utiliza-la para a
produgdo de anticorpos, bioensaios e avalicdo das plantas de algodao
geneticamente modificada. A seqiiéncia de cDNA do BTCI (isoforma 2) foi
subclonada em vetor pET 101 para expressdo em Escherichia coli BL21
Star (DE3), em fusdo com epitopo V5 e cauda de seis histidinas. A proteina
heterdloga foi purificada em cromatografia de afinidade Ni-NTA e analisada
em gel de poliacrilamida. Observou-se que o inibidor recombinante possui a
capacidade de formar oligbmeros (monémeros, dimeros, trimeros e
hexameros), como ja descrito para a proteina nativa. Propde-se que o BTCI
em solugao se equilibra entre os estados multiméricos, mantendo sua
atividade inibitéria. Desta forma, ensaios estdo sendo realizados para
avaliacao da presencga de atividade inibitéria e a proteina recombinante,
injetada em coelhos para obtengéo de anticorpos. Os anticorpos obtidos
serdo utilizados para avaliagcdo da expresséo nas plantas de tabaco e algodéo

transformados com BTCI, que estdo em desenvolvimento no nosso laboratério.

Apoio: EMBRAPA, CNPq, PROCAD.
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036 - EVOLUCAO MOLECULAR IN VITRO: PROSPECCAO DE NOVAS
TOXINAS CRY COM ATIVIDADE MELHORADA PARA O BICUDO-DO-
ALGODOEIRO, Anthonomus grandis (In vitro molecular evolution:
generation of new cry toxins with improved activity towards the cotton
boll weevil, Anthonomus grandis)

Ramos, H.B.", Oliveira, G.R.2, Brunetta, P.S.F.%, Barbosa, A.E.A.D .4, Silva,
M.C.M.5, Grossi-de-Sa, M.F.?

As proteinas Cry sdo é-endotoxinas produzidas na forma de cristais
protéicos por cepas de Bacillus thuringiensis durante o processo de
esporulagao. Estas proteinas mostram alta especificidade e toxicidade a
determinadas classes de insetos e invertebrados, o que aumentou o interesse
na busca dos novos genes que codificam moléculas ativas contra o inseto
alvo. Entre os insetos-praga que atacam culturas do algodao, o bicudo-do-
algodoeiro, Anthonomus grandis, € um do mais importante no Brasil. Devido
a seu comportamento endofitico, o controle por meio de inseticidas quimicos
¢é ineficiente. Neste contexto, novas moléculas da toxina cry8, mais ativas
e especificas, foram desenvolvidas para o inseto-praga, bicudo-do-algodoeiro,
utilizando a técnica molecular de DNA Shuffling. A seqiiéncia do gene cry8
foi fragmentada e recombinada aleatoriamente, obtendo assim variantes do
gene, gerando uma biblioteca combinatéria de genes cry mutantes com 10°
transformantes. Os mutantes gerados foram selecionados por phage display,
usando proteinas de membrana do intestino (BBMV) de larvas de A. grandis.
Clones foram, posteriormente, selecionados por bioensaios para validar suas
atividades inseticidas. Estes clones foram seqlienciados para confirmar
mutagoes e 4 clones exibiram atividades melhoradas, aumentada de 2-8
vezes, quando comparadas a proteina codificada pelo gene original. Essas
novas variantes do gene foram submetidas a um novo shuffling, gerando
novas moléculas ainda mais ativas para o inseto alvo. A eficiéncia das
técnicas, DNA Shuffling e phage Display, na evolugdo molecular in vitro sera
discutida.

Apoio: EMBRAPA, FACUAL, FIALGO, CNPq e CAPES.
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037 - FREQUENCIA DE SNPS E EXTENSAO DO DESEQUILIBRIO DE
LIGACAO AO LONGO DOS GENES CCR E CAD EM Eucalyptus grandis,
E. globulus E E. urophylla (SNP frequency and extent of linkage
disequilibrium along the genes CCR and CAD in Eucalyptus grandis,
E. globulus and E. urophylla)

Faria, D.A.", Alves, T.P.M.2, Pereira, R.W.3, Grattapaglia, D.#

O conhecimento dos padrdes de desequilibrio de ligacdo (DL) ou
associagdo ndo ao acaso entre marcadores moleculares ao longo de um
genoma é fundamental para planejamento de estudos de associagdo com
uma abordagem de varredura genémica (whole genome scan) ou genotipagem
de SNPs em genes candidatos. Genomas com valores elevados de DL por
longas extensdes de sequéncia possibilitam uma abordagem de varredura
genOdmica embora a resolugéo para o descobrimento de genes seja limitada.
Extensdes curtas de DL, por outro lado, requerem a genotipagem localizada
em genes candidatos, porém permitem a identificagdo dos SNPs causais
ou fisicamente muito proximos a eles. Este estudo visou identificar SNPs e
estabelecer o padrdo de DL nos genes Cinamoil-CoA Redutase (CCR) e
Cinamil Alcool Dehidrogenase (CAD), dois genes chave no processo de
lignificagdo, em popula¢des naturais de Eucalyptus globulus, E. grandis e
E. urophylla. Iniciadores para amplificagédo de fragmentos de cerca de 400
pb sobrepostos ao longo da regido gendémica dos dois genes foram
desenhados utilizando sequéncias depositadas em bancos de dados e
seqléncias gendmicas geradas no ambito do Genolyptus pelo
sequenciamento “shot gun” de BACs. Em termos de diversidade nucleotidica,
os resultados indicam para valores altos em ambas as regides estudadas.
Em média foi estimado 1 SNP a cada 70 pb. Foram identificados SNPs
polimérficos entre espécies e fixados dentro das diferentes espécies.
Similaridade mais elevada foi observada entre E. grandis e E. urophylla e
maior distanciamento genético das duas em relagdo a E. globulus. Em
termos de desequilibrio de ligagao os resultados mostram que para o gene
Cinamoil-CoA Redutase (CCR) o DL nao se estende por mais de 200pb em
uma regiao de 1.7kb. Nenhum bloco haplotipico caracteristico foi identificado
nessa regido e como conseqiéncia o nimero de SNPs para captar toda a
diversidade haplotipica foi extremamente alto. Os resultados do
seqlienciamento de 2.7 kb do gene CAD apontam resultados similares ao
encontrado para o gene CCR, corroborando a expectativa de uma extensao
limitada de DL em espécies de Eucalyptus, preferencialmente alégamas,
com elevada heterogeneidade genética e de recente de domesticagao. Estes
resultados sugerem dificuldade em adotar uma abordagem de “whole genome
scan” em Eucalyptus dada e elevada densidade de SNPs necessarios, da
ordem de milhdes. No entanto, reforgam a importancia dos trabalhos voltados
ao descobrimento de genes candidatos via estudos integrados de
mapeamento de QTLs e expressao génica.
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038 - IDENTIFICAGCAO DE ESTS TECIDO-ESPECIFICAS NO BANCO DE
DADOS DO GENOMA FUNCIONAL DE Coffea SPP. (Identification of
tissue-specific ESTs in the Coffea spp. functional genomic database)

Santos, D.B.M.", Silva, F.R.2, Almeida, J.D.3, Barros, L.M.G.3, Sobral, L.T.*
Carneiro, M.2

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, respondendo
por cerca de um quarto da produgdo mundial. Visando fornecer informagdes
sobre o genoma do cafeeiro aos pesquisadores que buscam desenvolver
variedades melhoradas, buscando manter produtividade e qualidade, foi
elaborado e executado o projeto Brasileiro Genoma Café. Nesse projeto
foram seqlienciadas 214.964 ESTs (Expressed Sequenced Tags) escolhidas
aleatoriamente de 41 bibliotecas de cDNA de C. arabica, C. canephora e C.
racemosa, representando diferentes tecidos em estagios especificos de
desenvolvimento e tecidos submetidos a estresses bidtico e abidtico. As
ESTs foram agrupadas em 32.959 clusters (UniGenes), dos quais cerca de
22% tém funcao desconhecida. O objetivo deste trabalho foi identificar, no
banco UniGene, ESTs abundantes e inéditas preferencialmente expressas
em raiz, folha, flor ou fruto, que no futuro serao utilizadas na prospeccao de
seus respectivos promotores. Para tanto, foram realizados Testes Exatos
de Fisher, contrastando bibliotecas de ESTs de um unico tecido contra
bibliotecas dos demais tecidos. Os resultados apontaram 103 UniGenes
tecido-especificos, sendo 18 de folhas, 40 de frutos, 14 de raiz e 31 de
botdes florais. O Blast destas sequéncias apontaram 84% de ESTs
homdlogos a seqliéncias conhecidas e 16% inéditas. De posse desses
dados, a préxima etapa sera validar os UniGenes selecionados mediante
ensaios de Northen blot e RT-PCR.
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039 - IDENTIFICACAO DE GENES DAS FAMILIAS PROTEICAS CBL e
CIPK A PARTIR DE ANALISES IN SILICO DA BASE DE DADOS DO
GENOMA CAFE (ldentification of genes encoding calcineurin B-like
(CBL) proteins and CBL-interacting protein kinases by in silico analysis
of the coffee-EST database)

Carmo, J.R.", Sales, R.M.0.B.", Silva, F.R.2, Andrade, A.C.3

Luminosidade, estresses biodticos e abidticos provocam alteragdes
na concentragao intracelular de Ca?" nas células vegetais. Assim, ions de
célcio funcionam como mensageiros secundarios nas respostas fisioldgicas
das plantas aos estimulos externos. A regulagdo das células-guarda dos
estdmatos, crescimento das raizes secundarias e do tubo polinico séo
processos acompanhados por alteragdes distintas, nos niveis de
concentragdo de calcio. Proteinas que se ligam ao célcio sdo os sensores
moleculares a essas alteragdes espaciais e temporais, dos niveis de calcio.
Proteinas “Calcineurin B-like” (CBL) representam um grupo de sensores de
calcio, descritas recentemente, em plantas. Essas proteinas sao
simultaneamente, similares a subunidade reguladora B da calcineurin (CNB)
e aos sensores neuronais de calcio (NCS) em animais. As proteinas CBL
contém o médulo “EF-hand” como a base estrutural para a ligagcao ao célcio
e interagem especificamente com um grupo de proteinas Ser/Thr quinases,
designadas como proteinas quinases que interagem com as proteinas CBL
(CIPKs — CBL Interacting Protein Kinases). As proteinas CIPKs representam
o alvo dos sinais de calcio percebidos e transferidos pelas proteinas CBL.
Dentre as proteinas CBL e CIPK ja caracterizadas funcionalmente, varias
estdo envolvidas em rotas de sinalizagdo que mediam especificamente as
respostas e adaptacdo aos estresses salinos, na regulagéo das respostas
ao acido abscisico e nas respostas transcricionais induzidas por baixas
temperaturas. A inativagdo da proteina AtCBL1 resulta em plantas sensiveis
a seca e ao estresse salino, pois afeta a regulagdo da expressao de fatores
de transcricdo e de outros genes responsivos ao estresse. Este trabalho
visou realizar uma analise prospectiva dos genes que codificam as proteinas
das familias CBL e CIPKs, presentes na Base de Dados do Genoma Café.
Essa analise baseou-se na identificagdo de genes de café com alta
similaridade aos previamente descritos e caracterizados como genes
envolvidos na resposta aos estresses abioticos, em outras espécies vegetais.
Através das analises de tBlastn, genes de café com alto nivel de similaridade
(e-value de 10-20) aos genes pesquisados, foram identificados. Pode-se
concluir, que a utilizagdo da Base de Dados do Genoma Café € uma
ferramenta poderosa na rapida identificagdo e selegdo de potenciais genes
de interesse agrondmico de café, para a realizagao de ensaios experimentais
de caracterizagdo funcional.

Apoio: CBP&D-Café e FINEP.
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040 - IDENTIFICACAO DE MARCADORES RGA EM UMA BIBLIOTECA
DE ESTS PARA ESPECIES SILVESTRES DE Arachis REPRESENTATIVAS
DOS GENOMAS AA E BB DE AMENDOIM (Identification of RGA markers
in an EST library for representative wild Arachis species of the AA
and BB genomes of cultivated peanut)

Ferraz, M.L.", Alves, D.M.T.2, Pereira, R.W.3, Guimaraes, P.M.* Bertioli, D.J.5,
Leal-Bertioli, S.C.M.®

Um dos destaques na familia Leguminosae é o amendoim cultivado
(Arachis hypogaea L.), espécie de grande interesse econdmico por serrica
em proteinas e 6leo. Esta planta é bastante susceptivel a estresses bidticos
e abidticos, para os quais muitas das espécies silvestres sao resistentes.
Identificando e isolando marcadores analogos a genes de resisténcia (RGAs)
localizados em espécies silvestres, podem auxiliar na introgresséo dos
mesmos em variedades cultivadas, dificultando a quebra da resisténcia pelo
patégeno. Deste modo, foram desenhados 33 pares de primers para
seqiéncias RGAs do banco de EST (Expressed Sequence Tags) e testados
em espécies silvestres representativas dos genomas AA e BB de Arachis,
parentais para dois popula¢des de mapeamento para estes dois genomas.
Destes, 26 pares de primers amplificaram em ambos 0s genomas, sendo
cinco polimérficos em tamanho entre os parentais da populagdo AA. Bandas
monomorficas geradas por 11 pares de primers foram seqlienciadas e
avaliadas para se obter polimorfismo de seqiiéncia e possibilitar o desenho
de novos primers a partir de SNPS (Single Nucleotide Polymorphism),
baseado no método ARMS-PCR, CAPs ou dCAPs. Aqueles que
apresentarem polimorfismo serdao genotipados nos individuos F2 de uma
populagdo segregante para doengas importantes do amendoim.
Posteriormente esses marcadores serdo inseridos no mapa genético de
Arachis recém construido.
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041 - IDENTIFICACAO DE MECANISMOS DE RESISTENCIA A
Meloidogyne incognita EM FEIJAO E ALGODAO ATRAVES DA
GENOMICA COMPARATIVA (ldentification of resistance mechanisms
to Meloidogyne incognita in beans and cotton by comparative
genomics)

Santana, C.G.", Andrade, A.E.?, Guimaraes, L.M. 3, Paes, N.S.4, Fragoso,
R.%, Sales, R. M.0.B.5, Silva, F.R.7, Oliveira, J.T.A.28, Gurgel, F.L.® Carneiro,
R.M.D.®, Grossi-de-Sa, M.F."°, Mehta, A."°

Atualmente a gendmica comparativa tem sido uma importante
ferramenta para a interpretacéo, descrigéo e predigcdo das fungdes de genes
que se encontram disponiveis nos bancos de dados. Bibliotecas subtrativas
de cDNA de gendtipos resistente e suscetivel de feijao de corda e algodao
infectados com Meloidogyne incognita foram construidas. Foram obtidos
440 reads das bibliotecas de feijao, formando 205 clusters e 628 reads das
bibliotecas de algodao, formando 284 clusters. O objetivo deste estudo foi,
através da gendmica comparativa, analisar as seqiiéncias de feijao e algodao
para buscar mecanismos comuns relacionados a resisténcia a M. incognita.
A comparagéo da tradugao das seqiiéncias de algodéo e feijao revelou a
existéncia de 92 clusters homélogos entre as duas espécies, dos quais 19
sdo formados exclusivamente por sequéncias oriundas dos gendtipos
resistentes. Aandlise destes 19 clusters revelou que algumas proteinas nao
apresentaram similaridade nos bancos de dados enquanto outras mostraram
similaridade com proteinas hipotéticas e proteinas relacionadas com a
resposta a ferimentos e resisténcia a insetos e patdgenos, incluindo
lipoxygenases, cytochrome P450, epoxide hydrolase, entre outras. E possivel
que as proteinas de fungdo desconhecida tenham um papel fundamental na
resisténcia da planta a infecgdo por M. incognita. Um total de 12 clusters
foram formados por reads provenientes apenas de bibliotecas de gendtipos
suscetiveis. A maior parte destes clusters mostrou similaridade com proteinas
de fungdo desconhecida, que podem ser importantes para os processos de
defesa da planta.

Apoio: EMBRAPA e FAPDF/CNPq.
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8 Agrénomo, Ph.D., Universidade Federal do Ceara
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042 - IDENTIFICAC}AO E CARACTERIZACAO DE HOMOLOGOS DE GENES DE
RESISTENCIA A ESTRESSES BIOTICOS E ABIOTICOS EM Musa acuminata
(Identification and characterization of homologs of biotic and abiotic stress
resistance genes in Musa acuminata)

Santos, C.R.", Martins, N.F.2, Araujo, M.M.3, Togawa, R.C.4, Buzar, A.G.R.®, Farias,
M.P., Souza Junior, M.T.”

A banana é cultivada em varios paises tropicais possuindo um importante
papel econdmico e social. E uma cultura que esta constantemente submetida
as variagcdes ambientais e que apresenta variedades susceptiveis ao ataque
de patégenos. Tais estresses sao responsaveis pela diminuigdo na sua
produtividade. Para superar estes estresses bidticos e abidticos as plantas
tém desenvolvido mecanismos para perceber sinais externos e manifestar
respostas bioquimicas, fisiolégicas e morfoldgicas. A elucidagdo do controle
molecular destas modificagdes pode resultar em plantas mais tolerantes
baseando-se na expressao de genes relacionados com a resisténcia. Visando
entender expressdo de genes relacionados com resisténcia em banana o
objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar homdélogos de genes
relacionados com resisténcia a estresse bidtico e abidtico presente no banco
de sequéncias gendmicas de banana - DATAMusa. A identificagéo de clones de
cDNA de interesse foi realizada através de uma busca utilizando-se palavras-
chave no banco de sequéncias gendmicas DATAMusa (http://genoma.embrapa.br/
musa/index.html/DATA_musa.html). Os clones de cDNA que apresentaram
homologia com os genes relacionados com resisténcia foram agrupados com
a ferramenta PHPH e as sequéncias consenso foram submetidas a uma analise
para a identificagdo da melhor janela de leitura através da ferramenta ORF
Finder seguida por uma analise de Blastx contra o banco de proteinas SwissProt.
Para o estudo de filogenia as seqliéncias protéicas foram analisadas com a
ferramenta MEGA 3. A analise da expressao foi realizada por RT-PCR, utilizando-
se RNA total de folha, casca verde, flor masculina e raizes como template, e
primers especificos desenhados a partir das sequéncias consenso dos genes
de interesse. Por meio de analises preliminares foi possivel identificar
aproximadamente 24 homoélogos de genes relacionados com resisténcia, entre
eles chitinase, PR-1, PR-10, germin-like protein, ascorbate peroxidase,
gluthatione peroxidase, heat shock proteins, peroxiredoxin, superoxide
dismutase, salt tolerance protein, lectin, 14-3-3 protein. Até 0 momento apenas
Salt tolerance protein foi caracterizada apresentando um perfil de expressao
em folhas, casca verde e raizes de banana.

'Bioinformatica,Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/CNPq
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043 - INIBIDORES DE 0--AMILASE E SUA APLICACAO NO CONTROLE
DA BROCA-DO-CAFE (Alpha-amylase inhibitors and its application to
control coffee-berry borer)

Barbosa, A.E.A.D.", Barros, E.V.S.A.2, Gomes Junior, J.E.3, Grossi-de-Sa,
M.F.4

O Brasil € o maior produtor mundial de café, detendo 36% do
mercado, e as espécies Coffea arabica (65%) e Coffea canephora (35%)
sd0 as mais comercializadas. As plantagdes de café sdo atacadas por
uma série de pragas agricolas, sendo a principal delas a broca-do-café
(Hypothenemus hampei). Este coledptero é bastante dificil de ser controlado,
pois passa todo o ciclo de vida protegido dentro do fruto do café. O controle
é restrito a utilizacdo de inseticida carcinogénico e toxico para o meio
ambiente. Recentemente, foi demonstrando em experimentos in vitro que o
inibidor 0-Al1 do feijao Phaseolus vulgaris inibe a atividade das duas o-
amilases presentes no trato intestinal da broca-do-café. Foi demonstrado
que um inibidor de ai-amilase presente em acessos do feijdo selvagem

Phaseolus coccineus (alPC) é altamente ativo contra 0i-amilases desta praga.
A disponibilidade destes genes e de técnicas eficientes para transformar
geneticamente C. arabica e C. canephora tornaram possivel a obtencéo de
plantas de café transformadas com o gene do inibidor 0-Al1 para o controle
da broca. Utilizando a técnica de biobalistica em calos embriogénicos de C.
arabica foram obtidas 6 plantas positivas para o gene 0-Al1, ja identificadas
via Southern blot. Estas plantas estdo com baixo nimero de cépias, 5
delas com 1 copia e apenas uma planta com duas copias do gene. Os
calos embriogénicos de C. arabica e C. canephora transformados com o
inibidor do feijao P. coccineus estdo em meio de indugao de regeneragao e
selecdo. Duas das plantas positivas por Southern blot estdo em floragao e
logo sera possivel avaliar o nivel de expressao do inibidor e a atividade dos
frutos transgénicos no controle da broca-do-café via bioensaios. O resultado
deste trabalho podera tornar a producdo do café brasileiro menos impactante
ao meio ambiente, mais competitivo no mercado internacional e um produto
final com maior qualidade.

Apoio: Consoércio Brasileiro de Pesquisas do Café, CAPES, EMBRAPA.
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“Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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044 - INTEGRACAO DE LOCOS ESTS-SSR E LOCALIZAGCAO DE QTLs PARA
QUALIDADE DA MADEIRA EM UM MAPA GENETICO DE Eucalyptus grandis X E.
urophylla (Integration of EST derived microsatellites and mapping of QTLs for
wood quality on agenetic map of Eucalyptus grandis X E. urophylla)

Mamani, E.M.", Grattapaglia, D.2

Em Eucalyptus, a estratégia de hibridagao interespecifica tem resultado
em um aumento do ganho de produgao por explorar do vigor hibrido, resultante
da combinacédo de pools génicos diferentes. A constru¢do de mapas de ligacao
a partir destes cruzamentos torna-se uma ferramenta eficiente para a localizagao
de QTLs guiando posteriores experimentos de descobrimento de genes. A
validacdo destes QTLs em diferentes familias geneticamente nao relacionadas
fornece bases sodlidas para a utilizagdo destas informagdes para o
melhoramento assistido por marcadores. Para tal, um grande numero de locos
microssatélites esta sendo desenvolvido no nosso laboratério, utilizando fontes
de seqliéncias do projeto Genolyptus incluindo: bibliotecas enriquecidas;
sequenciamento gendmico e mineragdo de bancos de ESTs. O objetivo é a
geracdo de mapas referéncia envolvendo um amplo conjunto de locos com
perfil de amplificagéo robusta, altamente transferiveis entre diferentes pedigrees.
Neste trabalho foi construido um mapa derivado de um cruzamento E. grandis x
E. urophylla. A partir da avaliacdo de uma bateria de aproximadamente 500
locos, 277 deles apresentaram-se informativos para mapeamento, dos quais
27% correspondem a locos derivados de sequéncias codantes (ESTs). Utilizando
genotipagem por deteccao fluorescente na plataforma ABI 3100,foram mapeados
189 locos altamente polimorficos aderindo a segregagdo medeliana sendo
que 75% deles segrega para ambos os genitores envolvendo 3 ou 4 alelos. A
construcdo do mapa integrado foi realizada utilizando o software JoinMapO 3.0
que permite combinar diferentes tipos de segregacdo. Através desta analise
foram gerados 11 grupos de ligacdo a um LOD 10 e fragdo maxima de
recombinacao 0,40 cm, o numero de locos por grupo foi variavel, entres 10 e 35
locos. Do total de 49 locos mapeados derivados de ESTs 44 foram incorporados
ao mapa integrado distribuindo-se amplamente em todo o genoma. A maioria
destes locos foi derivado de regides 5’ UTR de genes envolvidos em fatores de
resposta a choque térmico, kinases e proteinas com dominios de ligagao a
DNA. A partir de um grupo menor de 100 locos foram construidos mapas
individuais para cada genitor seguindo a estratégia de pseudo test-cross
utilizando o software MapMarker 3.0. Com base nestes mapas foi realizada
uma analise de QTL por intervalo utilizando o software QTL Cartographer 2.5
para dados fenotipicos de caracteristicas da fisico-quimicas da madeira medidas
por NIRS (Espectrometria de Infravermelho Préximo). No total, entre ambos os
genitores foram encontrados 9 QTLs a um LOD 3 ou superior, 6 para o genitor
U15 e 3 para o genitor G38. Foram localizados QTLs de grande efeito para teor
de lignina e para a relagao Siringil/Guaicil lignina, caracteristicas relevantes da
qualidade da madeira no processo de producdo de celulose branqueada.
Apoio: CAPES, Projeto GENOLYPTUS — MCT, FINEP.
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2Eng. Florestal, Ph. D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

88



045 - MAPEAMENTO DE MICROSSATELITES DERIVADOS DE EST EM
CRUZAMENTOS INTRA E INTERESPECIFICOS DE Eucalyptus (Mapping
EST derived microsatellites in intra and interspecific crosses of
Eucalyptus)

Sena, J.S.', Padua, J.G?2, Pappas Junior, G.J.3, Grattapaglia, D.*

Mapas genéticos tém sido amplamente empregados na deteccéo
de QTL e no isolamento de genes envolvidos no controle de caracteristicas
de importancia econdmica. Para espécies de Eucalyptus ja estdo disponiveis
mapas genéticos de microssatélites derivados principalmente de seqliéncias
gendmicas, nos quais foram detectados QTL para varias caracteristicas
silviculturais. Este trabalho visou o desenvolvimento e mapeamento de novos
microssatélites derivados de sequéncias de genes expressos (ESTs). Fez-
se triagem no banco de EST do projeto Genolyptus em busca de regides
com repeticoes de microssatélites priorizando regides 5’-UTR. Buscando
as estratégias de melhoramento do eucalipto que utilizam intensivamente a
hibridizagao interespecifica, procurou-se verificar a transferibilidade destes
microssatélites entre diferentes espécies. Para 12 arvores abrangendo 5
espécies de Eucalyptus, que constituem os parentais das varias familias
segregantes do projeto, uma bateria de 230 pares de primers foi avaliada
quanto a qualidade de amplificagédo e nivel de polimorfismo. Destes, cerca
de 44,8% (103 pares) amplificaram algum produto, sendo 81 (78,6%)
polimérficos e 22 (21,4%) monomorficos. Observou-se um nivel elevado de
transferibilidade interespecifica completa (77,7%) destes microssatélites.
Apenas um loco mostrou amplificagdo especifica para a espécie E.
camaldulensis, ndo sendo possivel a amplificagao para as outras espécies
utilizadas. Para o restante dos locos testados, a transferibilidade foi de no
minimo 50%. De posse destas informagdes e do tamanho do produto
amplificado, foram selecionados 36 novos microssatélites e sintetizados
pares de primers marcados com os fluorocromos 6-FAM ou HEX. Trés familias
segregantes estdo sendo genotipadas com estes microssatélites, para
posicionar estes marcadores nos respectivos mapas genéticos. Dos 36
marcadores foram observados 24, 26 e 28 locos informativos para um
cruzamento puro de E. globulus (EG) e dois hibridos envolvendo E. grandis
e E. urophylla (EGU). Destes, 25,0% mostraram-se totalmente informativos
(com 3 ou 4 alelos segregando) para o cruzamento EG e 61,5% e 42,8%
para os dois cruzamentos EGU. Comparando-se estes locos de EST com
outros de biblioteca genémica enriquecida, a quantidade de locos totalmente
informativos é cerca de 50% menor. Apesar dessa desvantagem, a utilizagdo
de locos derivados de EST é muito interessante para estudos de sintenia,
podendo ser utilizados como marcadores-ancora entre mapas distintos,
auxiliando no processo de validagdo de QTL.

Apoio: Projeto Genolyptus MCT-FINEP e CNPq
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046 - PEPTIDEO INSETICIDA RECOMBINANTE DERIVADO DE UREASE
DE Canavalia ensiformis: JABURETOX-2EC (Jaburetox-2Ec: an
insecticidal peptide derived from an isoform of Canavalia ensiformis
urease)

Mulinari, F.", Stanisguaski, F.2, Bertholdo-Vargas, L.R.3, Oliveira-Neto, O.B.4,
Rigden, D.J.%, Carlini, C.R.%, Grossi-de-Sa, M.F.”

A transformacgao genética de plantas com genes exdgenos codificando
fatores de resisténcia em plantas € uma interessante para diminuir perdas
na producdo. Estudos vém sendo realizados visando obter proteinas
inseticidas. Foi descrita a atividade entomotéxica da Canatoxina (CNTX),
uma isoforma de urease de Canavalia ensiformis, contra diferentes espécies
de insetos. Sua toxicidade depende da liberagao de um peptideo interno de
10 kDa, denominado pepcanatox, gerado pela hidrélise da CNTX por enzimas
tipo catepsina do trato digestivo de insetos suscetiveis. A partir da sequéncia
N-terminal do pepcanatox, foram desenhados iniciadores para a amplificagédo
de um fragmento de 270 pb, correspondente ao pepcanatox, a partir do
gene de uma isoforma de urease, clonada a partir de C. ensiformis (JBURE-
II). Este fragmento, denominado jaburetox-2Ec, foi subclonado no vetor de
expressdo pET 101 para obtencédo de expressao heterdloga de Jaburetox-
2Ec em células de Escherichia coli (BL21 star) em fusdo com o epitopo V-
5 e seis histidinas na extremidade C-terminal. Jaburetox-2Ec recombinante
foi purificado por cromatografia de afinidade a Ni (Ni-NTA) e utilizado no
bioensaio contra o hemiptero Dysdercus peruvianus. Ninfas de 2° estagio
foram alimentadas com dietas de farinha de algodao contendo Jaburetox-
2Ec 0,01% m/m e apds 11 dias, todos os insetos estavam mortos. Ensaios
realizados contra larvas de Spodoptera frugiperda resultaram em 100% de
mortalidade. Estudos de modelagem molecular de Jaburetox-2Ec foram
realizados para auxiliar na investigagdo do possivel mecanismo de agéo e
revelaram um motivo “B-hairpin”. Esta estrutura, comparada com outros
peptideos, indica uma atividade inseticida baseada tanto em neurotoxicidade
quanto em permeabilidade celular. Estes resultados despertam interesses
na investigagdo do potencial deste peptideo para uso como bioinseticida
doméstico e/ou agricola, bem como a geragao de plantas transgénicas
resistentes a insetos. Recentemente, plantas de tabaco foram transformadas
com Jaburetox-2Ec, utilizando vetor pCAMBIA 2300. Os potenciais
transformantes, aclimatados em casa de vegetagdo, estdo sendo testados
quanto a insergdo do gene através da técnica de PCR e as plantas
transgénicas serdo avaliadas quanto a resisténcia ao ataque de insetos.

Apoio: EMBRAPA, PRONEX, CNPq, FAPERGS, CAPES e PROCAD.
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047 - PROMOTOR DO GENE WAXY DE MILHETO (Pennisetum glaucum):
CONSTRUCAO DE UM VETOR PARA ESTUDOS FUNCIONAIS EM
PLANTAS (Pearl millet (Pennisetum glaucum) waxy promoter: the
construction of avector for functional studies in plants)

Monise, J.N.P.", Gander, E.S.2, Marcellino, L.H.3

O milheto € uma graminea de grande importancia econémica, sendo
usada tanto na alimentagao animal como na humana, neste ultimo caso
especialmente na Africa e na Asia. Trata-se de um cereal da mesma familia
do milho, porém altamente adaptado a condi¢gdes adversas de clima e solo.
Estas caracteristicas fazem desta planta uma fonte de genes e seqiiéncias
regulatérias Uteis nos programas de melhoramento genético de gramineas
via transgenia. Na busca de um promotor adequado para expressao de genes
em gramineas, isolamos 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. Assim,
esta regido representa um candidato promissor para fornecer um promotor
semente-especifico para gramineas. Para a clonagem deste promotor,
amplificou-se por PCR, a partir do DNA genémico de milheto, um fragmento
de ~ 900 pb correspondente a regiao de interesse, usando primers
desenhados a partir da regido 5’ do gene waxy (AF488414). A analise da
seqliéncia demonstrou a presenga de regides caracteristicas de promotores.
Além disto, pode-se observar uma diferenca entre o fragmento isolado e o
disponivel no banco de dados, cerca de 1000 pb estdo ausentes. Para testar
afuncionalidade do fragmento, este foi sub-clonado a montante do gene gus
presente no plasmideo pBl 221. Inicialmente o promotor CaMV35S, que
controla a expressao de gus neste plasmideo, foi retirado utilizando-se as
enzimas de restricdo Pst | e Sma I. O fragmento de 4.900 pb resultante foi
tratado com “Klenow” para gerar extremidades abruptas e ligado ao promotor
waxy. Os plasmideos resultantes foram analisados por digestao com enzimas
de restricdo demonstrando a clonagem do fragmento. Quatro plasmideos
foram selecionados e serdo sequienciados para a confirmagéao da orientagdo
adequada da regido promotora. Uma vez obtido o plasmideo esperado, este
sera utilizado para avaliar a funcionalidade do fragmento em testes da
expressao transiente de gus em plantulas de milheto.

Apoio: CNPqg e EMBRAPA.
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048 - TRANSFORMACAO DE PLANTAS DE ALGODAO (Gossypium
hirsutum VAR. BRS CEDRO) RESISTENTE A INSETOS-PRAGA (Cotton
plant transformation (Gossypium hirsutum var. BRS Cedro) resistant
to insect-pests)

Oliveira, R.S.", Oliveira Neto, O.B.2, Evangelista, 1.B.R.?, Costa, P.H.A.%, Paes,
N. S.5, Muchagata, I.S., Gurgel, F.L.2, Dias, S.C.7, Rocha, T.L.8, Lima, L.M.®,
Mattar, M.C.S.°, Grossi-de-Sa, M.F.°

O Brasil € um dos maiores produtores de algoddo no mundo, mas
sua produtividade é reduzida por pragas, entre estas o Anthonomus grandis
e Spodoptera frugiperda. Visando o controle desses insetos-praga, este
trabalho buscou obter uma cultivar brasileira geneticamente modificada
resistente. Atécnica a transformacao, via tubo polinico, consistiu na aplicagao
de uma solucao de DNA na parte superior da maca jovem apés a polinizagéo.
Assim, o DNA exdgeno pode alcangar o ovario através da passagem deixada
pelo tubo polinico e integrar as células zigéticas ja fertilizadas, porém nao
divididas. Inicialmente estabeleceu-se um cultivo de algodao, cultivar BRS
Cedro, em casa de vegetagao e no periodo de floragéo, logo apds a polinizagéo
e fecundacado, quando as flores apresentam coloragcdo roxa, foram
microinjetados 10 mL da construgéo a uma concentragéo de 100 ng/mL. A
construgéo utilizada na transformagao via tubo polinico contém dois genes,
sendo um codificador do inibidor BTCI (inibidor de tripsina Bowman-Birk e
inibidor de quimotripsina) e outro da Tarina (manose lectina), com atividades
contra o bicudo-do-algodoeiro e lagarta-do-cartucho, respectivamente. Foram
colhidas 7.849 sementes que estdo sendo submetidas a teste de selegao
com o antibiético canamicina. Até o0 momento, 46 plantas apresentaram
resisténcia ao antibiético. Destas, 22 plantas tiveram o DNA extraido a partir
de folhas segundo o protocolo CTAB 2% para serem submetidas a analise
de PCR e Southern blot. Aanalise por PCR dos transformantes foi realizada
com as 22 plantas selecionadas, utilizando oligonucleotideos para o promotor
358d do virus do mosaico da couve-flor duplicado (CaMV35Sd) e para os
gene bcti e tar. As plantas transformadas positivas para a presenga dos
genes foram avaliadas para identificar o nivel de expressao das proteinas e
bioensaios foram realizados com os insetos-praga, A. grandis e S. frugiperda.

Apoio: EMBRAPA, FACUAL e FIALGO
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049 - USO POTENCIAL DO INIBIDOR DE 4-AMILASE DE TRIGO 0.53
NO CONTROLE DE BRUQUIDEOS (Potential use of wheat 4-amylase
inhibitor 0.53 to control of bruchids)

Lima, J.N.", Mulinari, F.2, Oliveira-Neto, O.B.3, Valenca, A.J.%, Arboleda,
J.W.4, Grossi-de-Sa, M.F.5

Este projeto tem como objetivo estudar o potencial inseticida do
inibidor de a-amilase 0.53 sobre os insetos-praga de grédos armazenados
de feijao, visando sua utilizacdo em programas de melhoramento genético
de plantas. Plantas de trigo foram escolhidas como fonte vegetal devido
a presenca de inUmeras isoformas de inibidores de a-amilases em suas
sementes. Os inibidores de a-amilases, presentes em sementes de trigo
(Triticum aestivum), foram isolados e caracterizados e o gene para o
inibidor 0.53 foi isolado utilizando técnicas de RT-PCR, utilizando cDNAs
como molde. Asequéncia para o inibidor 0.53 foi, entdo, subclonada no
vetor de expressao pPICZaA (pFSP-pPICZaA-0.53) e a expressao do
inibidor 0.53 recombinante foi realizada em células de levedura metilotréfica
Pichia pastoris. Apos estabelecimento das condigbes de expressao, a
proteina recombinante expressa e secretada no meio de cultura, foi
purificada por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance). Ensaios
in vitro utilizando as a-amilases dos insetos-praga: Acanthocelides
obtectus, Zabrotes subfasciatus, Callosobruchus maculatus e a a-
amilase pancreatica de porco (PPA), mostraram que a atividade desse
inibidor € dependente das condi¢des de pH. Em pH 4,5, o inibidor 0.53
foi capaz de inibir unicamente as a-amilases dos diferentes insetos, nao
apresentando nenhuma atividade para a a-amilase pancreatica de porco
(PPA). Em condic¢des de pH 7,2, o inibidor recombinante 0.53 foi capaz
de inibir unicamente a amilase de mamifero, PPA, inibindo cerca de
90% de sua atividade, nao sendo ativo para a-amilases dos insetos alvo.
A aplicagao biotecnolégica deste inibidor no controle de insetos-praga
sera discutida.
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050 - ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS AO
ESTRESSE OXIDATIVO EM EMBRIOES CLONES E PARTENOGENETICOS
BOVINOS (Expression analysis of oxidative stress related genes in
bovine cloned and parthenogenetic embryos)

Moura, M.T.", Mundim, T.C.D.?, Dode, M.A.N.3, Franco, M.M.3, Rumpf, R.3

A clonagem por transferéncia nuclear (TN) € uma ferramenta importante
para a pesquisa e para a area aplicada. Apesar de ser replicavel, a eficiéncia
da técnica permanece muito baixa. Esta, por sua vez, tem sido correlacionada
a incompleta reprogramacao epigenética. Um exemplo desta afirmacgéo é o
maior desenvolvimento dos embrides clones utilizando meios especificos
para cultivo de células somaticas. Ha uma crescente preocupagao sobre a
formacéao de radicais livres e o conseqliente estresse oxidativo sobre o
desenvolvimento de embrides in vitro. Seu monitoramento é fundamental
para obtencdo de bons indices de desenvolvimento. No entanto, ndo ha
relatos na literatura sobre o estresse oxidativo em embrides clones por TN.
O objetivo deste trabalho foi analisar a expressao dos genes Catalase, GPX4
e MnSOD, que estao relacionados a rotegao contra o estresse oxidativo,
em embrides bovinos oriundos de TN e compara-los aos partenogenéticos.
Para a produgao dos embrides, ovécitos obtidos de ovarios de abatedouro
foram maturados in vitro por 20h em meio TCM-199 modificado em estufa
com atmosfera de 5% de CO, em ar. A enucleagé&o e a reconstrugéo foram
realizadas através do uso de micromanipuladores acoplados a um
microscopio invertido. Foram utilizados fibroblastos cultivados in vitro de
uma vaca adulta como doadores de nucleo. A fusao foi realizada utilizando o
eletrofusor BTX® ECM 200 e a ativagdo partenogenética com lonomicina e
6-DMAP. As estruturas foram cultivadas em meio SOFaaci sobre
monocamada de células da granulosa em ar. Dois pools de embrides, um
com 15 embrides clones e um com 15 partenogenéticos de quatro
manipulacdes na fase de blastocisto, sete dias apds a ativagdo foram
utilizados para as analises. Para a extracdo do RNA total foi utilizado Trizol
Reagent - Invitrogen® seguindo recomendacgdes do fabricante, mas com
modificagdes. As amostras de RNA foram tratadas com DNAse seguindo
para a sintese de cDNA com primers Oligo dT, sendo posteriormente
amplificadas por PCR (RT-PCR semiquantitativa). Para a quantificagao relativa
foi usado o gene constitutivo GAPDH. A Catalase n&o foi detectada em
clones sugerindo niveis muito baixos ou auséncia de transcrigdo. Os genes
GPX4 e MnSOD apresentaram expressao relativa maior nos embrides
partenogenéticos em relacéo aos clones. Apesar dos resultados preliminares,
ha a necessidade de uma investigacdo mais detalhada sobre o impacto do
estresse oxidativo no desenvolvimento de embrides produzidos por TN.

Apoio: CAPES e EMBRAPA.
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051 - ANALISE DE EXPRESSAO GENICA EM EMBRIOES BOVINOS
PRODUZIDOS IN VITRO A PARTIR DE OVOCITOS COLETADOS DE
VACAS SUBMETIDAS A DIFERENTES NIVEIS DE INGESTAO ALIMENTAR
(Gene expression analysis onin vitro produced embryos from oocytes
obtained of cows submited to different levels of feed intake)

Martins, A.C.", Mundim, T.C.D.2, Melo, E.O.3, Dode, M.A.N.%, Rumpf, R.%,
Franco, M.M.#, Sartori, R.*

O objetivo do trabalho foi avaliar a expresséo de oito genes
(CATALASE, BAX, GPX-4, MnSOD, INTERFERON T, IGF2R, GRB10, FSHR)
em embrides D7 produzidos in vitro oriundos de dois grupos de animais e
em dois estagios de desenvolvimento, blastocisto (Bl) e blastocisto expandido
(Bx). Os animais foram divididos em dois grupos, sendo um com alta ingestao
alimentar (180% da dieta de manutencao) e outro com baixa ingestéo
alimentar (70% da dieta de manutengao). Para a quantificagéo relativa foram
usados dois genes constitutivos, ACTINA e PABP. Foram utilizados 2 pools
de embribes para cada estagio (Bl e Bx) e para cada tratamento (alta e
baixa ingestao), variando entre 9 a 28 embrides em cada pool. Para a extragéo
do RNA total foi utilizado Trizol Reagent - Invitrogen® seguindo recomendacgdes
do fabricante, mas com modificagdes. As amostras de RNA foram tratadas
com DNAse seguindo para a sintese de cDNA com primers Oligo dT, sendo
posteriormente amplificadas por PCR (RT-PCR semiquantitativa). Todos os
genes avaliados foram expressos nas amostras analisadas. Os genes
MnSOD, GPX-4 e INTERFERON T tiveram expressado mais alta em relagao
aos outros genes estudados. O gene do FSHR foi detectado, apresentando
menor expressao no grupo de restricdo, principalmente em Bl. A presenca
constante de outros fragmentos amplificados de diferentes tamanhos sugere
a possibilidade de splicing alternativo nessa regido do gene. Para o gene
BAX observou-se uma grande variagédo de expressao entre pools de embrides,
com maior expresséo, tanto para Bl quanto para Bx, no grupo de restri¢cao.
A taxa de ingestdo alimentar influenciou a expressédo de alguns genes
analisados, sendo estes possiveis candidatos a marcadores moleculares
para qualidade embrionaria influenciada pelo efeito da nutricdo. Além disso,
esses genes podem vir a ser utilizados para o monitoramento dos sistemas
de producdo de embrides e para estudos basicos, servindo como fonte de
informagdes sobre o controle da expresséo génica influenciada por fatores
ambientais.

Apoio: CNPqg e CAPES.
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052 - AUMENTO DE RECUPERA(;AO EMBRIONARIA USANDO LAVAGEM
UTERINA DUPLA EM BOVINOS, CORROBORANDO DADOS DE UM
ESTUDO ANTERIOR (Improvement in embryo recovery using double
uterine flushing in cattle, corroborating data from a previous study)

Mollo, M.R.", Ramos, A.F.2, Pivato, |.3, Guimaraes Neto, A.G.*, Franco, M.M.3,
Rumpf, R.3, Sartori, R.®

Castro Neto et al. (Theriogenology 2005;15:1249-1255), demonstraram
que alavagem uterina dupla aumentou o nimero de embribes totais e viaveis
coletados por vaca, quando comparado a coleta simples convencional de
corpo de utero. O objetivo deste relato é corroborar os resultados descritos
no estudo de Castro Neto et al. (2005). Trinta fémeas (vacas e novilhas
Nelore e novilhas mesti¢cas Nelore x Simental) foram superovuladas usando
0 seguinte protocolo: DO: colocagdo de um implante intravaginal de
progesterona e inje¢do de 2,0 mg im de benzoato de estradiol; D4 a D7:
superestimulagdo com oito inje¢cdes im de FSH (Pluset, 200-300 Ul ou
Folltropin-V, 133 mg); D6: 0,150 mg im de cloprostenol; D6,5: remogéo do
implante; D8,5 e D9: IA; D15: coleta de embri&o. Alavagem uterina foi realizada
posicionando-se o baldo do catéter de Foley no corpo uterino justaposto ao
ultimo anel cervical, usando-se em média 1000 ml de DPBS por animal. Ao
final deste lavado, o utero foi preenchido com DPBS, o catéter mantido no
local e sua abertura lacrada com uma presilha de filtro de coleta. As vacas
ou novilhas eram ent&o soltas para retornar ao tronco 20 a 30 minutos apos
para a realizagdo de um segundo lavado com um volume extra de 500 ml de
DPBS. Pelo menos um ovécito/embrido foi coletado no segundo lavado em
80% (24/30) dos animais. De todos os ovécitos/embrides coletados, 27,5%
(94/342) foram recuperados no segundo lavado. Em média, foram recuperados
11,4 ovécitos/embrides por vaca, sendo 8,3 ovdcitos/embribes recuperados
no primeiro lavado e 3,1 recuperados no segundo lavado. Este estudo
demonstrou um aumento na taxa de recuperagao de embrides por vaca ou
novilha de 57,0% para 77,6%, e confirmou a importancia do método de
lavagem uterina dupla previamente descrito por Castro Neto et al. (2005).
Considerando que em 80% dos animais foram coletados embrides no
segundo lavado, acredita-se que este método deva ser empregado
rotineiramente, especialmente porque ndo aumenta muito o trabalho nem
os custos.

Apoio: EMBRAPA.
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053 - CINETICA DA CROMATINA NUCLEAR DURANTE A MATURACAO
EM OVOCITOS BOVINOS MANTIDOS EM MEIO DE TRANSPORTE - MIV-
T (Nuclear chromatin kinetics during in vitro maturation of bovine
oocytes maintained in transportation medium - MIV-T)

Leme, L.O.", Rumpf, R.2, Dode, M.A.N.2

Sistema de transporte adequado para ovécitos bovinos tem sido um
dos requisitos basicos para a produgao in vitro de embrides (PIV). Os ovécitos
aspirados dos foliculos ovarianos iniciam a meiose espontaneamente,
ocorrendo as primeiras horas de maturagdo durante o transporte entre as
fazendas de produgao e o laboratério de PIV. Tem sido utilizado como rotina,
meio de transporte composto por TCM 199 com sais de Hank’s
suplementados com hormdnios e antibiéticos (MIV-t), a temperatura de 34-
36°C, com intervalo entre a aspiragdo e a chegada ao laboratério de no
maximo 8h. Visando avaliar o efeito do MIV-t e a temperatura de transporte
no atual sistema PIV, conduziu-se este estudo para analisar a cinética da
cromatina nuclear durante a MIV. Foram utilizados 618 ovdcitos oriundos de
abatedouro, que apos a recuperagao e selegao foram colocados em tubo de
1,5mL, contendo 1mL de meio de maturagao coberto com uma camada de
250uL de 6leo mineral. No grupo controle (G1), os ovécitos foram maturados
em meio TCM 199 com sais de Earl’'s suplementado com horménios e
antibidtico (meio MIV), em tubo aberto na estufa convencional com 5% de
CO, emar, a39°C. Os ovdcitos do grupo de transporte (G2) foram maturados
no MIV-t, em banho-maria a 36°C. Em ambos os tratamentos os ovdcitos
foram retirados com 8, 12, 22 e 24h apds o inicio da maturagéo, fixados em
solugao de acido acético e etanol, corados com lacmoide e avaliados quanto
a fase da meiose em microscopia de contraste de fase. Procedeu-se a
avaliagdo microscoépica nos estagios: Vesicula Germinativa (VG), final de
Profase | (fPl), Metafase | (MI), Anafase | (Al), Telo6fase | (Tl) e Metafase I
(MI1). Os resultados foram comparados pelo teste de Chi-quadrado. As 8h
de maturacao a porcentagem de ovécitos em estagio de VG foi menor e de
MI maior (P<0,05) no G1 (40,3% e 47,8%) do que no G2 (73,2% e 23,2%).
As 12 horas de cultivo apenas 3,6% dos ovécitos do G1 apresentavam VG
comparado com 29,5% do G2. Com 22h a maioria dos ovécitos do G1
encontrava-se em MIl (83,6%), enquanto no G2 a porcentagem de ovécitos
em MIl (60,2%) foi menor (P<0,05) e em Tl (23,2%) foi maior (P<0,05). Essa
diferenca se manteve até 24h de maturagéo, onde o G1 apresentou maior
porcentagem de ovécitos em Ml (96,3%) e menor em Tl (3,7%) do que o G2
(77,7% e 14,3%). Verificou-se que a permanéncia dos ovoécitos em MIV-t
atrasa a maturagao nuclear, podendo justificar-se pela composi¢gdo do meio
e/ou menor temperatura de transporte. Considera-se necessario avaliar se
ovocitos mantidos em condigdes de transporte deveriam permanecer mais
tempo em maturacgéo e serem fecundados mais tarde do que o preconizado.

Apoio:EMBRAPA.
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054 - COMPARACAO DE DOIS PROTOCOLOS DE SINCRONIZACAO DE
RECEPTORAS PARA TRANSFERENCIA DE EMBRIAO BOVINO EM
TEMPO FIXO (Comparison of two different protocols of syncronization
of recipients for timed embryo transfer in cattle)

Mollo, M.R.", Ramos, A.F.2, Siqueira Filho, E.3, Pivato, |.4, Saueressig, M.G.5,
Rumpf, R.4, Sartori, R.4

O presente estudo teve como objetivo comparar dois protocolos de
sincronizacao de cio/ovulagdo em receptoras de embrido. Trinta vacas foram
divididas em dois grupos. No grupo 5X, as vacas receberam um implante
intravaginal de progesterona e uma injecéo im de 2,0 mg de benzoato de
estradiol no DO; 0,150 mg im de cloprostenol e 300 Ul im de gonadotrofina
coribnica equina no D5; retirada do implante no D8 e injecédo im de 1,0 mg
de BE no D9. No grupo 3X, as vacas receberam o DIB, 2 mg de BE € 0,075
mg de cloprostenol no DO; retirada do implante no D8, juntamente com
injecdo im de 0,075 mg de cloprostenol, 300 Ul de eCG e 0,50 mg de cipionato
de estradiol. No D17, todas as vacas receberam transferéncia de embrides
produzidos in vitro. Exames ultra-sonograficos foram realizados nos dias
zero, 10, 11 e 12 para mensuragao do foliculo ovulatério e do corpo luteo
resultante, e 36 dias apds a inovulagao para diagndstico de gestacdo. Na
comparacgao entre os grupos, utilizou-se o teste-t para variaveis continuas e
o qui-quadrado para variaveis binomiais. Houve diferencga (P < 0,05) entre os
grupos quanto a sincronia da ovulagéo. No grupo 5X todas as vacas (100,0%)
ovularam 3 d ap6s a retirada do DIB, enquanto que no grupo 3X, apenas oito
vacas (53,3%) ovularam nessa data. As demais vacas ovularam 2 d (n = 2),
4 dias (n = 3) ou ndo ovularam até 5 dias (n = 2) apds a retirada do implante.
Nao foi detectada diferenga (P > 0,10) em relagao ao didmetro maximo do
foliculo ovulatériono DO (11,9+0,5e 12,5+ 1,0 mm) e volume luteal no D17
(2784,2 + 368,8 e 2524,1 + 311,7 mm?) entre os grupos 5X e 3X,
respectivamente. Houve uma tendéncia (P = 0,07) de maior taxa de prenhez
no grupo 5X (66,7%; 10/15 versus 33,3%; 5/15). Apesar de néo ter havido
diferenga entre os grupos quanto ao tamanho folicular e volume luteal e de
manipular as receptoras menos vezes, o protocolo do grupo 3X ndo se
mostrou vantajoso em relagéo ao do grupo 5X devido ao fato de ter promovido
um menor grau de sincronia de ovulacéo, além de uma possivel queda na
taxa de prenhez.
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055 - EFEITO DAS GONADOTROFINAS DURANTE A MATURACAO IN
VITRO NA PRODUCAO DE EMBRIOES BOVINOS (Effect of
gonadotropins during in vitro maturation on bovine embryo production)

Leme, L.O.", Driessen, K.', Rumpf, R.2, Dode, M.A.N.2

A suplementagado do meio de maturagdo com gonadotrofinas é
utilizada rotineiramente na maioria dos protocolos de produgao in vitro (PIV)
de embrides. Estudos recentes tém sugerido que o FSH é o horménio
critico durante a maturagao in vitro, sendo necessario somente nas primeiras
horas de cultivo. Visando avaliar o efeito da presenca das gonadotrofinas
durante a maturagéo in vitro na produgdo de embrides bovinos, foram
utilizados 566 ovécitos oriundos de ovarios de abatedouro, distribuidos
aleatoriamente em cinco tratamentos, quatro réplicas, com média de 28
ovocitos por tratamento. Em todos os grupos, imediatamente apds a
recuperacgao e selegao, os ovocitos foram maturados por 22h em gotas de
200pL de meio TCM 199 com sais de Earl’s suplementado com antibiético
(meio MIV), em placas cobertas com éleo mineral, mantidas em estufa com
5% de CO, em ar, a 39°C. Os tratamentos consistiram de: meio MIV (T1),
meio MIV suplementado com FSH nas primeiras 6 horas e posteriormente
transferidos para o MIV (T2), meio MIV suplementado com FSH (T3), meio
MIV suplementado com LH (T4) e meio MIV suplementado com FSH e LH
(T5). As concentragdes de LH (de pituitaria equina, Sigma, L-9773) e FSH
(Sigma, F-8001) utilizadas em todos os grupos foram 24Ul/ml e 10ug/ml,
respectivamente. Apds o periodo de maturagéo, os ovocitos foram transferidos
para o meio de fecundagédo e inseminados in vitro (D0). Ovdcitos e
espermatozoides foram co-incubados por 18-20h e depois transferidos para
meio SOFaaci e cultivados até D8. A taxa de clivagem foi avaliada 48h pos-
fecundacao (pi) e a taxa de blastocistos em D6, D7 e D8 (pi). Os dados
foram analisados pelo teste de Chi-quadrado. A taxa de clivagem foi inferior
(P<0,05) no T1 (43%) quando comparado aos demais, que nao diferiram
entre si (P>0,05), sendo 65%, 70%, 66% e 77% para T2, T3, T4 e T5,
respectivamente. Da mesma forma, as taxas de blastocisto em D6, D7 e
D8 né&o foram diferentes (P>0,05) no T2 (23%, 45%, 49%), T3 (23%, 38% e
39%) T4 (24%, 41% e 44%) e T5 (29%, 45% e 46%), mas foram menores
(P>0,05) no T1 (12%, 20% e 23%). Os resultados sugerem que nas
condigdes utilizadas, a presenga do LH e FSH individual ou em combinagao
durante a maturacgao in vitro, é critica para o desenvolvimento embrionario
posterior. Além disso, a presenga de gonadotrofinas pode ser necessaria
somente durante as primeiras 6 horas de maturagao. E possivel que, in
vitro, o LH tenha agao similar ao FSH em desencadear a cascata de eventos
que ocorrem no inicio da maturagao; por outro lado, a presenga de SFB no
sistema de maturagao pode ter mascarado os resultados.

Apoio: EMBRAPA.
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056 - EVIDENCIA SOBRE A ORIGEM DAS RACAS NATURALIZADAS
BRASILEIRAS DE OVINOS OBTIDA POR UM SNP LOCALIZADO NO GENE
GDF-9 (Evidence of the origen of Brazilian naturalized sheep breeds
obtained by a new snp of GDF-9 gene)

Castro, E.A.", Paiva, S.R.2, Franco, M.M.3, Souza, C.J.H.*, Melo, E.O.2

O gene GDF-9 é um dos primeiros genes expressos pelo ovdcito
ainda no foliculo primordial e exerce grande influéncia no controle das fases
iniciais da foliculogénese. O hormonio GDF-9 pertence a super-familia TGF-
a (Transforming Growth Factor &), constituida por varios horménios e fatores
de crescimento evolutivamente conservados. O gene GDF-9 é constituido
de dois exons, onde o0 segundo exon contém mais de 70% da sequéncia do
quadro de leitura da proteina e codifica, em sua porg¢édo C-terminal, o peptideo
maduro com 135 aminoacidos, que apos processamento formara o hormdnio
ativo. Uma mutagéo no gene GDF-9 capaz de aumentar a prolificidade em
ovinos das ragas européias (Cambridge e Belclare) foi caracterizada.
Posteriormente, foi identificado na raca de ovelha naturalizada brasileira Santa
Inés, uma nova mutagdo no gene GDF-9 que pode estar envolvida com
aumento na taxa de ovulagdo. Como a raga Santa Inés é possivelmente
formada por contribuigdes de varias ragas, o objetivo desse trabalho foi verificar
a existéncia deste SNP em outras ragas naturalizadas brasileiras de ovinos,
entre elas: Bergamacia, Somalis, Morada Nova, Rabo Largo e em racas
comerciais européias que nao possuiriam correlagdo com a raga Santa Inés
(Suffolk, Hampshire, Dorper, lle-de-France e Corridale). Foram genotipados
por PCR-RFLP 517 animais em que o DNA gendmico foi extraido a partir do
sangue e a regiao codificadora do peptideo maduro foi amplificada por PCR.
Apds a amplificagao foi utilizada uma enzima de restricdo capaz de diferenciar,
através dos produtos da digestéo do fragmento de PCR, entre o alelo selvagem
e o alelo mutante do GDF-9. A mutacgao foi encontrada nas ragas crioulas,
mas néo foi encontrada nas demais ragas européias introduzidas
posteriormente a formagéo da Santa Inés. Este resultado sugere que essa
mutacédo é diagndstica das ragas naturalizadas brasileiras e que
possivelmente ocorreu em um ancestral comum em alguma destas racas.

' Biomedicina, graduando, Centro Universitario de Brasilia-UniCeub
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057 - EXPRESSAO DIFERENCIAL DOS GENES IMPRINTED IGF2R E
GRB10 EM EMBRIOES CLONES BOVINOS PRODUZIDOS POR
TRANSFERENCIA NUCLEAR (Differential expression of the imprinted
genes IGF2R and GRB10 in bovine cloned embryos produced by
nuclear transfer)

Moura, M.T.", Mundim, T.C.D.?, Sousa, R.V.3, Franco, M.M.#, Rumpf, R.*

A clonagem por transferéncia nuclear € uma técnica que possibilita a
reversdo do estado de diferenciagdo da célula somatica. No entanto, sua
eficiéncia permanece muito baixa e a incorreta reprogramacgao epigenética
sendo considerada a principal causa. Existem evidéncias para esta hipotese,
como a expressao prematura de genes especificos da célula doadora e a
baixa expressdo de genes relacionados a pluri-totipoténcia. Os genes
imprinted sdo genes que apresentam expressdo monoalélica, parente-
especifica e estdo relacionados a diversas fases do desenvolvimento. A
expressao destes em niveis fisiolégicos tém correlacionado com a
sobrevivéncia dos clones, sendo genes importantes para avaliagéo da
técnica. Este trabalho buscou analisar a expressdo dos genes imprinted
IGF2R e GRB10 em embrides clones e partenogenéticos bovinos. Para a
produgdo dos embrides, ovocitos foram maturados in vitro por 20h. A
enucleagdo e a reconstrucdo foram realizadas através do uso de
micromanipuladores acoplados a um microscopio invertido. Foram utilizados
fibroblastos cultivados in vitro de uma vaca adulta como doadores de ntcleo.
A fusdo foi realizada utilizando o eletrofusor BTX® ECM 200 e a ativagao
partenogenética com lonomicina e 6-DMAP. As estruturas foram cultivadas
em meio SOFaaci sobre monocamada de células da granulosa em estufa
com atmosfera de 5% de CO, em ar. Dois pools de 8 e 15 embrides na fase
de blastocisto, de 5 manipulacdes, sete dias apds a ativagao foram utilizados
para as analises. Para a extragdo do RNA total foi utilizado Trizol Reagent -
Invitrogen® seguindo recomendagdes do fabricante, mas com modificagdes.
As amostras de RNA foram tratadas com DNAse seguindo para a sintese
de cDNA com primers Oligo dT, sendo posteriormente amplificadas por PCR
(RT-PCR semiquantitativa). Para a quantificagcéo relativa foi usado o gene
constitutivo a-actina. Os resultados mostraram uma diferenga na expressao
relativa dos genes imprinted IGF2R e GRB10 entre os dois grupos de
embrides, sendo maior nos partenogenéticos. A diferenca observada no gene
IGF2R pode ter implicagdes importantes, pois sua expressao aberrante tem
sido observada em neonatos ovinos que possuem a “sindrome da cria
grande”, bastante freqiente em clones. O IGF2R e o GRB10 atuam na
regulagdo do crescimento fetal e por isso, a baixa expressédo destes pode
ser um dos fatores responsaveis pelo aumento do tamanho dos clones e
problemas associados a sindrome.

Apoio: CAPES e EMBRAPA.
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058 - IDENTIFICAQAO DO SEXO DE EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN VIVO
UTILIZANDO A TECNICA DE PCR A CAMPO (Sex identification of in vivo produced
bovine embryos using PCR under field conditions)

Sousa, R.V.', Cardoso, C.R.S.2, Butzke, G.2, Franco, M.M.3, Rumpf, R.2

Com o aprimoramento das técnicas reprodutivas, a produgédo de
embrides in vivo e in vitro, tem crescido e demandado por metodologia eficaz de
identificagcdo do sexo dos embrides, para adequar o sistema de produgao animal.
Este trabalho objetivou testar metodologia otimizada na EMBRAPA para a
identificacao do sexo de embrides bovinos, utilizando a técnica de PCR (Reacgéo
em Cadeia da Polimerase) em condigbes de campo. Os embrides (n=613)
foram coletados de animais, no sétimo dia (D-7) apos a inseminagéo e divididos
em dois grupos. Os embrides do grupo G-1 (n=374) foram submetidos a
micromanipulagdo por secg¢ao para retirada da biopsia, preferencialmente de
células do trofoblasto. Os embrides biopsiados foram mantidos em solugéo de
manutencéo até o final do processo de identificacdo do sexo e entéo transferidos
para receptoras sincronas. Os embrides do grupo G-2 (n=239) foram transferidos
integros (controle), para receptoras sincronas. Todas as receptoras foram
submetidas a ultrasonografia aos 35 e 60 dias apds as inovulagdes, para
diagnostico de gestagédo e confirmagédo do sexo, respectivamente. Para a
identificagdo do sexo dos embrides biopsiados, foi utilizada a técnica de PCR e
eletroforese em gel de agarose. Na reacgado, foram utilizados 2 pares de
oligonucleotideos iniciadores (primers), sendo o primeiro especifico para o
cromossomo Y e o segundo para gene autossdmico (controle da reagéo capaz
de amplificar sequéncia de DNA especifica em qualquer amostra bovina). Apés
a micromanipulagao para a retirada, cada bidpsia foi introduzida em microtubo
plastico individualizado contendo 8L de solugéo de lise celular e Proteinase K
(Invitrogen®© - Germany), que foi mantido a 55°C por 5 minutos, seguido de 5
minutos a 95°C. Apods essa etapa, foram adicionados aos tubos contendo as
bidpsias, 20uL de solugdo composta por: primers, dNTPs, tampao de reagao e
a enzima Tag DNA polimerase (Kit EMBRAPA). As amostras foram transferidas
para termociclador e submetidas a 40 ciclos de variagdo de temperatura para a
amplificacdo do DNA. Apés a amplificagdo por PCR, 20ul de cada amostra
foram aplicados em gel de agarose a 2% e submetidos a eletroforese (100v, 40
mA) por cerca de 35 minutos. A comparacédo das taxas de gestacdo entre os
grupos indicaram n&o haver diferencas significativas na avaliagéo pelo teste do
qui-quadrado, com G-1=217/374 (58,0%) e G-2= 132/239 (55,2%). Do total de
125 gestagdes confirmadas do grupo G-1 e avaliadas por ultrassonografia aos
60 dias apds as inovulagdes, 119 (95,2%) tiveram sexo coincidente com aquele
atestado pela PCR. O resultado mostrou que o procedimento de retirada de
biépsia de embrides produzidos in vivo ndo interfere na viabilidade dos mesmos,
aferida pelas taxas de gestacéo observadas e que a metodologia utilizada para
identificagdo do sexo dos embrides a campo é viavel.
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059 - INFLUENCIA DA ALTA OU BAIXA INGESTAO ALIMENTAR NA
PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS (Influence of high or
low feed intake on in vitro embryo production in cattle)

Martins, A.C.", Ramos, A.F.2, Mollo, M.R.3, Pivato, |.4, Camara, J.U.5, Carrijo,
L.H.D.5, Driessen, K.7, Rumpf, R.4, Sartori, R.#

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da alta ou baixa
ingestdo alimentar na producéo in vitro de embrides em vacas azebuadas.
Apos 14 dias de adaptagado a uma dieta de manutengao, 20 vacas nao
lactantes com ECC de 2,9 (escala de 1-5) e pesando 410,5 kg foram divididas
aleatoriamente em dois grupos recebendo dietas de 180% (alta ingestao; A)
ou 70% (baixa ingestao; B) em relagédo a manutencéo durante 56 dias além
de agua e sal mineral a vontade. Com 21 dias nas dietas experimentais as
vacas tiveram o estro sincronizado. Entre 7 e 10 dias apds o estro, todos os
foliculos com didmetro acima de 5 mm foram aspirados e as vacas receberam
150 mg de d-Cloprostenol im, além da colocagédo de um implante auricular
de norgestomet que era trocado a cada 14 dias. Quatro dias apos a colocagao
do implante, as vacas foram submetidas a aspiragéo folicular (OPU) seriada
com intervalo de 3 e 4 dias entre as coletas num total de 7 coletas. Os
ovacitos coletados (732 e 623 nos grupos A e B) foram submetidos a uma
selecdo quanto a sua qualidade, maturados, fecundados in vitro e incubados
por 7 dias até atingirem o estagio de moérula ou blastocisto. As vacas
ganharam 0,96 kg/dia de PV no grupo A e perderam 0,93 kg/dia de PV no
grupo B durante o experimento. No momento das OPUs, o numero de foliculos
>3 mm observados no ovario foi maior (P<0,05) no grupo A (17,1£0,8) em
relagdo ao B (14,1+0,8), assim como o numero de foliculos aspirados
(14,50,6 vs 11,940,6) e o tamanho do maior foliculo (9,310,3 vs 7,8+0,3).
Além disso, houve uma tendéncia (P<0,10) de aumento nas vacas de alta
ingestao quanto ao numero de ovdcitos ndo viaveis recuperados por OPU
(5,940,6 vs 4,6+0,6). Nao houve diferenga, entretanto, no numero de ovocitos
por coleta (10,5+0,9 vs 8,9+0,9), no nimero de ovdcitos viaveis (4,6+0,4 vs
4,3+0,4), na taxa de clivagem dos viaveis (67,5% vs 67,6%) e na taxa de
embrides (36,4% vs 41,7%) para os grupos A e B, respectivamente. Em
resumo, alta ingestao alimentar aumentou a populagao folicular no momento
da OPU, mas ndo aumentou o numero de embrides produzidos por
fecundacao in vitro em relagéo a baixa ingestao alimentar.

Apoio: CNPq, CAPES e Integral Nutrigdo Animal.
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060 - TRANSPORTE DE OVOCITOS IMATUROS E SEU EFEITO NA
PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES BOVINOS (Imature oocytes
transportation and its effect on in vitro production of bovine embryos)

Leme, L.O.", Marinheiro, G.M.2, Sousa, R.V.3, Dode, M.A.N.4, Rumpf, R.*

Com o avango da tecnologia da produgéo in vitro (PIV) de embrides
associado a técnica de aspiragao folicular transvaginal guiada por ultra-som,
ferramentas estao disponiveis, para otimizar o uso de fémeas com alto potencial
genético. As fazendas de produgado ficam longe dos laboratérios de PIV,
necessitando de sistema eficiente para o transporte de gametas. Visando
avaliar o efeito de sistemas de transporte de ovécitos na produgéo de embrides,
foram utilizados 688 ovécitos oriundos de ovarios de abatedouro, sendo
realizadas 5 repeticbes com 30 ovdcitos em média para cada tratamento. Em
todos os sistemas, imediatamente apds a recuperagédo e selegao, os ovacitos
foram colocados em tubo de 2mL, contendo 1mL de meio de maturagéo coberto
com uma camada de 250yl de éleo mineral. No grupo controle (T1), os ovécitos
foram maturados por 22-24h em meio TCM 199 com sais de Earl’s
suplementado com horménios (LH e FSH) e antibiético (meio MIV), em tubo
aberto na estufa convencional com 5% de CO, em ar, a 39°C e alta umidade.
Nos tratamentos T2 e T3, a maturagao foi realizada em meio MIV em tubo com
tampa de membrana porosa, que permite troca gasosa (Eppendorf® Lid,_ -
Eppendorf) em uma estufa portatil de mistura carbogénica (5% CO,, 20% O, e
N, balanceado) TK-FIV (TK — Tecnologia em Congelagéo Ltda.), a 39°C e alta
umidade, programada para inje¢gdo gasosa automatica a cada 4h; no grupo T2,
apos 12h os ovécitos foram transferidos para a estufa convencional até
completarem a maturagdo, enquanto no T3 os ovdcitos permaneceram as 22-
24 horas na estufa portatil. Nos grupos T4 e T5, os ovocitos foram maturados
em meio de transporte composto por TCM 199 com sais de Hank’s
suplementados igualmente com hormdnios e antibidticos (MIV-t), durante 12h e
22-24h, respectivamente, em banho-maria a 36°C; os ovdcitos do grupo T4
apos 12h de incubagado foram transferidos para meio MIV, permanecendo em
estufa convencional até completarem 22-24h. Apds maturagéo todos os ovécitos
foram transferidos para o meio de fecundagéo e inseminados in vitro (D0); apds
20h foram transferidos para meio SOFaaci e cultivados até D7. A taxa de clivagem
foi avaliada 48h pds-fecundagdo e a taxa de blastocistos em D6 e D7. Analise
dos dados pelo teste chi-quadrado mostrou que a taxa de clivagem foi menor
(P<0,05) para T5 (67%) do que T1 (80%), mas néo diferiram (P>0,05) do T2
(73%), T3 e T4 (75%). As taxas de blastocisto em D6 foram semelhantes (P<0,05)
para T1(31%), T2 (31%), T3 (33%), e T4 (31%), mas inferior (P<0,05) para T5
(21%). Em D7, os grupos apresentaram porcentagem de blastocisto de 43%,
39%, 40%, 36% e 36% para T1, T2, T3, T4 e T5, respectivamente. Verificou-se
que é possivel transportar ovécitos, utilizando estufa portatil ou MIV-t , durante
todo o periodo de maturagdo, mas os horarios 12h e 24h, no MIV-t, mostraram
tendéncia a produzir menos embrides.

Apoio: EMBRAPA.

IMéd. Vet., mestranda, Universidade de Brasilia-UnB

2Méd. Vet., Universidade de Brasilia-UnB

®Bidlogo, mestrando, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
4Méd. Vet., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

107



061 - UTILIZACAO DO TESTE COMACRIDINA LARANJA E TUNEL PARA
AVALIAR A INTEGRIDADE DOS ESPERMATOZOIDES LIOFILIZADOS DE
BOVINOS (The use of acridine orange test and TUNEL assay to assess
DNA integrity of bovine freeze-dried spermatozoa)

Martins, C.F.", Dode, M.N.2, Bao, S.N.3, Rumpf, R.2

Uma correta detecgdo de danos nucleares é fundamental para
monitorar e melhorar os métodos de preservagao de espermatozoides. No
presente estudo, o processo de liofilizagdo foi utilizado como procedimento
alternativo para preservar espermatozoéides bovinos. Para detectar a condigao
do DNA das células espermaticas preservadas com os diferentes meios de
liofilizagdo dois métodos foram utilizados dois métodos, “acridine orange
test” (AOT) e “terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUDP nick-
end labeling “ (TUNEL). O AOT nao foi capaz de detectar qualquer efeito da
liofilizagao na integridade do DNA. Entretanto, quando o teste de TUNEL foi
utilizado, uma diferenga na integridade do DNA foi observada entre os
tratamentos, sugerindo que o método de TUNEL é mais sensivel para avaliar
o DNA espermatico. O tratamento utilizando a solugdo de EGTA (T3)
apresentou 2% de espermatozoéides com fragmentagdo de DNA, que n&o foi
diferente (P>0,05) do tratamento controle. No entanto, o tratamento com
TCM 199 e 10% of FCS (T1), demonstrou 14% de fragmentag&o de DNA.
Quando os espermatozoides deste mesmo tratamento (T1) foi avaliado pelo
AOT somente 4% de células apresentaram danos da cromatina, sendo similar
aos outros tratamentos. Os resultados de fragmentagdo de DNA foram
negativamente relacionados com o potencial de fecundagao, uma vez que
os danos ao DNA espermatico foram inversamente relacionados com a
formacao de pro-nucleos. Desta forma, diferente do AOT, o teste de TUNEL
pode ser considerado um método eficiente para detectar danos ao DNA
espermatico e pode ser utilizado como uma ferramenta para predizer a
fertilidade do macho.
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062 - ANALISE DE PROTEINAS ESTRUTURAIS E DE DNA DE UM
BACULOVIRUS PATOGENICO A Pseudaletia SP. (Structural proteins and
DNA analysis of abaculovirus pathogenic to Pseudaletiasp.)

Azevedo, F.I.", Sihler, W.2, Ribeiro, Z.M.A.2, Pegoraro, R.A.%, Souza, M.L.?,
Castro, M.E.B.®

Uma das pragas mais comum na plantac&o do trigo é a lagarta
Pseudaletia sp. (Lepidoptera, Noctuidae). Normalmente sdo encontradas
em manchas na lavoura, atacando areas restritas, mas tendem a se expandir
e podem consumir até 100m? de area livre. A evidéncia da ocorréncia natural
de larvas de Pseudaletia sp mortas por infecgdo viral pode ser um indicativo
de potencial desse virus para uso em controle biolégico. Esse trabalho tem
como objetivo principal identificar o patégeno causador da doenga em
Pseudaletia sp com base nas analises morfologica, de proteinas estruturais
e de DNA. Particulas virais foram purificadas a partir da homogeneizagao de
larvas infectadas, coletadas no municipio de Campos Novos (SC) no ano de
2004, através da ultracentrifugagdo em gradiente de sacarose e visualizadas
por microscopia. Essas particulas foram analisadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida-SDS, confirmando a presencga de um peptideo de
aproximadamente 30kDa correspondente a poliedrina, a principal proteina
presente nos corpos de oclusdo de baculovirus do género
Nucleopolyhedrovirus. O DNA gendmico foi purificado a partir de corpos de
oclusdo por dissolugdo em solucéo alcalina, seguida de extragdes com
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico e precipitagdo em etanol gelado. A clivagem
do DNA foi feita usando diferentes enzimas de restrigéo, seguida de andlise
por eletroforese em gel de agarose. Os perfis de restricdo mostraram a
presenca de 8, 12, 14 e 13 fragmentos gerados por BamHI, EcoRI, Hindlll, e
Pstl, respectivamente. Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que
0 patoégeno isolado das larvas infectadas de Pseudaletia sp pertence ao
género Nucleopolyhedrovirus, da familia Baculoviridae. Além da inicial
identificag&o do virus, estudos de caracterizagao estdo sendo desenvolvidos.

Apoio: EMBRAPA e CNPq
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063 - ANALISE DO POTENCIAL ANTIFUNGICO DE UMA BACTERIA
ENDOFITICA DO CACAUEIRO (Analysis of the antifungical potencial
of an endophytic bacteria of cocoa)

Gomes, R. R.", Oliveira Jr., G. P.2, Costa, R.L.%, Capdeville, G.#, Gander, E.
S.%, Marcellino, L. H.%

O cacau (Theobroma cacao L.) € uma planta endémica da floresta
tropical umida americana. A cacauicultura é uma atividade de grande
importancia econdmica para o Brasil, que foi 0 maior produtor mundial até o
final da década de 80. Hoje ele é o quinto produtor (safra 2003/2004) devido
a perda da produtividade por doengas, particularmente a vassoura-de-bruxa
causada pelo fungo Crinipellis perniciosa. As praticas utilizadas para o
controle desta praga restringem-se ao uso de fungicidas e poda fitossanitaria.
Com o objetivo de se obter meios alternativos para o controle da doenga e
sabendo que bactérias e fungos endofiticos podem estar envolvidos no
processo de resisténcia a doenga, caracterizamos uma bactéria endofitica,
ALB629, previamente isolada de plantas de cacau resistentes a vassoura-
de-bruxa (Pomella, 2005) quanto a sua capacidade de colonizar a planta de
cacau e seu potencial antimicrobiano. Assim, sementes germinadas de
cacau suscetivel foram tratadas com a bactéria e cultivadas por quarenta
dias em tubos de ensaio com casca de arroz carbonizada estéril. Para
acompanhar o processo de colonizagéo da bactéria na planta, diferentes
tecidos de cacau foram testados. Fragmentos de folha, caule, raiz e
meristema apical foram desinfestados e colocados em meio de cultura para
ALB629. A bactéria foi identificada em todos os tecidos testados, indicando
que a mesma coloniza toda a planta. Para testar a atividade antimicrobiana,
C. perniciosa foi crescido na presenca de ALB629 in vitro. Observou-se uma
alteracado no crescimento micelial e a formagado de um halo de inibicao
demonstrando o potencial desta bactéria em controlar o crescimento in vitro
deste patégeno. Foi possivel constatar também que o efeito antimicrobiano
€ perdido apds sucessivas repicagens in vitro da bactéria, indicando que a
manuteng¢ao do efeito € dependente da interagdo bactéria/cacau. Para
identificar e caracterizar as substancias que inibem o crescimento do fungo,
os halos de inibigdo estdo sendo analisados. Adicionalmente, estudos
protedémicos estdo sendo realizados para se identificar proteinas que sédo
produzidas pela planta em simbiose com a bactéria.
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064 - APLICACAO EM CAMPO DO E-(2)-HEXENAL, UM CAIROMONIO
PARA MANEJO DE PARASITOIDES DE OVOS (HYMENOPTERA:
SCELIONIDAE) [Field application of E-(2)-hexenal, a kairomone for
egg parasitoids (Hymenoptera:Scelionidae) management]

Vieira, P.H.M.", Laumann, R.A.?%, Moraes, M.C.B.3, Caetano, L.D.*, Vieira,
A.R.A.% Ferreira, B.S.C.8, Sujii, E.R.7, Pires, C.S.S.8, Borges, M.?2

A manipulagdo do comportamento de inimigos naturais é uma
ferramenta que pode incrementar a eficiéncia de inimigos naturais. Os
semioquimicos podem auxiliar para atrair e reter parasitdides em areas
previamente tratadas e, consequentemente, incrementar os indices de
parasitismo. Neste trabalho, sdo apresentados resultados de experimentos
de campo com o composto (E)-2-hexenal, um componente de feromdnios
de alarme de percevejos que tem mostrado agédo cairomonal eficiente para
parasitdides de ovos. Trés experimentos foram desenvolvidos em campos
de soja na regido do PAD-DF. No primeiro experimento foram utilizadas
armadilhas adesivas iscadas com 5 mg de (E)-2-hexenal, os controles
consistiram de armadilhas adesivas com n-hexano. No segundo experimento
foram utilizados ovos sentinela de Euschistus heros colados em tiras de
cartolina e distribuidos ao redor de uma planta na qual se colocou um septo
de borracha tratado com 5 mg de (E)-2-hexenal (tratamento) ou com n-
hexano (controle). O terceiro experimento utilizou ovos provenientes de fémeas
de E. heros confinadas em gaiolas de fil6s, distribuidas em areas de 2500
m?, nos vértices de cada area foram colocados septos de borracha tratados
com 50 mg (E)-2-hexenal (area 1), 5 mg de (E)-2-hexenal (area 2) ou n-
hexano (area 3). Os resultados obtidos indicam que o (E)-2-hexenal possui
poder de atragdo para parasitdides, a média de insetos capturados nas
armadilhas iscadas com o composto foi significativamente maior que a média
de insetos capturados nas armadilhas com n-hexano. Os experimentos em
campo, com cartelas de ovos e com fémeas em gaiolas, mostraram que
nas areas tratadas com o composto (E)-2-hexenal foram encontrados indices
de parasitismo superiores aos das areas controle. Isto demonstra que o (E)-
2-hexenal além de atrair os parasitdides produz um incremento significativo
dos niveis de parasitismo. Os resultados obtidos indicam que o composto
(E)-2-hexenal possui potencial para manipulagdo do comportamento de
parasitéides da familia Scelionidae orientado a incrementar sua eficiéncia

com agentes de controle de percevejos-praga.
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065 - AVALIACAO DA ATIVIDADE CELULASICA E QUITINASICA DE
ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis TOXICAS A Anthonomus grandis
BOHEMAN, 1843 (Chitinases and cellulases from Bacillus thuringiensis
active against Anthonomus grandis Boheman, 1843)

Dumas, V.F.!, Goldenberg, C.S.2, Melo, F.R.2, Martins, E.S.%, Praga, L.B.5,
Monnerat, R.G.%

Nas ultimas décadas, o cultivo agricola mundial vem crescendo
exponencialmente. Culturas como as do algodédo recebem destaque por
influenciar na movimentagao de divisas e gerar empregos em todo mundo.
Porém, a cotonicultura esta vulneravel a diversas pragas, que provocam
grandes perdas econOmicas, todos os anos. Dentre estas, destaca-se o
bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis Boheman, 1843). Uma alternativa
viavel para o controle dessa praga é a utilizagdo de agentes de controle
bioldgico, como Bacillus thuringiensis (Bt), que € uma bactéria caracterizada
pela producgdo de inclusdes protéicas, ativas especificamente, contra insetos
alvo. Essa bactéria é capaz de produzir enzimas como quitinase e celulase,
que podem auxiliar na sua disperséo pelo ambiente e no seu modo de agéo
contra os insetos. O objetivo deste trabalho foi analisar a produgéo de quitinase
e celulase de seis estirpes de Bt, pertencentes ao banco de Bacillus spp.
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, ativas contra A. grandis.
Os ensaios de quitinase e celulase foram realizados com a cultura das
estirpes crescidas por 16h, 24h, 48h e 72h, a fim de se avaliar a relagao
entre crescimento celular e produgao enzimatica. A atividade enzimatica foi
determinada a partir de um método calorimétrico e a produgao de N-acetil
glucosamina (NAG) foi dosada pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS).
Todas as estirpes testadas apresentaram produgao de quitinase e celulase
a partir de 16 h de crescimento. Porém, as curvas de atividade enzimatica
das estirpes nao apresentaram diferencas significativas quando comparadas,
mostrando assim que essas enzimas nao influenciam na diferenca de

toxicidade apresentada pelas estirpes.
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066 - AVALIACAO DA ATIVIDADE QUITINASICA E CELULASICA DE
ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis TOXICAS A Spodoptera frugiperda
E Anticarsia gemmatalis [Evaluation of the activity of strains of Bacillus
thuringiensis toxics to Spodoptera frugiperda and Anticarsiagemmatalis
(Lepidoptera, Noctuidae)]

Goldenberg, C.S.!, Dumas, V.F.2, Melo, F.R.3, Martins, E.S.%, Ramos, F.R.5,
Praca, L.B.%, Monnerat, R.G.”

A bactéria Bacillus thuringiensis € amplamente utilizada em controle
biolégico, sendo alternativa viavel e apresentando grande eficiéncia no controle
das principais pragas de importancia agronébmica como Spodoptera frugiperda
e Anticarsia gemmatalis. A principal forma de agédo dessas bactérias é devido
principalmente a presenca de inclusodes cristalinas chamadas proteinas Cry,
que agem no intestino médio de tais insetos, provocando sua morte. No
entanto, sabe-se que ha uma delicada membrana sobre as células epiteliais
que revestem o intestino, chamada de membrana peritréfica, composta por
um misto de quitina e proteinas. O papel das enzimas quitinase e celulase
é de grande importancia no entendimento da infectividade da bactéria a praga
e a entrada da bactéria a planta, respectivamente. As quitinases atuam na
degradagao da membrana peritréfica, enquanto que as celulases facilitam a
degradagéo da celulose constituinte de tecidos vegetais e posterior difuséo
da bactéria a planta. As atividades de ambas as enzimas foram quantificadas
por meio de teste colorimétrico, utilizando espectrofotdmetro e aferindo-se
a absorbancia a 550 nm. De forma, geral, observou-se que todas as estirpes
de bactérias adotadas nos ensaios apresentaram atividade de quitinase e
celulase semelhante, indicando tendéncia crescente de atividade enzimatica

conforme o passar do tempo de crescimento.
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067 - AVALIA(;AO DA TOXICIDADE DA PROTEINA RECOMBINANTE
INSETICIDA Cry2Ab DE Bacillus thuringiensis SUBSP. kurstaki CONTRA
LARVAS DE Spodoptera frugiperda (Evaluation of toxicity by
recombinant pesticide protein Cry2Ab of Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki against Spodopterafrugiperda)

Aguiar, RW.S.", Martins, E.S.2, Fernandez, R.S.3, Melatti, V.M., Falcéo,
R.%, Monnerat, R.G.%, Ribeiro, B.M.”

O gene cry2Ab da estirpe brasileira S447 de B. thuringiensis foi
amplificado por PCR, clonado em um vetor de clonagem e sequienciado. A
analise da seqliéncia mostrou que o gene tem 100% de identidade com
outros genes cry2Ab ja descritos. O gene foi removido do vetor de clonagem
e introduzido em um plasmideo usado como vetor de transferéncia
(pSynXIVVI+X3) para construgao de um baculovirus Autographa californica
multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV) recombinante. O DNA do plasmideo
recombinante (pSyncry2Ab) foi usado entdo, em uma co-transfecgao com
DNAdo virus recombinante vSyngalVI-(derivado do ACMNPV) em células de
inseto em cultura. Pela recombinagdo homologa, dentro das células de inseto,
entre regides flanqueadoras do gene cry2Ab no plasmideo pSyncry2Ab e do
gene lac-Z no genoma do virus vSyngalVI-, o gene cry2Ab foi introduzido
dentro do genoma do virus, ficando sob o comando dos promotores em
tandem pSyn e PXIV. O virus recombinante, denominado de vSyncry2Ab, foi
purificado por diluigdo seriada em placa de 96 pogos. Células de inseto em
cultura foram infectadas com o virus vSyncry2Ab e a 72 h p.i., 0 mRNA
extraido e a presencga do transcrito do gene cry2Ab foi confirmada por RT-
PCR. Os cristais purificados de extrato de larvas de S. frugiperda infectadas
(96 h p.i.) com o vSyncry2Ab apresentaram, em SDS-PAGE, um polipeptideo
de aproximadamente 70.75 kDa, correspondente ao tamanho da proteina
Cry2Ab. Analise ultraestrutural de extratos de lagartas de S. frugiperda
infectadas com o virus recombinante mostrou a presenga de grandes cristais
cuboides, provavelmente formados pela proteina recombinante. Além disso,
esses cristais, presentes em preparagdes semi purificadas, apresentaram
toxicidade contra larvas de segundo instar de S. frugiperda com uma CL,
de 3,40 ug/mL.
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068 - AVALIACAO DE RESPOSTAS DE Diabrotica speciosa A VOLATEIS
DE Lagenaria vulgaris UTILIZANDO TECNICA DE
ELETROANTENOGRAFIA (EAG) (Eletroantenografic responses of
Diabrotica speciosato volatiles released by Lagenaria vulgaris)

Vieira, H.G.", Borges, M.2, Laumann, R.A.2, Cavalcante, C.3, Moraes,
M.C.B.*

O método eletroantenografico (EAG) foi descrito por Schneider e
definido como a medida da resposta fisiologica de antenas de insetos frente
a estimulos quimicos. Neste trabalho foi estudada a resposta de antenas de
adultos fémeas de Diabrotica speciosa a volateis de Lagenaria vulgaris
(Cucurbitaceae). Experimentos de campo e bioensaios em laboratério tém
demonstrado que extratos aquosos e organicos desta planta possuem poder
atrativo para adultos desta espécie. Andlise quimica do extrato organico
permitiu identificar compostos pertencentes aos grupos de hidrocarbonetos,
alcoois, aldeidos, cetonas, monoterpendides, homoterpenos e
sesquiterpendides. Assim, o objetivo deste trabalho é estudar a resposta
eletrofisiologica de D. speciosa aos compostos identificados nos extratos
de L. vulgaris a fim de estabelecer a mistura de compostos que produzem a
atragdo do inseto, visando seu manejo comportamental. Os primeiros
compostos avaliados foram nonanal, nonanol e decanal, na concentragao
de 10 mg/l em n-hexano. Dez microlitros da solugédo a ser usada foram
aplicados em tiras de papel filtro que foram colocadas no interior de uma
pipeta Pasteur, a qual estava acoplada ao controlador de fluxo de ar através
de um tubo de tygon. Quando acionado o controlador de estimulos, este
libera um pulso de ar (1 s) que passa através da pipeta transportando o
estimulo até a antena. Nos testes com EAG, foram feitas aplicagbes em
série alternando o composto com o controle (hexano). Cada estimulo foi
aplicado quatro vezes com intervalos de 30 s entre eles. Apds uma série de
estimulos, foi dado um intervalo de 1 minuto para a antena voltar a polarizar
antes de aplicar a préxima série. Cada composto foi avaliado em antenas
de cinco individuos. Os resultados obtidos indicam que os trés compostos
avaliados geraram respostas das antenas significativamente maiores a
resposta produzida pelo n-hexano (teste t p<0,05).

Apoio: EMBRAPA CNPg-Bolsa PIBIC.
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069 - AVALIAGCAO DE SUBSTRATOS SOLIDOS PARA A OTIMIZAGAO
DA ESPORULACAO DE Dicyma pulvinata (Evaluation of solid substrates
to optimize Dicyma pulvinata sporulation)

Almeida, A.M.", Alvarenga, D.0.2, Menezes, J.E.3, Mello, S.C.M.4, Silva,
J.B.TS

O fungo Dicyma pulvinata tem sido utilizado como agente de
biocontrole para o mal-das-folhas, doenga causada por Microcyclus ulei,
considerada a mais séria da seringueira no Brasil e outros paises da América
Latina. Objetivo desse trabalho foi avaliar diferentes substratos para a
otimizagéo da produgao de D. pulvinata. Analisaram-se cinco substratos
sélidos: arroz parboilizado (25g), arroz comum (25g), palha de arroz com
melago de cana (5g de cada), bagago de cana (5g) e bagago de cana com
melago de cana (5g de cada). Foram avaliados os seguintes isolados de D.
pulvinata: Cen 58, Cen 62, Cen 91 e Cen 93. Quatro discos de 9mm de
didmetro retirados de culturas com 17 dias de cultivo foram colocados em
erlenmeyers de 250ml, contendo os substratos, incubando-se em BOD a
25°C e fotoperiodo de 12 horas. Determinou-se a esporulagdo apés 17 dias
com o auxilio de cAmara de Neubauer. Para todos os isolados o arroz
parboilizado e o arroz comum apresentaram, estatisticamente, os melhores
resultados em relagdo ao crescimento, com excegéo apenas do isolado
Cen 62, que apresentou um baixo crescimento em arroz comum. Para o
Cen 91 observou-se que a palha de arroz com melago apresentou uma boa
esporulagdo. Verificou-se que o arroz € o melhor substrato para a esporulagéo
de D. pulvinata, sendo o mais recomendado; o bagago de cana nao oferece
os nutrientes necessarios para o desenvolvimento do fungo mesmo quando
acrescido de uma fonte nutricional; a palha de arroz pode ser utilizada como
substrato mesmo para o crescimento e esporulagédo, porém ainda ha
necessidade de realizar estudos com outras fontes nutricionais para se obter
uma maior produgéo dos isolados.
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070 - AVALIACAO DO EFEITO DO ALGODAO Bt NA BIONOMIA DE Aphis
gossypii GLOVER (HEMIPTERA:APHIDIDAE) [Evaluation of Bt cotton
effect on the bionomy of Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae)]

Togni, P.H.B.", Nakasu, E.Y.T.', Macedo, T.R.", Santos, P.H.R.2, Beserra,
V.A.:2, Fontes, E.M.G*, Pires, C.S.S.4, Suijii, E.R.®

A expressao de proteinas Bt pelo algodao geneticamente modificado
(GM) para o controle de lepidépteros-praga pode afetar a biologia de insetos
nao-alvo. Aphis gossypii € uma praga primaria do algodao, indicadora desse
tipo de impacto ecoldgico. O objetivo desse trabalho foi avaliar o impacto do
Algodao Bt na bionomia de A. gossypii. Avariedade DP404BG (Bollgard), e
seu isogénico DP4049, foram semeados em vasos individuais (500 g) em
casa de vegetagao, com 50 repeticdes/tratamento. Amostras das plantas
GM foram coletadas e a expressao de Cry1Ac avaliada por ELISA. Estas
foram individualizadas em gaiola plastica de 6 I. Trés ninfas de primeiro
instar (< 24h) foram transferidas para cada planta, e apos 3 dias foi deixada
uma ninfa/planta. Os insetos eram monitorados diariamente para estabelecer
o periodo pré-reprodutivo. Na fase reprodutiva, avaliou-se a produgéo diaria
de ninfas pela contagem de neonatas, que foram retiradas e mantidas no
congelador. Avaliou-se também a longevidade e sobrevivéncia dos individuos.
O teste ELISA confirmou a presenga de Cry1AC no algodao GM. O periodo
pré-reprodutivo em plantas Bt (7,25+1,45 dias) nao diferiu em relacédo as
nao-Bt 7,12+1,24 dias (t = 0,466 95 g.l. P = 0,642). O periodo reprodutivo
em plantas Bt 16,35 £ 5,91 dias e nao-Bt 16,18 £ 6,66 dias também n&o
diferiu significativamente (t=0,133 95g.l. P =0,894). Alongevidade média
dos insetos em plantas Bt foi 20,4716,56 dias e ndo-Bt, 20,98+7,29 dias (t
= 0,361 95 g.l. P =0,719) nao diferindo significativamente. A producao
média de prole total/fémea foi de 47,26+19,20 ninfas no tratamento com a
planta GM e 46,98+21,31 ninfas no controle, ndo diferiram significativamente
(t=0,0665 94 g.I. P = 0,947). O algoddo GM nao afeta a biologia de A.
gossypii nas condi¢bes estudadas, porém, a possibilidade da toxina ser
passada a niveis tréficos superiores deve ser avaliada.

Apoio Financeiro: FAT/FINEP/EMBRAPA e CNPq
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071-AVARIABILIDADE GENETICA EM POPULACOES DE Spodoptera
frugiperda SMITH (LEPIDOPTERA:NOCTUIDAE) DA AMERICA LATINA
ESTA ASSOCIADA A VARIACOES DE SUCEPTIBILIDADE A TOXINAS
Cry DE Bacillus thuringiensis [Genetic variability in Spodoptera
frugiperda Smith (Lepidoptera:Noctuidae) populations in Latin
America is associated to variations in susceptibility to Bacillus
thuringiensis Cry toxins]

Martins, E.S.", Monnerat, R.G.2, Queiroz, P.R.3, Lima, L.H.C.2, Orduz, S.%,
Benintende, G.5, Cozzi, J.%, Real, M.D.”, Martinez-Ramirez, A.2, Rausell,
C.8, Ceron, J.'° Ibarra, J.E.", Rincon-Castro, M.C.D.™, Espinoza, A.M."2,
Meza-Basso, L."3, Cabrera, L.", Sanchez, J."*, Soberon, M.'5, Bravo, A."

Estirpes de Bacillus thuringiensis (Bt) isoladas de amostras de solo
de diferentes regides da América Latina que mostraram toxicidade a trés
populagées de Spodoptera frugiperda originarias de cultura de milho de
diferentes areas geograficas (México, Colémbia e Brasil) foram
caracterizadas. A caracterizagao destas estirpes foi baseada na atividade
inseticida, microscopia eletrénica de varredura e transmissao, perfil protéico,
perfil plasmidial e conteido de genes cry. Foi encontrado que diferentes
populagbes de S. frugiperda apresentaram diferente susceptibilidade a
estirpes de Bt e a preparagdes puras das toxinas Cry1B, Cry1C e Cry1D.
Ensaios de ligagcdo mostraram que preparagdes das toxinas puras
apresentam diferengas na capacidade de ligagéo a insetos destas populagées,
corroborando com as diferencas encontradas na analise de toxicidade dessas
proteinas Cry. Finalmente, a variabilidade genética das trés populagdes foi
analisada por RAPD-PCR mostrando diversidade genética significativa entre
as trés populagdes analisadas. Os dados obtidos mostram que a variabilidade
genética de populagdes de S. frugiperda deve ser cuidadosamente
considerada no desenvolvimento de estratégias de controle de pragas,
incluindo a distribuicao geografica de milho geneticamente modificado.
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072 - BIOLOGIA DE POPULACOES DE Chinavia ubica E Chinavia
impicticornis (HEMIPTERA:PENTATOMIDAE) DO DISTRITO FEDERAL

[Population biology of Chinavia ubica and Chinavia inpicticornis
(Hemiptera:Pentatomidae) from Distrito Federal]

Aquino, M.F.S.", Motta, L.S.M.2, Laumann, R.A.3, Moraes, M.C.B.4, Borges,
M.3

As espécies C. impicticornis e C. ubica sdo componentes do
complexo de percevejos-praga da soja. Normalmente estas espécies
aparecem como pragas secundarias com menos abundancia que espécies
consideradas chave, como Euschistus heros, Nezara viridula e Piezodorus
guildini. No DF tem se observado um significativo aumento da freqiiéncia de
aparicao destas espécies, sendo também registradas em outras culturas
(ex. feijao e algodéao). O objetivo deste trabalho foi estudar a biologia destas
duas espécies com a finalidade de estabelecer os principais parametros
bioldgicos que possam influenciar a dindmica de suas populagdes. Através
de metodologia de tabela de vida foram realizados estudos de sobrevivéncia
e mortalidade de estagios imaturos e de fecundidade de adultos. As duas
espécies mostraram parametros biolégicos similares. A sobrevivéncia dos
estagios imaturos foi baixa e similar para as duas espécies (16% para C.
impicticornis e 17% para C. ubica). O tempo total de desenvolvimento de
estagios imaturos (ovo-adulto) também resultou similar e ndo mostrou
diferengas significativas (31,82 £ 3,23 dias para C. impicticornis e 31,13 £
2,82 dias para C. ubica). Os adultos de C. impicticornis mostraram uma
maior longevidade, contudo a fecundidade total (ovos/fémea) ndo mostrou
diferengas significativas entre as espécies. Finalmente os parametros
calculados através de tabela de fecundidade resultaram préximos (Ro= 16,68,
T=34,70, r=0,08 e &= 1,08 para C. ubica e Ro= 15,89, T=40,27, r=0,068 e
€= 1,07 para C. impicticornis). Os resultados obtidos indicam que as duas
espécies de Chinavia estudadas apresentam biologias muito similares
possuindo o mesmo potencial intrinseco de crescimento.
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'Biologia, graduando, Universidade Catdlica de Brasilia-UCB
2Biologia, B.Sc., Faculdades Integradas da Terra de Brasilia-FTB
3Biologo, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

“Quimica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

121



073 - BIOPROSPECCAO DE EXTRATOS DE PLANTAS DO BIOMA
CERRADO (FAMILIA MELIACEAE) ATIVOS SOBRE Meloidogyne
incognita [Screening of plant extracts (Meliaceae family) from Brazilian
Savanna-Cerrado active against Meloidogyne incognita]

Murad, A.M.", Grossi-de-Sa, M.F.2, Rocha, T.L.3

Fitonematdides de galhas do género Meloidogyne spp.
representam um dos maiores problemas enfrentados atualmente na
agricultura mundial. Anualmente, as perdas provocadas por este fitoparasita
podem chegar a ordem de milhdes de ddlares. Algumas metodologias
utilizadas para o controle desse organismo sdo o uso de variedades
resistentes, o controle bioldgico e sobretudo os pesticidas sintéticos.
Contudo, esses pesticidas causam danos a saude humana, ao meio
ambiente e aos organismos n&o alvos, além de casos comprovados de
desenvolvimento de resisténcia. Assim, a obtengao de métodos alternativos
de controle mais aceitaveis, eficazes e viaveis ecologicamente é de
fundamental importancia. Pesquisas em andamento na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia demonstraram resultados inovadores, como a
atividade nematicida especifica de uma substancia vegetal extraida de uma
espécie da familia Leguminosae. Dentro desse contexto, o objetivo desse
trabalho é prospectar extratos vegetais da familia Meliaceae do Banco de
Extratos da Universidade de Brasilia (UnB) ativos sobre Meloidogyne
incognita. Para tanto, extratos de diferentes partes das plantas foram
solubilizados obedecendo a proporgdo de 1g para 6ml de dH,O e
centrifugados a 12.000rpm por 40 minutos. A extragao de ovos foi feita a
partir de raizes de tomateiro infestadas segundo a metodologia de Hussey
& Barker. Para extragao de juvenis de segundo estadio (J2), a suspensao
de ovos foi submetida a técnica do funil de Baermann modificado. Ensaios
bioldgicos foram conduzidos em quadruplicata usando aliquotas de 1 mL
dos diferentes extratos e suspensodes aquosas de 100J2/mL em placas de
Petri, tendo como controle agua bi-destilada. Os resultados preliminares
demonstraram que o extrato da raiz de Guarea kunthiana foi o que apresentou
maior atividade nematicida. Futuramente, os extratos efetivos serdo utilizados
em processos de purificagdo para a obtengao de substancias nematicidas
objetivando a continuidade da construgédo do banco de substancias vegetais
defensivos agricolas no Laboratério de Planta-Praga-LPP.
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074 - CAPACIDADE DE PREDAQAO E POTENCIAL DE JOANINHAS
(COLEOPTERA:COCCINELIDAE) PARA O CONTROLE DO PULGAO Aphis
gossypii NO ALGODOEIRO (Predatory capacity and potencial of lady
beetles (Coleoptera:Coccinelidae) for control Aphis gossypii in cotton
plants)

Beserra, V.A.', Santos, P.H.R.2, Togni, P.H.B.3, Pires, C.S.S.4, Fontes,
E.M.G.4, Sujii, E.R.®

As joaninhas estao entre os agentes de controle biolégico, mais
especializados e abundantes para o pulgdo, Aphis gossypii (Homoptera:
Aphididae), podendo representar mais 50% dos predadores presentes no
algodoeiro. Um complexo de seis espécies foi observado em algodoeiros na
regido do Distrito Federal, Cycloneda sanguinea, Scymnus sp., Eriopis
conexa, Hippodamia convergens, Coleomegila sp. e Olla v-nigrun, sendo
as quatro primeiras as mais abundantes e mais freqlientemente observadas
em todas as areas. Avaliou-se a capacidade de predagao das espécies
mais abundantes visando estimar seu potencial como agentes de controle
biolégico natural na cultura. Larvas e adultos de cada espécie foram mantidos
em gaiolas individuais em camara de crescimento a 25+2°C e fotoperiodo
de 13 horas, o pulgao A. gossypii foi oferecido “ad libidum” como presa. A
avaliagao diaria demonstrou que em média C. sanguinea consome 643,3+72,5
pulgdes durante a fase larval que dura 9,7+0,5 dias e 75,4128,2 pulgbes/dia
durante a fase adulta. Eriopis conexa consumiu 237,3+100,7 pulgbes durante
afase larval que dura 10,9+1,7 dias e 48,9+7,53 pulgdes/dia na fase adulta.
Hippodamia convergens consumiu 243,1+149,9 pulgées em 10,5+1,0 dias
de fase larval. Scymnus sp. consumiu 19,7+ 6,10 pulgdes/dia durante a fase
adulta. Com base no consumo médio de cada espécie e na abundancia
relativa das espécies na comunidade de predadores presentes no algodoeiro
sera possivel estabelecer um nivel de ndo-agéo para o manejo da praga
considerando o monitoramento de suas populagées e a dos inimigos naturais
na cultura.

Apoio: FAT/FINEP/EMBRAPA, CNPq e FAP-DF
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075 - COMPORTAMENTO DE BUSCA E SELECAO DE HOSPEDEIROS
DOS PARASITOIDES Telenomus podisi E Trissolcus basalis
(HYMENOPTERA:SCELIONIDAE) [Host location and selection
behaviours of the parasitoids Telenomus podisi and Trissolcus basalis
(Hymenoptera:Scelionidae)]

Vieira, A.R.A.", Laumann, R.A.2, Moraes, M.C.B.3, Borges, M. 2

Os comportamento de forrageamento dos parasitoides Telenomus
podisi e Trissolcus basalis, sao influenciados por estimulos de diferentes
natureza. O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia da cor do substrato,
cor do hospedeiro e substancias quimicas presentes nos ovos nestes
comportamentos. Para estudar a influéncia da cor do substrato, fundos de
placa de Petri (15 cm) foram divididos e forrados com papéis de cartolina de
diferentes cores. Quinze ovos de percevejo foram colados em cada area e
uma fémea do parasitéide foi introduzida na placa por 24 h. O nimero de
ovos parasitados em cada area foi contado. Para estudar a influéncia da cor
do hospedeiro sobre 0 comportamento do parasitdide pérolas de vidro pintadas
com diferentes cores foram utilizadas. Para estudar a influéncia de sinais
quimicos, extratos nao volateis de ovos de diferentes espécies de percevejos
foram aplicados sobre pérolas de vidro e o comportamento dos parasitdides
observado. A cor do substrato (amarelo e branco) influenciou significativamente
a incidéncia de parasitismo de T. podisi. As fémeas de T. basalis nao
mostraram diferengas na percentagem de ovos parasitados em cada area. A
escolha inicial de T. podisi foi orientada preferencialmente para posturas
artificiais da cor amarela, ja T. basalis mostrou preferéncia pelas posturas
de cores escuras (preto e marrom), contudo, estas diferengas néo foram
estatisticamente significativas. Nao foram observadas diferengas no tempo
de residéncia e nos comportamentos desenvolvidos em posturas de diferentes
cores. Nos experimentos com extratos de ovos de diferentes espécies de
percevejos, T. podisi mostrou que responde positivamente aos extratos de
ovos de Euschistus heros e Nezara viridula, sendo registradas, as sequéncias
de comportamento de reconhecimento de hospedeiros caracteristicos da
espécie. O mesmo comportamento nao foi observado quando se utilizou
extratos de ovos de Piezodorus guildinii. Os extratos de ovos avaliados nao
produziram nenhuma resposta comportamental nas fémeas de T. basalis.

Apoio: EMBRAPA, FAP/DF e PIBIC/CNPq/UCB.
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076 - COMPORTAMENTO DE FORRAGEAMENTO DE ABELHAS EM
FLORES DO ALGODOEIRO, Gossypium hirsutum latifolium
(MALVACEAE) [Foraging behavior of bees on cotton flowers, Gossypium
hirsutum latifolium (Malvaceae)]

Cardoso, C.F.", Oliveira, G.M.2, Cavéchia, L.A.3, Aimeida, J.P.S.4, Suijii, E.
R.%, Fontes, E.M.G.%, Silveira, F.A7, Pires, C.S.S5¢

A expresssao da toxina Bt no pélen do algoddo GM, representa um
risco potencial a biosseguranca de organismos nao-alvo ao ameacar
visitantes florais como as abelhas através da intoxicagao de seu alimento.
Além disso, as abelhas ao visitarem diferentes flores podem promover a
polinizagdo cruzada e facilitar o fluxo de genes entre populagdes de
algodoeiros. Neste trabalho, estudamos o comportamento de forrageamento
das abelhas mais freqlientes em flores de uma variedade de algodoeiro ndo-
Bt. Nosso objetivo foi avaliar: a) as espécies que carregam polen das flores
do algodoeiro e b) a importancia dessas espécies na polinizagao cruzada e
conseqiiente fluxo do transgene. O estudo foi conduzido em uma area de
0,1 ha na Embrapa Hortaligas/DF, de margo a abril de 2006 (32,3 horas),
quando observamos 330 visitas de abelhas as flores. A espécie mais
freqlientemente observada foi Apis mellifera, seguida de Melissoptila
cnecomala e Melissodes nigroaenea, além de Paratrigona lineata. Um nimero
pequeno de visitas de pelo menos 12 outras espécies foi observado (Ceratina
sp., Exomalopsis sp., Partamona sp., Ptilothrix sp., Trigona spinipes, 5
espécies de Halictidae e duas outras nao identificadas). Aabelha A. mellifera
embora carregue pélen aderido ao corpo, poucas vezes toca o estigma
durante as visitas. Além disto, tende a visitar flores préoximas entre si. M.
cnecomala e M. nigroaenea sempre saem das flores com pélen aderido ao
corpo e tocam o estigma das flores na maioria das visitas, normalmente ao
sairem da flor. Tendem, ainda, a buscar flores mais distantes entre si. P.
lineata jamais toca o estigma e nado carreia pdlen no corpo, portanto néo é
polinizadora e nao corre risco de intoxicagao.

Apoio: CNPq, FACUAL e FAP-DF.
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077 - COMPORTAMENTO REPRODUTIVO E COMUNICACAO
VIBRACIONAL DE Chinavia ubica E Chinavia impicticornis (HEMIPTERA:
PENTATOMIDAE) [Reproductive behaviour and vibratory
communication of Chinavia ubica and Chinavia impicticornis
(Hemiptera:Pentatomidae)]

Lopes, A.P.S.", Laumann, R.A.2, Motta, L.S.M.3, Moraes, M.C.B.%, Borges,
M.?

Chinavia ubica e Chinavia impicticornis sao espécies simpatricas
no Brasil central. Estudos anteriores mostraram que ambas as espécies
possuem a mesma mistura feromonal, com diferentes proporgdes de seus
componentes. Neste trabalho foram estudados o comportamento reprodutivo
e os sinais vibracionais envolvidos, com o objetivo de constatar se algumas
das etapas dos comportamentos de acasalamento e cépula possuem sinais
que garantem o isolamento reprodutivo destas espécies. Casais de ambas
espécies foram introduzidos em arenas construidas com recipientes plasticos
colocados sobre a membrana de um alto falante, assim foi possivel registrar
0s comportamentos ao mesmo tempo gravar os sinais vibracionais emitidos.
Estes foram digitalizados e armazenados num computador para posterior
analise. Foram observadas diferengas significativas no comportamento de
acasalamento e copula das duas espécies sendo as principais: C. ubica
mostrou maior atividade geral e a aplicagdo de pequenos golpes com a
cabega, que o macho da no extremo do abdome da fémea, para que esta
adquira a posi¢cdo de copula. Em C. impicticornis foi observado um
comportamento caracteristico de estimulagdo da fémea durante a cépula,
quando o macho esfrega suas patas traseiras no extremo abdominal da
fémea. Acomunicacgao vibracional destas duas espécies também mostrou
diferencias significativas. Os cantos emitidos por machos e fémeas das
duas espécies mostraram diferencias temporais e espectrais que permitem
caracterizar cada um dos cantos segundo a espécie e sexo considerados.
Os resultados obtidos indicam que C. ubica e C. impicticornis possuem um
eficiente sistema de comunicagéo durante o acasalamento e copula que
garante o isolamento reprodutivo das espécies.

Apoio: EMBRAPA, FAP/DF e CNPq
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078 - CONTROLE BIOLOGICO DE Meloidogyne incognita EM CAFEEIROS
USANDO O ISOLADO P10 DE Pasteuria penetrans (Biological control
of Meloidogyne incognita on coffee using isolate p10 of Pasteuria
penetrans]

Cirotto, P.A.S.", Mesquita, L.F.G.2, Mota, F.C.3, Carneiro, R.M.D.G.*

A bactéria parasita obrigatéria do nematoide das galhas, Pasteuria
penetrans, cepa P 10, foi avaliada em condigbes de casa de vegetacao,
usando duas doses do bionematicida aplicado em muda de café ‘Mundo
Novo’. As doses do produto, formulado em p6 de raizes foram: 107 endésporos
(5,0 g/muda) e 10 %enddsporos (0,5 g/muda). O substrato das mudas foi
previamente tratado com essas duas doses de P. penetrans e depois de
dois meses as plantas foram cultivadas em solos de diferentes texturas:
solo argilo-arenoso (38% de argila, 2% de silte e 60% de areia) e solo arenoso
(17% de argila, 0% de silte e 83% de areia). Quando as plantulas de café
atingiram 30 cm de comprimento, foram inoculadas com 20.000 ovos de
Meloidogyne incognita. As plantas de café foram avaliadas aos 8, 16 e 24
meses apos a infestagéo pelo nematdide. A eficiéncia do controle biolégico
foi avaliada pela redugdo do numero de ovos no sistema radicular, variando
de: 60 % (0,5 g em solo argilo-arenoso), 70% (5,0 g em solo argilo-arenoso)
e 80 % (0,5 e 5,0 g em solo arenoso). O mecanismo de supressividade
induzido pela bactéria foi avaliado pela porcentagem de juvenis do segundo
estadio (J2) infectados por P. penetrans, nimero de enddsporos aderidos /
J2 e niumero de fémeas infectadas. Os niveis de supressao mais elevados
estiveram relacionados com o aumento do tempo e com a maior porcentagem
de areia no solo. A influéncia da dose (0,5 e 5,0 g) desapareceu ao longo do
tempo, sobretudo nos tratamentos em solo arenoso.
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079 - DESEMPENHO DE Cycloneda sanguinea (COLEOPTERA:
COCCINELIDAE) QUANDO ALIMENTADA COM Uroleucon ambrosiae
(HEMIPTERA: APHIDIDAE) [Developement of Cycloneda sanguinea
(Coleoptera:Coccinelidae) when fed with Uroleucon ambrosiae
(Hemiptera:Aphididae)]

Macedo, T.R.!, Jeger, C.2, Suijii, E.R.3, Pires, C.S.S.4, Fontes, E.M.G.*

Cycloneda sanguinea é um importante predador no agroecossistema
do algodoeiro, atuando no controle biolégico de pragas como o pulgao Aphis
gossypii e ovos de lepiddpteros. Este trabalho teve como objetivo testar o
pulgdo Uroleucon ambrosiae como dieta de Cycloneda sanguinea. Ele é
parte de um estudo maior que visa aprimorar uma metodologia de criagao
deste predador em laboratério. Inicialmente, foi estabelecida uma colénia
de U. ambrosiae em casa de vegetagao. No experimento foram utilizadas
40 larvas de primeiro instar de C. sanguinea, provenientes de colbnia pré-
estabelecida. Estas foram individualizadas em potes plasticos de 300ml,
sendo mantidos em sala de criagado (27° C + 2° C e fotoperiodo de 12 h). A
cada dois dias, foi avaliado o desempenho dos individuos alimentados com
U. ambrosiae quanto ao desenvolvimento até a emergéncia. Em cada
observacgao os potes foram limpos e a dieta adicionada. Foram colocados
20 pulgdes no primeiro e segundo instar, e 40 pulgdes no terceiro e quarto.
Apods a emergéncia, os adultos foram pesados, separados por sexo,
transferidos para potes de 500ml e alimentados com U. ambrosiae a vontade.
Cinco dias ap6s a emergéncia foram formados casais aleatoriamente. O
tempo médio de cada instar, 1°, 2°, 3°, 4° e pupa foram respectivamente:
2.85,2.27,1.25,2.25 e 4.25, totalizando 14.87 dias da eclosdo a emergéncia.
Ao pesar os adultos, 0.015g foi a média do peso das fémeas e 0.014g foi a
média dos machos. Com base nos parametros analisados, pode-se concluir
que o U. ambrosiae pode ser utilizado como alimento para a criagao de C.
sanguinea em laboratério. Além da facilidade para a criagao desse pulgéo, o
predador apresentou um 6timo desempenho comparado com outras dietas
alternativas anteriormente testadas como Brevicoryne brasicae, ovos de
Sitotroga cerealella e Anagasta kuehniella.

Apoio: FINEP

'Biologia, graduando, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
2Biologo, mestrando, National Institute of Technology de Zurique
3Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
“Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

128



080 - DETERMINACAO DA VARIABILIDADE GENETICA DE
POPULACOES DE Aedes aegypti UTILIZANDO MARCADORES RAPD
(Genetics variability of populations of Aedes aegypti by RAPD
markers)

Hiragi, C.0.!, Martins, E.S.", Simdes, K.C.C2, Queiroz, P.R.3, Lima, L.H.
C.4, Monnerat, R.G.*

Aedes aegypti é vetor de importantes doengas como a febre amarela
e adengue, presentes em regides tropicais e subtropicais. Para o sucesso
no controle biolégico dessa espécie é importante conhecer a estrutura
genética e os mecanismos que resultaram na diversidade dessas
populagdes. O objetivo deste estudo foi analisar a variabilidade genética de
diferentes populag¢des de Aedes aegypti, utilizando RAPD (Polimorfismo
de DNA amplificado ao acaso). Amostras de DNA de dez larvas coletadas
a partir de trés populagdes de diferentes localidades foram analisadas usando
dez iniciadores de RAPD. Os resultados indicaram a existéncia de
variabilidade genética inter e intrapopulacional. Isso foi confirmado com a
obtencgao de um dendrograma, que indicou a distribuigdo das populagdes
em dois agrupamentos principais com similaridade genética de 24%. Em
um desses agrupamentos foi possivel distinguir duas populagdes que
apresentaram um grau de similaridade de 50%. A analise de varidncia
molecular indicou que 57,80% da fonte de variabilidade é resultante da
variagao entre as populagdes e 42,20% de dentro das populagdes. Além
disso, o protocolo de extragdo de DNA adotado mostrou-se eficiente para a
analise do inseto independente do seu estagio de desenvolvimento, evitando
a adigao de reagentes ou etapas adicionais de processamento e permitindo
realizar estudos moleculares a partir da larva, pupa ou adultos. Futuros
experimentos poderéo ser realizados para confirmar se essa variabilidade
pode estar ligada as caracteristicas de resisténcia de cada populagéo a

um determinado pesticida.
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081 - DETERMINACAO DE PERFIS DE MARCADORES RAPD PARA UMA
POPULACAO DE Anticarsiagemmatalis HUBNER,1818 (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) [Determination of profiles of RAPD markers for Anticarsia
gemmatalis Hubner,1818 (Lepidoptera:Noctuidae) population]

Hiragi, C.O', Martins, E.S.", Queiroz, P.R.2, Lima, L.H.C.3, Monnerat, R.G.®?

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis € a principal desfolhadora
da soja no Brasil, sendo encontrada em todos os locais de producéao,
representando um risco a produgao e a qualidade de cultivos brasileiros. Ela
costuma atacar as lavouras nas regides setentrionais e, a partir de janeiro,
no extremo sul do pais e chega a ocasionar 100% de destruigéo foliar, sendo,
portanto de grande importancia conhecer a estrutura genética e os
mecanismos que resultaram na diversidade dessas populagdes, para o
sucesso no controle bioldgico dessa espécie. O uso da técnica de RAPD é
util, rapida e de baixo custo quando se pretende obter essas informacdes
genéticas a partir de polimorfismo de fragmentos de DNA utilizando-se primers
de sequéncias aleatorias. O objetivo desse estudo foi determinar a
variabilidade genética de uma populacdo de A. gemmatalis criada no
laboratério da EMBRAPA-CENARGEN por meio da metodologia de RAPD.
Amostras de DNA de 24 larvas foram coletadas e analisadas utilizando-se
24 iniciadores de RAPD. Os produtos de amplificagdo foram visualizados
em géis de agarose 1,5% e os perfis eletroforéticos indicaram a existéncia
de variabilidade genética intrapopulacional. Esse resultado foi confirmado
com a obtencdo de um dendrograma que indicou a distribuicdo da populagéo
em dois agrupamentos principais com similaridade genética de 60%. Com
o primer OPA 02, foi possivel detectar uma banda de 650 pb que podera
servir como futuro marcador SCAR. Os resultados indicaram que o protocolo
adotado nesse estudo mostrou-se eficiente para a analise de variabilidade
genética entre os individuos e também para o desenvolvimento de marcadores
para identificacdo, permitindo-se realizar estudos moleculares a partir da
larva. Futuros experimentos poderéo ser realizados para confirmar se essa
variabilidade pode estar ligada a efeitos de deriva genética ou endocruzamento,

eventos que podem ocorrer em populagdes criadas em laboratdrio.
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082 - DINAMICA POPULACIONAL DE Bemisia tabaci (HEMIPTERA:
ALEYRODIDAE) EM CULTIVO DE TOMATE ORGANICO E
CONVENCIONAL [Population dynamics of Bemisia tabaci (Hemiptera:
Aleyrodidae) in organic and conventional tomato crop]

Togni, P.H.B.", Erdmann, M.2, Cavalcante, K.R.?, Nakasu, E.Y.T.", Medeiros,
M.A.4, Sujii, E.R.®

A mosca branca é uma das principais pragas do tomateiro devido
aos danos causados pela transmissao de diversas viroses. Visando propor
uma alternativa para reduzir o impacto de produtos quimicos, avaliamos a
dindmica populacional da mosca branca em sistemas orgénico e
convencional. O experimento foi conduzido na Embrapa Hortalicas, com
parcelas experimentais formadas por plantas de tomate Lycopersicon
esculentum e coentro Coriandrum sativum, no periodo de maio a setembro.
Os tratamentos: tomate solteiro e tomate consorciado com coentro foram
plantados nos dois sistemas de cultivo. Cada tratamento foi plantado com
trés replicagdes em blocos ao acaso e com bordadura de crotalaria e milho.
A infestagdo de adultos de B. tabaci e seus inimigos naturais foi avaliada
com armadilhas adesivas amarelas (10x12.5 cm). Estas foram fixadas na
altura do tergo superior dos tomateiros e em estacas nas bordas dos
sistemas. A densidade de ninfas foi monitorada através da contagem de
individuos em 5 folhas por parcela (1 folha/planta). A populagédo de adultos
nas bordas do sistema convencional, 2.6 + 3,22 (média + desvio padréo)
individuos por armadilha n&o diferiu significativamente do organico 1,9 +
1,96 adultos por armadilha (Mann-Whitney T=3822 P=0,385). Em ambos os
sistemas, a populagao de adultos foi mais abundante no inicio da cultura.
Nao houve diferencga significativa entre a infestagdo do tomate solteiro organico
(5,81 + 3,78) e o tomate solteiro convencional (5,80 + 3,96), assim como a
infestagdo do tomate consorciado com coentro nos dois sistemas (organico
= 2,71 + 2,68; convencional = 2,96 + 2,68). Porém, houve diferenga
significativa entre o tomate solteiro e consorciado com coentro nos dois
sistemas. Em relacéo as ninfas, apenas o tomate consorciado com coentro
organico apresentou redugao significativa na quantidade de ninfas por planta
em relagdo aos demais (Kruskall-Wallis H = 33,04 P=<0.001, 3 g.l.). No
sistema organico a abundancia de inimigos naturais (90.64 + 33,02) foi
maior que no convencional (47,57 + 23,06), indicando que este pode ser um

fator importante no controle populacional de ninfas.
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083 - EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE SULFATO DE
AMONIO NA ESPORULACAO DE Dicyma pulvinata (Effect of different
amonium sulphate concentrations in Dicyma pulvinata sporulation)

Almeida, A.M.", Alvarenga, D.O.2, Mello, S.C.M.3, Silva, J.B.T.4, Marques,
GAS

Dicyma pulvinata tem-se mostrado eficiente na inibicdo de Microcyclus
ulei, agente causador do mal-das-folhas da seringueira. A baixa capacidade
de esporular em substratos de baixo custo representa um fator limitante
para a producéo de D. pulvinata em larga escala. Para otimizar a esporulagao
de D. pulvinata em substrato soélido, utilizou-se sulfato de aménio nas
concentragdes de: 10g/l, 20g/l, 40g/1, 60g/l e testemunha. Foram testados
os isolados Cen 58, Cen 62, Cen 91 e Cen 93. Dois discos de 9mm de
didmetro retirados de culturas com 17 dias de cultivo foram colocados em
erlenmeyers de 125ml, contendo 12,5 gramas de arroz parboilizado,
incubando-se em BOD a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Determinou-se a
esporulagao apods 17 dias com o auxilio de camara de Neubauer. Para os
isolados Cen 91 e Cen 62 ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos, mostrando que néo se faz necessario adicdo de uma fonte de
nitrogénio no meio. Ja para o isolado Cen 58 o melhor tratamento foi 40g/I
de sulfato de aménio e para o isolado Cen 93 foi de 60g/l. Observou-se,
entdo, que cada isolado possui diferentes demandas de fontes nutricionais
necessitando de adaptacdes especificas para sua producéo.
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084 - EFEITOS CAUSADOS POR HERBIVORIA E/OU OVIPOSICAO DO
PERCEVEJO MARROM DA SOJA Euschistus heros NO PERFIL DE
VOLATEIS DA SOJA BR-16 E A INFLUENCIA DESTES VOLATEIS NO
COMPORTAMENTO DO PARASITOIDE DE OVOS, Telenomus podisi
(Effect of herbivory and oviposition damage caused by Euschistus
heros on volatile profile of soybean-BR16 and the influence of these
volatiles on behaviour of Telenomus podisi)

Gonzalez, S.P.", Laumann, R.A.2, Borges, M.2, Moraes, M.C.B.®

Uma das formas de defesa das plantas a danos causados por
herbivoros é a liberagao de volateis, que atraem inimigos naturais e atuam
na comunicagao quimica entre plantas (defesas induzidas). O objetivo deste
trabalho foi avaliar a acao de danos causados por herbivoria e/ou oviposigédo
pelo percevejo-praga Euschistus heros, no perfil de volateis liberados pelas
plantas de soja da variedade BR-16. Foi avaliado o perfil de volateis liberados
pela soja BR-16 sadia, sem dano, e comparado com o perfil de volateis
liberados pela soja BR-16 danificada. Além disto, foi avaliada a resposta
comportamental do parasitéide de ovos Telenomus podisi aos volateis
liberados pela soja sadia e danificada. A soja no estagio V3 foi submetida a
trés diferentes tratamentos: 5 fémeas acasaladas de E. heros com o sugador
excisado para avaliar danos de oviposicdo, 5 Fémeas virgens, para avaliar
danos causados por herbivoria e 5 fémeas acasaladas para avaliar danos de
herbivoria com oviposi¢cdo. Como controles foram utilizadas plantas sadias
no mesmo estagio fenoldgico. As plantas foram aeradas a partir do quarto
dia de dano e volateis foram coletados em adsorventes quimicos a cada 24
horas até o sétimo dia. Os volateis coletados foram eluidos com hexano e o
padrao interno (E)- 2- octen-1-ol (0.3 mg/ml) foi adicionado a cada amostra
para quantificagao. Os extratos foram analisados por cromatografia gasosa
(GC) e por GC acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Bioensaios
com os extratos foram conduzidos em olfatdbmetro em Y. A resposta das
plantas a agéo dos herviboros foi evidenciada pela producdo dos compostos
Metil salicilato (MS) e (E,E)-4,8,12 trimetil-1,3,7,11 tridecatetraeno (TMTT).
Contudo, somente as plantas danificadas por herbivoria e oviposigao liberaram
uma quantidade de MS significativamente maior que o controle (H=7,979;
gl=3,000; p=0,046, teste de Dunn P<0,05). Em bioensaios em olfatdbmetro
o parasitéide T. podisi foi atraido significativamente (comparado ao controle)
pelas plantas danificadas por herbivoria com oviposigéo (c?, p=0.02). MS e
TMTT s&o compostos relacionados a defesa indireta de plantas atraindo
parasitdides e na comunicagao quimica entre plantas para avisar a presenca
de perigo.
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085 - EFEITOS DA TOXINA CrylAc SOBRE Cycloneda sanguinea
(COLEOPTERA:COCCINELLIDAE) ALIMENTADA COM Aphis gossypii
(HEMIPTERA:APHIDIDAE) [Effects of CrylAc toxin on Cycloneda
sanguinea (Coleoptera:Coccinellidae) fed with Aphis gossypii
(Hemiptera:Aphididae)]

Nakasu, E.Y.T.', Togni, P.H.B.", Macedo, T.R.", Ayres, K.F.2, Silva, 1.S.2,
Dias, S.C.3, Sujii, E.R*, Pires, C.S.S.%, Grossi-de-Sa, M.F.5, Fontes, E.M.G.®

A utilizagdo de plantas transgénicas expressando d-endotoxinas de
Bacillus thuringiensis Berliner € uma estratégia alternativa ao controle de
pragas. No entanto, essas proteinas podem apresentar efeitos adversos
sobre organismos n&o-alvo, como predadores. Cycloneda sanguinea é um
importante agente no controle de afideos em campos de algodao. Assim,
foram conduzidos bioensaios bitroficos para avaliar os efeitos da toxina
Cry1Ac sobre esta espécie alimentada com Aphis gossypii. Larvas de primeiro
instar de C. sanguinea foram individualizadas em potes plasticos de 300mL
e observadas diariamente, avaliando-se mortalidade, tempo de
desenvolvimento larval e capacidade predatéria. A condugao do experimento
deu-se sob fotoperiodo de 12h e 25+2 °C em camara climatizada. A protoxina
Cry1Ac foi expressa em sistema homologo Escherichia coli, ativada com
tripsina e purificada. As larvas foram submetidas a dois tratamentos: (i)
controle negativo (solvente da proteina) e (ii)Cry1Ac (500ig/mL), aspergida
sobre os pulgdes. Foram utilizados 50 individuos/tratamento. Apos a
emergéncia, verificou-se a razdo sexual, fecundidade e longevidade das
joaninhas. O consumo diario médio pelas larvas de C. sanguinea foi de
67,68 + 13,48 e de 71,29 + 14,39 pulgdes nos tratamentos controle e com a
toxina, respectivamente. Nao foram encontradas diferencas significativas
no tempo de desenvolvimento larval ((i)=10,25 + 0,72, (ii)= 10,16 + 0,87
dias), havendo baixa mortalidade (<20%). Apos a separagao por sexo, foram
encontradas as razdes sexuais de 0,55 (controle) e 0,48 (toxina), sendo
que 100% das fémeas fertilizadas ovipositaram. Alongevidade das joaninhas
e a quantidade de toxina ingerida por cada individuo ainda estdo sendo
avaliadas. A partir dos resultados obtidos até o momento, é possivel inferir
que Cry1Ac nao afeta a bionomia de C. sanguinea, embora avaliagdes de
efeitos em longo prazo devam ser realizadas.
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086 - EFICACIA DE LINHAGENS DE Dicyma pulvinata NO CONTROLE
BIOLOGICO DE Microcyclus ulei A CAMPO (Efficacy of Dicyma pulvinata
for biological control of Microcyclus ulei in field conditions)

Melo, D.F.", Mello, S.C.M.2, AlImeida, A.M.3, Mattos, C.R.*, Cardoso, S.E.A.5,
Silva, J.B.T.®

O mal-das-folhas causado por Microcyclus. ulei € uma das mais
severas doengas que atacam a seringueira, promovendo queda na produgéo
de borracha e destruigdo de seringais. Dicyma pulvinata é capaz de colonizar
lesbes causadas por M. ulei demonstrando potencial para o controle da
doenca. Este trabalho foi conduzido em jardim clonal das Plantagbes da
Michelin da Bahia com intuito de verificar a eficiéncia em campo de quatro
linhagens de D. pulvinata. Utilizaram-se clones suscetiveis de Hevea
brasiliensis, quatro tratamentos com as respectivas linhagens (CEN 58,
CEN 62, CEN 91 e CEN 93), um tratamento com fungicida e outro sem
controle da doenca (testemunha). Através de lavagem e peneiramento do
fungo produzido em arroz parboilizado, prepararam-se suspensoes das
referidas linhagens. Os tratamentos foram aplicados seis vezes, a intervalos
de 15 dias. Realizaram-se trés avaliagdes da severidade da doenga a cada
45 dias. Os resultados obtidos indicaram que, em todas as avaliagdes, a
porcentagem de area foliar lesionada foi superior no tratamento com a
testemunha. Alinhagem CEN 62 mostrou-se mais eficiente no controle da
doenga, apresentando plantas com foliolos menos lesionados pelo M. ulei.
Porém, este tratamento nao diferiu estatisticamente dos tratamentos com o

isolado CEN 93 e o com produto quimico.
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087 - EFICIENCIA DE ISOLADOS DE Beauveria bassiana NO CONTROLE
DE Aphis gossypii (HEMIPTERA:APHIDIDAE) [Efficiency of Beauveria
bassianaisolates for control of Aphis gossypii (Hemiptera:Aphididae)]

Souza, J.R.P.", Souza, J.F.", Sousa, F.R.2, Santos, P.H.R.3, Allam, T.D.4,
Frazao, H.S.5, Michereff Filho, M.5, Faria, M.R.7, Suijii, E.R.®

O pulgao Aphis gossypii destaca-se como praga de diversas hortalicas
e plantas ornamentais em cultivo protegido. Este trabalho teve por objetivo
avaliar a eficiéncia de isolados do fungo Beauveria bassiana no controle de
A. gossypii. Foram utilizadas plantas de pepino, cv. Caipira, previamente
infestadas com ninfas do pulgdo (50 ninfas/planta), sendo mantidas em
gaiolas de PVC (90 cm x 60 cm x 80 cm) teladas com voil. Foram testados
quatro isolados de B. bassiana (CG 864, CG 912, CG 919 e GHA — produto
comercial Mycotrol®), em suspensio aquosa contendo Tween 80 (0,01%),
padronizada na concentragao de 1,0x108 conidios/mL, aplicando-se 20 mL
da suspenséao/planta com aspersor de jardim. A testemunha foi pulverizada
apenas com agua estéril e Tween 80. O delineamento experimental foi em
blocos casualizados, com seis repeticdes (=gaiolas). A populagao de pulgdes
foi avaliada antes e apds sete dias da aplicagdo dos isolados, amostrando-
se duas folhas/planta. Os dados foram submetidos a ANOVA e as médias
comparadas, respectivamente, pelos testes de Tukey e t pareado (5%). A
eficiéncia de controle foi calculada pela formula de Henderson & Tilton. As
colénias de A. gossypii foram significativamente menores nas plantas
pulverizadas com os isolados CG 864 (46,8 pulgbes/planta) e CG 919 (55,5
pulgbes/planta), enquanto os isolados CG 912 e GHA n&o diferiram
estatisticamente da testemunha. O isolado CG 864 foi o0 mais promissor
para cultivos em telado, visto que apds sete dias da pulverizagdo manteve a
infestagcdo em nivel similar ao inicio do experimento, propiciando 72,3% de

eficiéncia de controle.
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088 - ESTABILIDADE GENETICA DE LINHAGENS DO MICOPARASITA
Dicyma pulvinata (Genetic stability of Dicyma pulvinata)

Melo, D.F.", Mello, S.C.M.2, Aimeida, A.M.3, Valadares-Inglis, M.C.*

Devido as implicagdes potenciais da estabilidade na eficacia de uso
de Dicyma pulvinata para o controle de Microcyclus ulei, o presente trabalho
teve por objetivo analisar as varia¢des de linhagens monospdricas deste
fungo, mantidas em colegéo e durante o processo de produgéo, utilizando
técnicas moleculares de RAPD e RFLP. Este estudo foi realizado a partir da
anadlise de 41 linhagens de culturas mondsporicas de Dicyma pulvinata,
selecionando a linhagem CEN 58 (considerada como morfologicamente
estavel por conter crescimento uniforme) e a CEN 62 (como instavel, por
apresentar setores) para a realizagao da analise molecular de quatro geragbes
cultivadas em meio BDA e em arroz parboilizado. O micélio foi coletado por
filtragdo a vacuo em papel filtro, submetido a lavagem em agua destilada
estéril e posterior secagem sobre papel filtro. Extraiu-se o DNA genémico
segundo o método de Rogers & Bendich (1988) modificado. As reagdes de
RAPD foram realizadas com cinco primers decameros. Para RFLP, foi feita
a digestdo do DNA gendmico com as enzimas de restricdo, Eco Rl e Hind
[ll. Uma seqliéncia telomérica fungica e P*24-dCTP foram incorporados. A
hibridizagdo procedeu-se por cerca de 16 horas a 65 °C e a membrana foi
exposta a filme de raio X. Aanalise dos resultados foi feita pela comparagéo
do padrao de bandas obtidos entre as diferentes geragées do fungo. Em
analise de RAPD, notaram-se diferenciagdes entre geragdes das linhagens
de D. pulvinata, tanto em colbnias cultivadas em meio de cultura BDA, quanto
em geragodes produzidas no arroz parboilizado. Analise por RFLP mostrou
que na regido subtelomeérica, as linhagens CEN 58 e CEN 62 apresentaram
variagoes entre as coldnias monospdricas, bem como entre os setores e a
linhagens parental quando utilizada tanto a enzima Eco RI como Hind Ill.
Estes resultados indicam instabilidade do fungo mantido em cultura, porém,
nao ha até o momento, indicacdes de alteragdo da sua eficiéncia no controle
bioldgico do mal-das-folhas.
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089 - ESTRATEGIA DE SOBREVIVENCIA DO BICUDO-DO-ALGODOEIRO
Anthonomus grandis NA ENTRESSAFRA DA CULTURA DO ALGODOEIRO
NO CERRADO DE BRASILIA (Survival strategy of the boll weeuvil,
Anthonomus grandis, in the cerrado of Brasilia)

Ribeiro, P.A.", Diniz, I.R.2, Fontes, E.M.G.3, Suijii, E.R.%, Pires, C.S.S3,, Silva,
I.S.5, Souza, K.F.A.5, Mota, V.A.®

O bicudo-do-algodoeiro Anthonomus grandis Boheman (Col.:
Curculionidae) é atualmente uma das principais pragas do algodao devido
aos sérios danos causados as estruturas reprodutivas, seu habito endéfago
e pela dificuldade de controle. Com o objetivo de verificar as estratégias de
sobrevivéncia do bicudo no algodoeiro, foi realizado um estudo no campo
experimental da Embrapa Hortalicas em Brasilia, DF. Foram feitas avaliacdes
semanais, em quatro parcelas de 25 x 15 m, tratadas com inseticidas
quimicos. As amostragens foram realizadas por caminhamento em
ziguezague em cinco pontos por parcela, coletando-se botbes florais e magas
do terco médio superior da planta e daqueles caidos ao solo abaixo da
mesma. Em laboratério, com auxilio de microscopio estereoscépico, foi
registrado o niumero e as fases do inseto no interior das estruturas
reprodutivas. Foram avaliados 843 botdes e 96 magas em abril, 951 botdes
e 167 magas em maio e 143 botdes e 91 magas em junho. O bicudo atacou
preferencialmente botdes em abril (38,9%) e maio (43,2%). No entanto, esse
padrdo mudou em junho, quando somente 4,9% dos botbes foram atacados,
mesmo em maior nimero que as magas nas amostras. De forma inversa, o
ataque nas magas cresceu de 1,0% em abril para 19,2% e 45,1% em maio
e junho, respectivamente. Essa troca no padrdo de preferéncia pelas
estruturas atacadas pode refletir uma estratégia de distribuigao de risco
(bet-hedging) em relagéo a sobrevivéncia durante a entressafra. Uma vez
qgue foi constatado que os insetos que se desenvolvem nos botdes
obrigatoriamente deixam a estrutura quando atingem a fase adulta, enquanto
que aqueles que se desenvolvem nas magas podem atravessar ali o periodo
de entressafra da cultura do algoddo. Essa € uma possivel adaptagéo da
espécie as condi¢des brasileiras.
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090 - ESTUDO CITOGENETICO DE DIFERENTES POPULACOES DE
Meloidogyne arenaria (Cytogenetic study of different populations of
Meloidogyne arenaria)

Mota, F.C.", Carneiro, R.M.D.G.?

Meloidogyne arenaria se reproduz por partenogéneses mitética
obrigatdria e é considerada a espécie apomitica do nematdéide de galhas
que apresenta maior variabilidade intraespecifica. Quatro grupos enzimaticos
(esterase e malatodesidrogenase) foram descritos para essa espécie: ATN1,
A2N1, A2N3 e A3N1. Adicionalmente, duas ragas fisiolégicas foram
reconhecidas: aracga 1, que infecta 0 amendoim e a raga 2 que nao parasita
essa planta. O objetivo do trabalho foi analisar 13 populages de M. arenaria,
com padrdes perineais caracteristicos da espécie, provenientes de diferentes
regibes geograficas, pertencentes as duas ragas e aos quatro grupos
enzimaticos, quanto ao numero de cromossomos. Foram incluidos também
isolados que apresentam perfis enzimaticos e padrdes perineais semelhantes
a M. arenaria, como é o caso de M. morocciensis (A3N1) e dois Meloidogyne
spp. (A1N1 e BA2N1). Aavaliagdo do nimero de cromossomos foi feita de
acordo com o método que utiliza a orceina propidnica como corante, com
algumas modificagdes. Os resultados demonstraram que houve uma certa
correlagédo entre os perfis enzimaticos e os dois grupos citoldgicos
observados. As populagdes com perfis enzimaticos A2N1 (Raga 2), A2N3a
(Raga 1) e BA2N1 foram na sua maioria tripléides, 3n=50-58 cromossomos
(grupo 1). Os demais isolados: A2N3, ATN1 e A3N1 foram hipotripléides
com 3n =42-48 cromossomos (grupo 2).

'Biologia, graduanda, Universidade Catdlica de Brasilia-UCB
2Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

139



091- INFLUENCIA DA DIETA NOS ESTAGIOS IMATUROS DE Chinavia
impicticornis (HEMIPTERA:PENTATOMIDAE) [Diet influence on
immature stages of Chinaviaimpicticornis (Hemiptera:Pentatomidae)]

Paz, D.B.!, Laumann, R.A.2, Cavalcante, C.3, Moraes, M.C.B.#, Borges, M.2

A espécie Chinavia impicticornis é encontrada frequentemente no
DF como praga secundaria da soja sendo, também, registrada em outras
culturas (ex. feijao e algodao). Os percevejos praga se alimentam de um
grande espectro de plantas entre as que se encontram plantas cultivadas,
ornamentais, invasoras e nativas. As plantas invasoras podem atuar como
fonte alternativa de alimento e oferecer refugio em épocas de entre-safra,
favorecendo assim as populagdes de percevejos. Este trabalho teve como
objetivo estudar a influéncia da composigao da dieta no desenvolvimento de
estagios imaturos de C. impicticornis. Grupos de ovos (100) foram colocados
em placas de Petri e as ninfas obtidas alimentadas com trés dietas diferentes,
Dieta 1: vagem de feijéo + sementes de girassol, soja e amendoim, Dieta 2:
mesmos componentes da dieta 1 + buqué de plantas invasoras (falso boldo
(Boldea fragans), picéo (Bidens pilosa) e siratro (Macroptilum atropurpureum)
e Dieta 3: buqué de plantas invasoras. Para cada tratamento foram realizadas
5 repeticoes. As ninfas de cada tratamento foram mantidas nas dietas até o
momento de completar seu desenvolvimento a adultos. Foram registrados
sobrevivéncia e tempo de desenvolvimento dos estagios imaturos e peso
dos adultos 24 a 48 h apés a ultima muda. Os insetos mantidos na dieta 3
nao completaram seu desenvolvimento até adultos, mostrando que esta dieta
nao oferece os requerimentos nutricionais necessarios para C. impicticornis.
Os insetos que se desenvolveram na Dieta 2 mostraram uma sobrevivéncia
significativamente maior que os que se desenvolveram na Dieta 1 (42,80 +
20,92 % e17,40 = 17,55 %, respectivamente). Contudo o tempo de
desenvolvimento e o peso dos adultos nao mostrou diferengas significativas
entre os dois tratamentos, indicando que os insetos que conseguem se
desenvolver na Dieta 1 ndo sao afetados negativamente nestes parametros

biolégicos.
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092 - ISOLADOS DE Trichoderma SPP. PARA CONTROLE BIOLOGICO
DE Colletotrichum gloeosporioides EM MARACUJAZEIRO (Trichoderma
isolates for biological control of Colletotrichum gloeosporioides of
passion fruit)

Martins, 1.!, Peixoto, J.R.2, Mello, S.C.M.2, Avila, Z.R.4, Junqueira, N.T.V.5,
Silva, M.C.F. ¢

Estudou-se o potencial antagénico de isolados de Trichoderma spp.
ao fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penzig) Saccardo, agente causal
da antracnose do maracujazeiro-azedo, em casa-de-vegetacéo (temperatura
de 15-30°C e umidade de 60-100%). Os isolados CEN 162, CEN 201, CEN
400, CEN 143, CEN 151, CEN 208, CEN 280, CEN 142, CEN 219 e CEN
279 foram testados em mudas de maracujazeiro-azedo (cultivar Yellow Master
FB 100), O experimento foi instalado em blocos casualizados, com quatro
repeti¢cdes, sendo a repeticdo constituida de quatro sacos de polietileno
(1,5kg) com duas plantas por saco. Foram testados quatro periodos diferentes
de aplicagéo do agente de biocontrole: P1 = Trichoderma inoculado 24 horas
antes do patégeno; P2 = Trichoderma inoculado 24 horas depois; P3 =
Trichoderma inoculado simultaneamente com o patégeno; P4 = Trichoderma
inoculado sete dias depois. Como testemunhas, acrescentaram-se os
tratamentos: P5 = s6 Trichoderma; P6 = sé Colletotrichum e P7 = s6 agua
destilada. Adotou-se o esquema fatorial 10x4x3+3, com 10 tratamentos,
quatro periodos de inoculagao, trés épocas de avaliagao e trés testemunhas.
Previamente as inoculagdes do antagonista, foram realizadas perfuragdes
na superficie das folhas. Realizaram-se trés avaliagdes, a primeira 12 dias
apods a inoculagao e as demais, a intervalos de 12 dias, em termos de
severidade e desfolha. Analisou-se, também, o efeito dos isolados de
Trichoderma sob a matéria fresca e seca da parte aérea e das raizes.
Biologicamente, houve efeito de isolado, para os critérios severidade (escala
de notas) e porcentagem de desfolha, nas interagdes: tripla (tratamentos x
periodos de aplicagdo x épocas de avaliagao); duplas (tratamento x periodo)
e (periodo x época). A aplicagdo de Trichoderma simultaneamente ao
patégeno (P3) possibilitou melhor controle da doenga. O isolado CEN 143
em P2 e P3 e os isolados CEN 151, CEN 280 e CEN 279 em P3,
proporcionaram os menores valores de severidade da antracnose em mudas
de maracujazeiro-azedo com 76 dias de idade. Pelos resultados obtidos de
massa fresca e seca de parte aérea, os isolados CEN 151, 208 e 279
apresentaram algum efeito como promotor de crescimento.
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093 - ISOLAMENTO DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS EM CULTURAS
INFECTADAS POR NEMATOIDES DAS GALHAS NO DISTRITO FEDERAL
(Isolation of entomopathogenic fungi in crops infected by root knot
nematodes in federal district)

Souza, J.F.", Martins, 1.2, Frazéo, H.S.3, Carneiro, R.M.D.G.#, Tigano, M.S.*

Os fungos agentes de controle biolégico de pragas tém sido cada
vez mais empregados na agricultura, principalmente em culturas onde o
controle quimico n&o funciona ou nao é recomendavel. Este estudo teve por
objetivo coletar, isolar e identificar fungos relacionados aos nematoides das
galhas, Meloidogyne spp., em horticulturas da regido do Distrito Federal.
Foram coletadas raizes infectadas com Meloidogyne spp., junto com o solo
em torno das raizes. Os nematdides infectando as raizes foram identificados,
e quando possivel, as massas de ovos obtidas desses nematdides foram
colocadas em camaras Umidas para isolamento de fungos. Quanto ao solo,
para cada amostra, suspendeu-se trés gramas em 27 mL de agua esteéril
contendo espalhante adesivo (Tween 80 a 0,1%). A partir de diluigdes seriadas
decimais de solo em agua estéril, 100 pyL da suspensé&o foram inoculados
em placas de Petri com meio seletivo. Apds um periodo de aproximadamente
10 dias de incubagdo a 27 £+ 1°C, em camara de crescimento para BOD,
coldnias individualizadas foram retiradas e repicadas em meio de cultura
BDA (batata-dextrose-agar). Das 36 amostras de solo analisadas, foram
obtidos 19 isolados de Beauveria bassiana, 26 isolados de Metarhizium
anisopliae e 20 isolados de Paecilomyces lilacinus. Das 13 massas de ovos
analisadas, seis apresentaram infecgao por fungos, que foram isolados: 5
isolados de P. lilacinus e um isolado de B. bassiana. Os isolados obtidos
foram armazenados em nitrogénio liquido (-196 °C) e sob liofilizagao na
colegao da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A patogenicidade
desses isolados em ovos de Meloidogyne spp. sera testada através de
bioensaios em laboratério.
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094 - ISOLAMENTO DE NOVAS ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis E
Bacillus sphaericus (Isolation of new strains of Bacillus thuringiensis
and Bacillus sphaericus)

Saraiva, M.R.M.", Praga, L.B.2, Falcdo, R.%, Monnerat, R.G.*

Os mosquitos sao vetores de doengas, além de serem incémodos
para a populacdo. Eles tém proliferado devido a formacgao de barragens,
avango da fronteira agricola, crescimento desordenado das cidades,
desmatamento e falta de saneamento basico. Culex quinquefasciatus é a
espécie responsavel pela transmissao da filariose brancofitiana e Aedes
aegypti € a espécie responsavel pela transmissdo da dengue e febre-amarela.
Por viverem em aguas, tanto limpas como poluidas, o controle biolégico
surge como uma alternativa para o controle destes insetos e o emprego de
Bacillus spp. constitui uma ferramenta importante do ponto de vista técnico,
econdmico e ambiental, pois estes sdo indcuos aos mamiferos, ndo poluem
0 ambiente e sao faceis de aplicar nos focos de infestagéo. Este trabalho
teve como objetivo o isolamento de novas estirpes de Bacillus thuringiensis
e Bacillus sphaericus efetivas contra Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti.
Para tal foram realizados varios isolamentos de amostras de solo de
diferentes locais do Brasil, efetuou-se a caracterizagdo morfoldgica para
confirmacgao da estirpe isolada. Dentre as 48 estirpes isoladas, 30 eram B.
thuringiensis e 18 eram B. sphaericus. Foram realizados bioensaios seletivos
com as espécies Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti e verificou-se
que, do total de isolados, apenas duas estirpes de B. thuringiensis e dez
de B. sphaericus foram efetivas, causando uma percentagem de mortalidade
de 100% nos bioensaios seletivos. Em continuidade aos trabalhos, procedeu-

se a caracterizagao bioquimica e molecular das mesmas.
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095 - METODOLOGIA DE BIOENSAIO DE Bacillus thuringiensis CONTRA
O PULGAO DO ALGODOEIRO (Aphis gossypii) [Metodology of Bacillus
thuringiensis bioassay against cotton aphid (Aphis gossypii)]

Melatti, V.M.", Pracga, L. B.2, Sujii, E.R.3, Monnerat, R. G.*

Atualmente a cultura do algodao vem crescendo e ocupando grandes
areas de cultivo. Este crescimento expde esta cultura ao ataque severo de
diversas pragas, entre elas o pulgao do algodoeiro. Este inseto tem causado
até 44% de perdas a cultura do algodao, atacando principalmente os estagios
iniciais da cultura, devido a sucgao continua da seiva ou a transmissao de
doengas viréticas como o vermelhao e o mosaico das nervuras (“azulao”).
Uma alternativa para o controle bioldgico desta praga € a utilizagdo de Bacillus
thuringiensis. Recentemente, foi constatada que esta bactéria pode circular
de forma sistémica na planta, podendo ser utilizada no controle de insetos
sugadores. Este trabalho teve como objetivo estabelecer uma metodologia
de bioensaio de B. thuringiensis contra Aphis gossypii. Os bioensaios foram
realizados com uma estirpe de B. thuringiensis marcada com gfp (“green
fluorescence protein”), que permitiu a visualizagdo da bactéria em um
macerado do inseto alimentado da planta tratada com essa bactéria, através
de microscopia otica de fluorescéncia, confirmando a eficiéncia da

metodologia testada.
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096 - METODOLOGIAS DE BIOENSAIOS PARA ANALISE DE RISCO DE
PROTEINAS ENTOMOTOXICAS SOBRE Trigona spinipes
(HYMENOPTERA: APIDAE) [Bioassay methodology for risk analysis of
entomotoxic proteins on Trigona spinipes (Hymenoptera:Apidae)]

Lima, M.A.P.", Campos, L.A.0.2, Lara, M.S.%, Nakasu, E.Y.T.4, Dias, S.C.%,
Siqueira, C.B.%, Sujii, E.R.7, Fontes, E.M.G.8, Pires, C.S.S.2

Visando avaliar efeitos de entomotoxinas sobre polinizadores, foram
desenvolvidos métodos de bioensaios com larvas de Trigona spinipes. Esta
€ uma espécie silvestre de ampla ocorréncia em algodao no Brasil, por isso
selecionada como indicadora. Quantificou-se a proporgéo de polen no alimento
larval da espécie, estimando-se a quantidade de toxina a ser ingerida pelos
imaturos no caso de expressao dessas proteinas no pélen. Verificou-se
também o pH do alimento larval, ja que esse fator afeta a atividade da proteina.
Desenvolvemos protocolos de criagcéo de larvas da espécie em condigdes
controladas. A atividade das toxinas apds incorporagao no alimento da abelha
foi testada sobre uma praga-alvo (Anticarsia gemmatalis) em bioensaio. O
alimento larval de T. spinipes é acido (pH=3,74 + 0,14), contendo 10,27+
0,96% de podlen seco em sua composigao. Inicialmente testou-se cupulas
de plastico para criagao das abelhas, resultando na morte precoce das larvas,
pela rapida desidratacdo do alimento. Entretanto, obtivemos sucesso
mantendo-as em cupulas de cera natural utilizando placas de ELISA como
suporte. Cada cupula foi preenchida com 36ml do alimento larval coletado
em ninhos de T. spinipes. Ovos provenientes dos mesmos ninhos foram
transferidos para as cupulas. Foram testados trés tratamentos, com cinco
repetigdes cada (40 larvas/repeti¢ao): (i) alimento larval + agua destilada e
autoclavada; (ii) alimento larval + agua destilada e autoclavada + Cry1Ac
(1,8mgl/larva) e (iii) alimento larval puro (controle). A mortalidade foi verificada
diariamente durante todo o ciclo de desenvolvimento (ovo a pupa). A
mortalidade na fase de ovo foi de 3,5% (trat. i); 4,5% (trat. i) e 3,5% (trat. iii).
Morreram 8,81% (trat. i); 7,33% (trat. ii) e 4,66% (trat. iii) das larvas. Na fase
de pupa observou-se uma mortalidade de 1,7% (trat. i); 2,26% (trat. ii) e
1,09% (trat. iii) dos individuos. Estes resultados demonstram que a
metodologia desenvolvida é adequada para a realizacdo de testes de

toxicidade de proteinas entomotdxicas sobre T. spinipes.
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097 - MOVIMENTA(;AO E REFUGIOS UTILIZADOS PELO BICUDO-DO-
ALGODOEIRO Anthonomus grandis NA ENTRESSAFRA DA CULTURA
DO ALGODAO NO CERRADO DE BRASILIA (Movement and refuges
used by the boll weevil Anthonomus grandis during the intervall
between cotton cultivation seasons in Brasilia)

Ribeiro, P. A.*, Diniz, I. R.2, Fontes, E. M. G.3, Sujii, E. R.4, Pires, C.S.S.3,
Santos, P.H.R?® Macedo, T.R.%, Togni, P.H.B.®

O controle do bicudo-do-algodoeiro Anthonomus grandis Boheman
(Col.: Curculionidae), vem sendo amplamente estudado desde a sua
introducdo no Brasil. No entanto, questbes basicas para o manejo como
locais utilizados pelo inseto na entressafra e o fluxo de individuos entrando
e saindo das areas de algodoeiros ainda ndo sédo conhecidas no cerrado. O
presente trabalho objetivou investigar o comportamento do bicudo na
entressafra da cultura do algoddao em 2005 no campo experimental da
Embrapa Hortalicas, a 50 km de Brasilia, DF. Foram utilizadas doze
armadilhas de solo (“pitfall’), trés adesivas e cinco janelas, ao redor de uma
area de algodéo de 0,5 ha. As armadilhas foram instaladas a 10 m da area
de algodéao pds-colheita e 10 m uma da outra. Foram coletadas semanalmente
40 macas das plantas de algodao até o seu corte e 40 macgas caidas ao
solo ap6s gradagem da area, no final de agosto. As armadilhas de solo
foram recolhidas apds 72 horas da instalagdo. As demais foram monitoradas
de julho a setembro a cada dois dias. Nao foi capturado nenhum bicudo nas
armadilhas de solo, apenas um individuo nas janelas e trés nas armadilhas
adesivas. A porcentagem de infestagao nas magas foi de até 90% nas plantas
e de 65% no solo. O numero de insetos interceptados nas armadilhas foi
pequeno, o que pode ser atribuido ao tipo e quantidade de armadilhas
utilizadas, além dos restos culturais terem permanecido na area por muito
tempo. Aparentemente a maior parte da populagdo permanece nos restos
da cultura de algodao durante a entressafra. Em outro estudo, magas quando
enterradas as profundidades de 5, 10 e 15 cm mostraram que os insetos
nao conseguem sair e morrem em seu interior, mostrando a importancia da
incorporacao e da gradagem logo apds a colheita do algodao para o manejo

do bicudo.
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098 - PATOGENICIDADE DO FUNGO Beauveria bassiana AO PULGAO
Aphis gossypii (HEMIPTERA: APHIDIDAE) [Pathogenicity of the fungus
Beauveria bassianato the aphid Aphis gossypii (Hemiptera: Aphididae)]

Souza, J.F.', Souza, J.R.P.", Sousa, F.R.2, Santos, G.S.%, Frazdo, H.S.4,
Michereff Filho, M. %, Faria, M. R.®

O pulgéo Aphis gossypii destaca-se entre as pragas do algodoeiro
por ocasionar severos prejuizos ao se alimentar da seiva e transmitir viroses
as plantas. Os efeitos indesejaveis do uso excessivo de inseticidas contra
essa praga tém demandado novas alternativas de manejo. Este trabalho
teve por objetivos avaliar a patogenicidade e selecionar isolados do fungo
Beauveria bassiana para controle de A. gossypii em algodoeiro. Foram
avaliados cinco isolados de B. bassiana (CG 725, CG 864, CG 877,CG 912
e E 447), em delineamento inteiramente casualizado, com 10 repeticdes e
150 insetos por isolado. Para cada isolado, folhas de pepino infestadas com
ninfas de 3¢ instar foram imersas durante cinco segundos, em suspensao
padronizada na concentragdo de 1,0x10% conidios/mL. A testemunha foi
imersa em agua esterilizada + Tween80 a 0,01%. Apos a imerséo, as ninfas
foram transferidas para placas de Petri, contendo folha de algodoeiro
acondicionada sobre camada de agar-agua a 3%. As placas foram fechadas
e mantidas em incubadora B.O.D. (25+2°C, 72+10% de UR e fotofase de 12
horas) durante 7 dias. Diariamente avaliou-se a mortalidade das ninfas, sendo
ainfecgéo confirmada em camara umida. As ninfas de A. gossypii mostraram
suscetibilidade diferenciada aos isolados de B. bassiana, com picos de
mortalidade ocorrendo entre o quarto e quinto dias da inoculagdo. Os isolados
CG 864 (67%) e E 447 (60%) foram os mais virulentos, enquanto os demais
isolados ocasionaram mortalidades inferiores a 40%. Esses resultados
demonstraram o potencial de uso de B. bassiana para controle microbiano
de A. gossypii na cultura do algodoeiro.
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099 - POTENCIAL ANTAGONISTA DE Trichoderma spp. SOBRE
Sclerotinia sclerotiorum IN VITRO (Antagonistic potential of
Trichodermaspp. on Sclerotinia sclerotiorum in vitro)

Marques, GA.", Martins, |.2, Alvarenga, D.O.3, Silva, M.C.F.%, Mello, S.C.M.®

Controle biolégico € o método natural de controlar doengas e pragas
através do emprego de inimigos naturais. Os fungos do género Trichoderma
sdo micoparasitas que agem inibindo o desenvolvimento de fungos
fitopatogénicos. Sclerotinia sclerotiorum € o causador do mofo branco em
mais de 300 espécies de plantas, entre elas, soja, feijao, alface, algodao e
girassol. Este trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade entre 22
isolados de Trichoderma pertencentes a colegédo de fungos para controle
biologico de fitopatégenos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
quanto a capacidade de inibir o crescimento de S. sclerotiorum in vitro.
Realizou-se o cultivo pareado em meio de batata-dextrose-agar (BDA),
inoculando-se disco do patégeno a 1 cm da borda da placa de Petri e, no
outro extremo, o antagonista. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢gdes. Aincubagéo
ocorreu em camaras BOD a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas. Ainibicao
do crescimento foi avaliada no quinto dia apds a inoculagao, pela
determinagao do diametro das coldnias e a observagao sob a escala de Bell
et al. (Phytopathology, v.72, p. 379-382, 1982) aos 12 dias, atribuindo-se
notas de 1 a 5, onde 1 corresponde ao controle total, com o antagonista
crescendo sobre o patdégeno, e 5, a auséncia de controle, com o patégeno
ocupando toda a superficie da placa. Todos os isolados inibiram o crescimento
do patégeno e foram classificados como altamente antagdnicos, tomando-
se por base a testemunha, crescida na auséncia de Trichoderma. Os isolados
CENO001, CEN 275, CEN 126, CEN 129, CEN 132 e CEN 131 apresentaram

maior redugéo no crescimento do patégeno.
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100 - POTENCIAL DE Trichoderma harzianum PARA O CONTROLE
BIOLOGICO DO MOFO BRANCO DA SOJA E DO FEIJAO (Potential of
Trichoderma harzianum for biological control against white mold of
the soybean and bean crops)

Alvarenga, D.O.", Aimeida, A.M.2, Silva, J.B.T.?, Gomes, D.M.P.A.#4, Mello,
S.C.M.5

A soja e feijao s&o culturas de grande importancia socio-econémica
para o Brasil. O fungo Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo branco,
pode causar perdas de até 100 % em suas produgdes. Como método de
biocontrole do mofo branco, tem-se estudado a agéo do fungo Trichoderma
harzianum, pois além de sua agao micoparasita sobre fitopatdgenos, promove
o crescimento das plantas. Os objetivos deste trabalho foram verificar a
variabilidade entre linhagens de T. harzianum e selecionar aquelas com
potencial antagonista a S. sclerotiorum. Dez linhagens de T. harzianum
foram inoculadas em placas de Petri contendo meio de cultura BDA. Acada
24 horas, foram realizadas medig¢des do crescimento micelial e, apos sete
dias, fez-se a contagem de conidios em camara de Neubauer. Para a avaliagéo
de antagonismo, foi escolhido o método de cultura pareada, que consistiu
em inocular discos de 9 mm de didmetro do antagonista a 1 cm da borda da
placa e, no outro extremo, também a 1 cm da borda, um disco com micélio
de S. sclerotiorum. O crescimento dos fungos foi avaliado por medi¢des
constantes do crescimento micelial e a verificagao de zonas de inibigdo de
crescimento. O ensaio ocorreu com quatro repeticdes, com a incubacao
feita em camara do tipo BOD a temperatura de 25°C com fotoperiodo de 12
horas. Apés 14 dias, foi realizada uma avaliagao final, baseada na escala de
notas proposta por Bell et al. (Phytopathology, 72: 379-82, 1982). As linhagens
CEN 219 e CEN 235 se destacaram por apresentarem bom desenvolvimento
micelial, alta producéo de conidios e recebendo nota menor ou igual a 2 no
teste de confronto direto, que determina agentes altamente antagdnicos.
CEN 219 se destacou por inibir completamente a formagéo de esclerécios
por S. sclerotiorum, suas estruturas de resisténcia e disseminagcado. Os
isolados CEN 257 e CEN 240 apresentaram igual crescimento por parte do
fitopatégeno e do antagonista (nota 3), com ambos ocupando 50% da area
da placa. Nenhuma linhagem apresentou nota maior ou igual a 4, com o
fitopatégeno inibindo o antagonista. A variabilidade entre linhagens no
desenvolvimento micelial e producdo de conidios reflete tendéncias no
antagonismo. Linhagens com grande velocidade de crescimento de hifas e
esporulagdo possuem maior potencial para controle bioldgico de
fitopatégenos.
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101 - PRODUCAO DE MUTANTES FEW POLYHEDRA (FP) DEVIDO A
PASSAGEM SERIAL DO Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus
EM CULTURA DE CELULAS (Production of few polyhedra mutants due
to serial passage of Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus in
cell culture)

Rezende, S. H. M. S', Zimbres, B. Q. C?, Castro, M. E. B.3, Souza, M. L.2

O Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV)
€ um virus que esta sendo usado como agente de controle da lagarta da
soja no Brasil. Ele pertence ao grupo de baculovirus possuindo um unico
ciclo de infecgdo no qual sao produzidos duas formas morfologicas
infecciosas: budded virus (BV) e a forma viral oclusa em uma matriz protéica
denominada poliedro (PIB). A passagem serial do baculovirus em cultura de
células desencadeia grandes mudangas genOmicas. A mudanga mais
comum e rapidamente acumulada é a mutagao do fendtipo selvagem many
polyhedra (MP) para o fenétipo few polyhedra (FP). O mutante FP é geralmente
descrito por um decréscimo no numero de poliedros produzidos por célula,
pouco ou nenhum virus ocluso dentro do poliedro, alteragdo do envelopamento
nucleocapsideo intranuclear e aumento do nimero de budded virus
infeccioso. Reducgdo da produgdo de oclusdo e decréscimo na viruléncia
sao resultantes de mutagdes FP, que prejudicam a produgédo in vitro do
virus para uso como biopesticida. Neste trabalho, a curva da producéo de
poliedros em cultura de células e a formagao de mutantes foram determinadas
por passagem serial do virus. Em adigdo, mutantes FP foram purificados
por “plaque assay” para futura caracterizagdo molecular. Inicialmente, a
hemolinfa das larvas infectadas com o clone viral AQMNPV-2D foi coletada e
usada para infectar células Tn-5B1-4 (passagem 1). Subsequentemente, a
passagem serial do virus foi realizada até a 92 passagem. O numero de
células contendo poliedros e o numero de poliedros produzidos no nucleo
das células foram determinados usando a camara de Neubauer. A
porcentagem de células contendo poliedros nao variou muito entre as
passagens 2 a 7, permanecendo aproximadamente 50%. Embora o restante
das células nao tenha apresentado poliedros no nucleo, todas apresentaram
sinais de infeccdo como hipertrofia do nicleo e formagdo do estroma
virogénico. Entretanto, apds a 82 passagem a porcentagem de células
contendo poliedros decaiu abruptamente, chegando a apenas 5%. Em
paralelo, o nimero de PIBs por célula caiu gradualmente em uma média de
97 a 24 PIBs por célula entre a 22 e a 72 passagem. Apds a 72 passagem
esse numero tornou-se ainda mais reduzido até ndo ser mais detectado a
presenca de poliedros no nucleo da células. Os mutantes FP foram purificados
por 3 sequéncias de “plaque assay” e foram selecionados um total de cinco
clones virais (FP). No momento, a curva da produgéo do titulo de BVs durante
a passagem serial estd sendo determinada por microtitulagdo (end point
diluition) para confirmar a natureza FP da populago.

Apoio: EMBRAPA e CNPq
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102 - RESPOSTA FUNCIONAL E NUMERICA DA JOANINHA Cycloneda
sanguinea (COLEOPTERA:COCCINELIDAE) PREDANDO O PULGAO
Aphis gossypii [Functional and numerical response of Cycloneda
sanguinea (Coleoptera:Coccinelidae) preying the aphid Aphis gossypii]

Santos, P.H.R.", Beserra, V.A.", Togni, P.H.B.2, Pires, C.S.S.3, Fontes,
E.M.G.3, Sujii, E.R.*

Cycloneda sanguinea L. € um dos principais € mais abundantes
predadores do pulgdo, Aphis gossypii Glover (Homoptera: Aphididae) em
algodoeiros. Visando avaliar seu potencial como agente de controle biolégico,
fémeas, dessa espécie, foram mantidas em gaiolas individuais e alimentadas
com densidades variaveis de presas (15, 30, 60, 90, 120 e 240 pulgbdes/
gaiola/dia). As joaninhas eram trocadas de gaiola diariamente para reposicéo
dos pulgdes que ficavam em folhas de algodoeiro com o caule embebido em
agua. Os pulgdes consumidos e os ovos depositados eram contados e
registrados diariamente. Semanalmente, as fémeas eram colocadas com
machos para copula e fertilizagdo dos ovos. As gaiolas foram mantidas em
camara de crescimento a 25+2°C e fotoperiodo de 13 horas. As fémeas da
joaninha consumiram quantidades crescentes de pulgdo em fungdo da
densidade disponibilizada nas gaiolas. A andlise regressao linear ajustou a
reta “Consumo Pulgdes” = 2,49 + 0,748 * “Densidade Pulgdes”; r?= 0,994 (F
= 649,5; 4 g.l.; P <0,001). Esse ajuste indica uma resposta funcional do
tipo 1, onde o tempo de manipulagao da presa € insignificante e o recurso
esta limitado. O patamar de estabilizacdo do consumo nao foi estabelecido
nesse estudo. Os dados de producgéo de ovos revelam que a espécie é
capaz de retardar o inicio de seu periodo reprodutivo em condigdes de baixa
oferta de alimento (15 pulgdes/dia), produzindo menos de 10 ovos/fémea e
muito inviaveis (90%). Disponibilidades crescentes de presas entre 30 e 90
pulgbes/gaiola aumentaram exponencialmente a produgéo de ovos até um
patamar acima de 100 ovos por fémea. A densidade de 120 pulgdes/gaiola
nao aumentou a produgédo dos ovos além desse patamar. Esses dados
sugerem uma resposta densidade dependente desse predador as mudancas
na abundancia do pulgéo.

Apoio: FAT/FINEP/EMBRAPA, CNPq e FAP-DF.
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103 - SACAM: SOFTWARE PARA ANALISES DE COMPORTAMENTO DE
INSETOS (SACAM: software for behavioural analises of insects)

Caetano, L. D.", Laumann, R. A.2, Moraes, M.C.B.3, Jorge, L.A.C.%, Palhares,
L.A.5 Borges, M.5

Um dos principais problemas da analise do comportamento de
insetos, e em particular em estudos orientados a estabelecer a resposta
frente a substancias quimicas, € a metodologia utilizada para quantificar e
caracterizar os padroes de movimentacéo. Através desta analise é possivel
estabelecer se uma substancia quimica induz uma resposta taxica ou
quinética. Um sistema de alta eficiéncia para monitoramento do
comportamento de insetos deve seguir seus movimentos em tempo real e
armazenar todas as informagdes possiveis. Na atualidade, existem alguns
softwares comerciais, que realizam estas operagées e medem uma série
de parametros importantes para a analise das respostas comportamentais.
Contudo, estes softwares ndo permitem adaptagdes especificas para alguns
tipos de experimentos e seu custo é relativamente elevado. Neste trabalho,
€ apresentada a versao inicial de um software com o objetivo de estudar o
comportamento de insetos em movimento. O software foi desenvolvido em
Delphi e em C++ Builder em sistema operacional Windows. O software
captura imagens através de uma camera de video CCD ou WEBCAM, estas
imagens sao posteriormente digitalizadas por uma placa de captura de
imagem. O software analisa cada “frame” para distinguir o objeto alvo do
plano de fundo e posteriormente captura as coordenadas x e y. Com as
imagens capturadas é construida uma trilha que, posteriormente, pode ser
analisada através do calculo de pardmetros comportamentais tais como:
escolha inicial, tempo de residéncia, tortuosidade, velocidade linear, entre
outros. Foram realizados testes utilizando vespas da familia Scelionidae da
espécie Telenomus podisi e percevejos da familia Pentatomidae da espécie
Euschistus heros. Os insetos possuem diferentes tamanhos, cores e padrées
de movimentagéo variados. Resultados mostram que nos testes realizados
o software trabalhou adequadamente ,permitindo o monitoramento do inseto
a criagao de trilhas e o célculo de pardmetros comportamentais com a
precisado requerida em estudos de comportamento de insetos.

Apoio: FINEP e FAP/DF
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104 - SELECAO DE SOROTIPOS DE Bacillus thuringiensis EFETIVOS
NO CONTROLE BIOLOGICO DE Agrotis ipsilon (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) [Screening of Bacillus thuringiensis serotypes effective
in biological control of Agrotis ipsilon (Lepidoptera: Noctuidae)]

Menezes, R.S.", Melo, F.R.2, Praca, L.B.?, Dumas, V.F.4, Monnerat, R.G.5

Agrotis ipsilon (Hufnagel,1766) (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida
como lagarta-rosca, € um dos insetos que causa danos em diversas culturas
como algodao, milho, soja e feijdo. Entre as técnicas mais usadas para o
controle dessa lagarta destaca-se o uso de produtos quimicos que causam
prejuizos a vida selvagem, a saude do homem no campo e compromete a
qualidade do solo e da agua, além de promover a selecdo de populacdes de
insetos resistentes. O uso de Bacillus thuringiensis (Bt) para o controle
bioldgico de pragas pode ser utilizado como uma poderosa ferramenta na
estratégia do Manejo Integrado de Pragas. Assim, com o objetivo de selecionar
estirpes que causem acima de 70% de mortalidade a A. ipsilon, bioensaios
seletivos foram conduzidos com 20 diferentes sorotipos de Bacillus
thuringiensis do banco de bactérias entomopatogénicas da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia e com o padrao Btk (B. thuringiensis
subespécie kurstaki) para lepiddpteros, contra lagartas de segundo instar
deste inseto. Dos 20, apenas quatro, S597, S615, 616 e S1168 pertencentes
aos sorotipos galleriae, sotto, argentinensis e aizawai causaram 100% de
mortalidade, evidenciando a atividade téxica do Bt para o controle bioldgico

de A. ipsilon
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105 - SELECAO DE SOROTIPOS DE Bacillus thuringiensis TOXICOS
CONTRA Simulium SPP. (Screening of Bacillus thuringiensis sorotypes
toxic to Simulium spp.)

Dumas, V. F.', Berry, C.2, Soares, C. M., Praga, L. B.4, Monnerat, R. G.5

Os borrachudos (Simulidae) possuem grande importancia médico-
sanitario, pois sao vetores da oncocercose. Além disso, sua picada é muito
dolorosa e alergénica devido a presenca de toxinas na saliva do inseto,
causando dermatite em grande parte de suas vitimas. Os locais de
proliferagao desse mosquito s&o rios ou cérregos encachoeirados e de aguas
cristalinas, que favorecem o desenvolvimento de algas, que servem de
alimento para as formas larvais deste inseto. Desta forma, o desequilibrio
ambiental provocado pelo ser humano nos ultimos anos, gerados pela
utilizacao indevida de produtos quimicos e pelo desmatamento, resulta em
um aumento populacional de borrachudos, tornando mais dificil o controle
deste inseto. Dentre as estratégias empregadas para o seu controle, a OMS
recomenda a utilizagdo de bioinseticidas a base de Bacillus thuringiensis
(Bt). As vantagens na utilizagao dessa bactéria sdo a especificidade, o efeito
nao poluente, a inocuidade aos mamiferos e vertebrados e a auséncia de
toxicidade as plantas. Este trabalho teve como objetivo analisar a
patogenicidade de diferentes sorotipos de Bt contra Simulium spp. O
bioensaio baseou-se na aplicagao de culturas crescidas de B. thuringiensis
em erlenmeyers contendo larvas de borrachudos de diferentes instares
coletadas do campo. Foram testadas nove estirpes, um controle negativo e
um controle positivo. O bioensaio foi mantido sobre um shaker com o intuito
de manter a 4gua em movimento, evitando assim, a mortalidade das larvas
por falta de alimentag&o e oxigenagao. Os resultados demonstraram que as
estirpes B. thuringiensis subps. medellin T, B. thuringiensis subps. medellin,
B. thuringiensis subps. kenyae, B. thuringiensis subps. higo e B.
thuringiensis subps. jegathesan causaram mortalidade de 100%, indicando

serem eles fortes candidatos para o controle de larvas de borrachudos.
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106 - Trichoderma SPP. COMO AGENTE DE BIOCONTROLE DA
PODRIDAO DO COLO DO FEIJOEIRO (Trichoderma as a biocontrol agent
for Sclerotium rolfsii)

Alvarenga, D.O.", Queiroz, P.R.2, Almeida, A.M.?, Fernandes, A.F.A%
Marques, G.A.5, Padua, R.R.3; Silva, J.B.T.%, Mello, S.C.M.”

A podridao do colo é uma fitomoléstia causada pelo fungo Sclerotium
rolfsii, que produz esclerécios, 0 quais permanecem viaveis no solo por
anos. Os sintomas caracterizam-se por necrose da haste e das raizes,
tombamento e murcha de plantas. O método mais promissor de controle
utiliza fungos do género Trichoderma, que atacam o patégeno por antibiose
e micoparasitismo. O objetivo deste trabalho foi selecionar isolados de
Trichoderma spp. com potencial antagonista a S. rolfsii, por andlises de
crescimento micelial, producdo de conidios, tolerancia a fungicidas e
desempenho in vivo. Foram testadas 10 linhagens de Trichoderma spp.
Discos de 9 mm de didmetro contendo micélio do antagonista foram
inoculados em placas de Petri com meio de cultura BDA. Aincubagéo ocorreu
em BOD, com fotoperiodo de 12 horas. A cada 24 horas, ocorreu a medigéo
do crescimento micelial e, apds 7 dias, a contagem de conidios em camara
de Neubauer. Para avaliagdo de tolerancia a Benomyl, concentracdes de
0,1,2e5 i g/mL do fungicida foram adicionadas ao meio de cultura, seguido
do in6culo de discos de micélio e incubagao. Ocorreram medi¢cdes do
crescimento micelial a cada 24 horas, por 4 dias. Para o bioensaio in vivo,
fitopatdgeno e antagonistas foram crescidos em arroz parboilizado, com
umidade a 60 %, durante 7 dias. Apds este periodo, 10 sementes de feijao
foram semeadas em vasos contendo 3 kg de solo estéril, seguido do inéculo
dos fungos, a concentragéo de 5 g/kg de solo. Vasos com inéculo apenas
do fitopatégeno foram utilizados como testemunhas. O ensaio ocorreu em
casa de vegetagao, sob condigbes semi-controladas. As avaliagbes
ocorreram apos 15 e 30 dias, com a proporgao entre o nimero de plantas
vivas e mortas, determinando o percentual de controle. Os isolados CEN
168 e CEN 266 apresentaram bom desenvolvimento micelial e producao de
conidios, tolerancia ao agrotéxico e desempenho no bioensaio in vivo acima
de 90%. Apesar de também obterem um desempenho altamente antagonista,
os isolados CEN 201, CEN 222 e CEN 198 mostraram sensibilidade a
Benomyl, inviabilizando o manejo integrado. Estes dados permitem concluir
que o desenvolvimento do fungo esta relacionado com seu potencial de

controle biolégico, sendo entdo um critério para a pré-selecao de linhagens.

'Biologia, graduando, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
2Biologo, Ph.D., Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
%Biologia, graduanda, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
4Zootecnia, graduanda, Unido Pioneira de Integragao Social-UPIS
SAgronomia, graduanda, Universidade de Brasili-UnB, PIBIC/CNPq
6Biologo, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
"Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

155



107 - USO DO DNA MITOCONDRIAL PARA A IDENTIFICA(;AO
MOLECULAR DE POPULACOES DE Spodopterafrugiperda (Use of the
mitochondrial DNA for molecular identification of Spodoptera
frugiperdapopulations)

Ramiro, C. A.", Queiroz, P. R.2, Monnerat, R. G.2

A lagarta-do-cartucho-do-milho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith,
1797) (Lepidoptera:Noctuidae) € uma espécie polifaga que ataca diversas
culturas economicamente importantes em varios paises. Em virtude da sua
agao voraz, da variedade de espécies vegetais utilizadas em sua dieta e da
capacidade de disperséo para outras culturas, esse lepiddptero ocasiona
perdas na produgéo agricola que variam de 15 % a 34 %. O emprego de
marcadores de DNA visando o desenvolvimento de ferramentas moleculares
de caracterizagao e de identificagdo sdo importantes no estudo genético de
populagdes naturais de S. frugiperda. A técnica utilizando marcadores
moleculares baseados no DNA mitocondrial (DNAmt) pode ser utilizada no
estudo de filogenia e de diversidade, tendo como vantagem a pouca variagéo
e a baixa taxa de mutagdo em algumas de suas sequéncias e a capacidade
de resistir a degradagéao por agentes externos. O objetivo desse trabalho foi
a utilizacdo do DNAmt para a identificagéo de populag¢des de S. frugiperda
ocorrendo em culturas comerciais de diferentes localidades. Neste trabalho,
individuos de S. frugiperda pertencentes a populagdes ocorrendo em culturas
de algodao e milho do Brasil e em uma cultura de milho no México foram
caracterizadas pela regido especifica do mtDNA, que codifica para o gene
da NADH desidrogenase (NADH-DH). Por meio dessa estratégia, obteve-se
um fragmento de amplificagdo de 600 pb que foi encontrado nos individuos
das populagdes coletadas em culturas de milho no Brasil e no México, nao
havendo amplificagédo para os individuos da populagao que se alimentaram
com algodao no Brasil. Esse resultado sugere uma possibilidade de emprego
desse tipo de marcador molecular no monitoramento de populagdes

especificas de S. frugiperda.
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108 - USO SISTEMICO DE Bacillus thuringiensis, UMA NOVA
ALTERNATIVA PARA O CONTROLE DE INSETOS-PRAGA (Sistemic use
of Bacillus thuringiensis, a new alternative for the control of insects
pest)

Martins, E.S.", Capdeville, G2, Berry, C.%, Monnerat, R.G.4

Alternativas de controle de insetos, incluindo a utilizagado de
microrganismos entomopatogénicos como bactérias, fungos e virus, plantas
transgénicas com genes de bactérias e inimigos naturais tém sido
amplamente estudadas. No entanto, devido a importancia do problema,
surgem outras alternativas como, por exemplo, a utilizagdo de organismos
endofiticos. Muitas bactérias do género Bacillus foram isoladas de tecidos
de plantas, entretanto o primeiro relato do isolamento de Bacillus thuringiensis
a partir de plantas de algodao ocorreu no ano passado, no Laboratério de
Bacteriologia da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, onde foram
isoladas 13 estirpes de B. thuringiensis endofiticos. Neste trabalho, foi
proposta uma metodologia para detecgéo de B. thuringiensis endofitico em
plantas. A estirpe S1450 (Btk) foi crescida por 24 horas em meio NYSM
adicionado de ®SMet. Apos este periodo as células foram sedimentadas e
o sobrenadante descartado, o sedimento foi lavado trés vezes com PBS1X
para retirada do material radioativo ndo incorporado. Plantas de algodéo e
couve receberam de 1 a 5 inoculagdes com 2 mL de uma suspensao de
células marcadas com intervalos de 5h. Duas horas apds a ultima inoculagao
as plantas foram secas e expostas a filmes de auto-radiografia. Um gel de
SDS-PAGE também foi preparado a fim de mostrar que as proteinas que
estavam marcadas correspondiam somente as constituintes da estirpe Btk.
Desta forma, foi demonstrado que esta bactéria é capaz de penetrar na
planta, e percorrer todo sistema vascular, atingindo as folhas. Estudos para
inoculagao e colonizagao de B. thuringiensis na planta podem apontar para
uma nova forma de controle de insetos, nunca antes testada com esta
bactéria, reduzindo, assim, a utilizagdo de inseticidas e de suas

consequéncias indesejaveis.
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109 - ANALISE DA DIVERSIDADE DE ESPECIES DE Arachis VINCULADAS
AO GENOMA “B” POR MARCADORES MICROSSATELITES (Diversity
of wild Arachis species linked to the B genome using microsatellite
markers)

Custodio, A.R.", Schmidt, A.B.2, Valls, J.F.M.3

O amendoim, Arachis hypogaea, € uma espécie tetrapléide, com
férmula gendmica AABB. O género tem 81 espécies, 46 exclusivas do Brasil.
Ao longo de agdes de pré-melhoramento, os primeiros exemplos bem
sucedidos de introgressédo de genes oriundos de parentes silvestres no
amendoim foram concentrados em espécies dipldides vinculadas ao genoma
A, em parte pela baixa disponibilidade anterior de germoplasma de espécies
associadas ao genoma B. O aumento de coletas de germoplasma de parentes
silvestres do amendoim na Bolivia e Oeste do Mato Grosso, nas ultimas
décadas, ampliou a disponibilidade de acessos que compartilham o genoma
B, tornando possivel avangar no pré-melhoramento também a partir desse
genoma. Para caracterizar a diversidade coletada, principalmente, entre os
novos materiais de A. gregoryi e A. magna, os acessos disponiveis dessas
espécies foram submetidos, entre outros, a analise genética com uso de
marcadores SSR-Simple Sequence Repeats desenvolvidos para A. hypogaea.
O polimorfismo desse marcador molecular é baseado nas diferencas de
comprimento das sequéncias amplificadas, de acordo com o numero de
repeticdes em cada microssatélite, que € altamente variavel no genoma.
Amostras de folhas de individuos representativos de 96 acessos foram
coletadas em telado. O DNA gendmico foi extraido a partir de folhas, pelo
método de Doyle & Doyle, adaptado para as espécies em pauta. Os individuos
foram genotipados utilizando 38 iniciadores SSRs. A deteccao alélica foi
feita por fluorescéncia em sequenciador automatico 377X, em sistema de
locos multiplex. A diversidade genética vem sendo analisada, utilizando o
programa Genetic Data Analysis-GDA, versao 1.1. Analises preliminares
revelaram elevada diversidade alélica entre os acessos de A. gregoryi e de
A. magna. Os acessos de A. hypogaea, portadores de ambos genomas,
mostraram elevada heterozigosidade, enquanto as espécies dipldides
estudadas da secgéo taxondmica Arachis, vinculadas, ou ao genomaA, ou
ao B, apresentaram alta taxa de homozigotos, com ampla diversidade alélica.
Houve baixa transferibilidade dos marcadores utilizados para os acessos de
A.lignosa e A. pflugeae, da secgédo Procumbentes, e de A. paraguariensis

e A. hermannii, da secg¢ao Erectoides.
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110 - ANALISE DA RESISTENCIA A Spodoptera frugiperda EM HIBRIDOS
INTERESPECIFICOS DE Arachis (Analysis of the Spodoptera frugiperda
resistance in interspecific hybrids of Arachis)

Martins, A.E.", Favero, A.P.2

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma leguminosa mundialmente
utilizada na produgéo de 6leo, no consumo como confeitos ou in natura.
Suas sementes sao ricas em 6leo e proteina e sao de facil digestdo. O
género abriga 81 espécies, sendo 31 da Secgédo Arachis, muitas delas
resistentes a varias doengas e pragas como a lagarta-do-cartucho
(Spodoptera frugiperda). A S. frugiperda ataca diversas culturas
economicamente importantes em varios paises. Sua alimentagédo é
preferencialmente de tecidos jovens da planta, ocasionando dessa forma
severos prejuizos na produgao de graos. Este trabalho teve como objetivo
analisar a resisténcia de hibridos interespecificos de Arachis a S. frugiperda.
Foram geradas cinco combinagdes hibridas, oriundas do cruzamento entre
espécies de diferentes genomas e poliploidizadas, gerando os anfidiploides
sintéticos, com a finalidade de introgredir genes de resisténcia a pragas
localizados em espécies silvestres no amendoim cultivado. No experimento,
foram avaliados cinco anfidiploides (A. gregoryi (V 6389) x A. linearifolia (V
9401)“, (A. hoehnei (KG 30006) x A. cardenasii (GKP 10017))4, (A. hoehnei
x A. helodes (V 6325))4, (A. hoehnei x A. simpsonii (V 13710))“ e (A.
ipaénsis (KG 30076) x A. duranensis (V 14167))4, quatro cultivares de
amendoim, quatro hibridos complexos, dois individuos oriundos de
retrocruzamentos 1 e seis de retrocruzamentos 2. O experimento foi realizado
em condigdes de laboratdrio, em que uma folha de cada genétipo e as duas
lagartas em primeiro instar foram mantidas em cada placa de Petri lacrada
e forrada com algodéao e papel filtro. Quatro amostras de cada gendtipo
foram observadas apés cinco dias da montagem do experimento. Foram
avaliados a area foliar lesionada e o instar em que cada lagarta permaneceu
no final do ensaio. ldentificou-se maior mortalidade e menor crescimento
das lagartas alimentadas com folhas de hibridos interespecificos, em relagéo
a espécie cultivada Arachis hypogaea, assim como uma menor area foliar
lesionada. Pode-se observar que houve diferengas significativas entre as
cultivares de amendoim langadas no mercado, os anfidipléides e hibridos
complexos. Nos retrocruzamentos 1 e 2, apenas alguns individuos mostraram-
se mais resistentes que o amendoim cultivado.

Apoio: Embrapa, FAP-DF, CNPq e GCP.
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111 - ANALISE DA TRANSFERIBILIDADE DE MARCADORES
MICROSSATELITES DE MELAO PARA MELANCIA (Analysis of
microsatellite markers transferability from melon to watermelon)

Lamas, N.S.', Ferreira, M.A.2, Amaral, Z.P.S.3, Vieira, J.V.*, Ferreira,
M.A.J.F.5, Buso, GS.C.5

A melancia, no Brasil, é produzida com as cultivares que foram
introduzidas dos Estados Unidos e Japao, que, apesar de apresentarem
boa qualidade em termos de cor e teor de agucar, ndo sao adaptadas as
condigdes brasileiras, pois apresentam baixa produtividade e s&do suscetiveis
adoengas. Para se desenvolver cultivares adaptadas torna-se necessaria a
incorporacao de genes de acessos promissores. Isto, porém, implicara no
manejo de caracteres de heranga quantitativa, os quais sofrem influéncia do
ambiente. Marcadores microssatélites sdo marcadores moleculares que
detectam polimorfismo em regides hipervariaveis do DNA e sao ideais para
este tipo de estudo, pela riqueza de informagao genética que oferecem,
bem como pela facilidade de obtengdo de dados genéticos via reagéo de
polimerase em cadeia. Para algumas espécies dentro do mesmo género a
taxa de transferéncia de marcadores tem sido elevada. Considerando o alto
custo para o desenvolvimento destes marcadores, a transferibilidade de
microssatélites de uma espécie (Cucumis melo) para outra (Citrullus lanatus)
seria bastante oportuna. Um efeito significativo € a redugéo no custo e no
tempo de desenvolvimento da tecnologia e estudo, j& que ndo seria necessario
o desenvolvimento de primers proprios para melancia. Portanto uma bateria
de 250 primers microssatélites para meldo desenvolvidos no Laboratério de
Genética de Plantas da EMBRAPA/CENARGEN esta tendo sua
transferibilidade testada para melancia. Até o momento 96 locos SSR ja
foram testados em géis de agarose. Destes, 47 apresentaram produtos de
PCR para melancia, tiveram sua temperatura de anelamento otimizada, e
assim foram testados em gel de acrilamida. Nesta etapa, 12 marcadores
microssatélites apresentaram polimorfismo entre os individuos de melancia,
23 foram monomorficos e outros 12 ndo apresentaram fragmentos
apropriados. Os primers que foram transferiveis para melancia e apresentaram
polimorfismo serdo utilizados inicialmente na construgdo de um mapa
genético com base em populagcédo segregante para resisténcia a virose e
outras caracteristicas de interesse.

Apoio: PIBIC/CNPq.
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112 - ANALISE DO NUMERO E TAMANHO DE ESTOMATOS EM HIBRIDOS
INTERESPECIFICOS DIPLOIDES E TETRAPLOIDES DE Arachis (Analysis
of stomatal number and size in interspecific diploid and tetraploid
hybrids of Arachis)

Giotto, A.C.", Silva, W.S.2, Favero, A.P.3, Valls, J.F.M.*

Os estdmatos séo estruturas importantes para a fisiologia das
plantas, sendo a porta de entrada e escoamento dos gases para a
fotossintese. Essas estruturas sdo usadas na analise de plantas com niveis
de ploidia distintos, pois aumentos de ploidia tendem a gerar aumentos do
volume celular, diminuindo o niumero de células por area, na epiderme, e,
em consequéncia, o numero de estématos. O objetivo deste trabalho foi
comparar o numero e tamanho dos estdbmatos em cinco combinagdes de
hibridos interespecificos de espécies silvestres de Arachis, em condigéo
diplodide e tetrapléide. Foram estudadas plantas hibridas dipléides e
tetrapléides, oriundas dos cruzamentos: Arachis gregoryi V 6389 x A.
linearifolia V 9401; A. ipaénsis KG 30076 x A. duranensis V 14167; A.
hoehnei KG 30006 x A. simpsonii V 13710; A. hoehnei KG 30006 x A.
helodes V 6325; A. hoehnei KG 30006 x A. cardenasii GKP 10017. Foram
utilizados quatro foliolos de cada cruzamento. Os foliolos da primeira folha
expandida, contando do apice caulinar, foram retirados e raspados com lamina
de bisturi, da parte adaxial para a abaxial, até que restasse apenas a camada
epidérmica. As contagens e a medigdo do tamanho de estdmatos foram
feitas a partir da analise de cinco campos por amostra. As medidas foram
obtidas com auxilio de ocular micrométrica. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e teste t (p<0,05), este usado para comparagéao dentro
de cada combinagdo hibrida, das médias dos individuos dipldides e
tetraploides. Os testes mostraram que n&o ocorreu diferencga significativa
entre as combinagdes hibridas. Porém, houve diferenga significativa no
numero e tamanho de estdmatos, comparando-se hibridos dipléides e
tetraploides. Ainteragéao hibridos x ploidia apresentou diferenca significativa.
As plantas dipléides mostraram estématos de tamanho menor e em maior
numero por campo, em comparagao com as tetrapldides, em todas as
combinagdes. Conclui-se que o nimero e tamanho dos estdématos podem
ser considerados caracteres diagndsticos, para se identificar diferengas de
ploidia em hibridos de Arachis.

APoio: Embrapa CNPq e FAP-DF.
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113 - ANALISE MORFOLOGICA DE HIBRIDOS INTERESPECIFICOS
DIPLOIDES E TETRAPLOIDES DE Arachis (Morphological analysis of
diploid and tetraploid interspecific hybrids of Arachis)

Silva, P.A.P.", Giotto, A.C.", Silva, W.S.2, Valls, J.F.M. 3, Favero, A.P.*

Diversas espécies de amendoim vém sendo amplamente estudadas,
devido a sua grande importancia na produgao de 6leo e consumo dos graos
in natura, ou para uso como plantas forrageiras, ornamentais ou de cobertura.
O género Arachis é composto de 81 espécies, sendo 31 da segéo Arachis.
Quatro combinagdes hibridas, oriundas do cruzamento entre espécies de
diferentes genomas, foram geradas e poliploidizadas, gerando os
anfidipléides sintéticos, com a finalidade de introgredir genes de resisténcia
a doengas localizados em espécies silvestres no amendoim cultivado. O
objetivo deste trabalho é mostrar a variagdo morfoldgica existente entre
hibridos interespecificos dipldides e os respectivos anfidiploides causada
por possivel efeito de gigantismo. O experimento foi realizado na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. Na caracterizagdo morfolégica, foram
analisados descritores do eixo central, dos ramos laterais e das flores dos
hibridos intraespecificos. Foram avaliadas quatro combinagées hibridas nas
condigdes dipldide e tetraploide, que sdo mantidas em telado: A. gregoryi
(V 6389) x A. linearifolia (V 9401), A. hoehnei (KG 30006) x A. helodes (V
6325), A. hoehnei (KG 30006) x A. simpsonii (V 13710) e A. ipaénsis (KG
30076) x A. duranensis (V 14167). Os hibridos diploides e tetraploides
tiveram a maioria das caracteristicas morfoldgicas significativamente
distintas em tamanho, observando-se assim o efeito de gigantismo nos
anfidipléides. Alguns descritores em que se observou diferencas significativas
entre dipldides e tetrapldides foram, no eixo central, o comprimento da
raque, largura do foliolo apical, comprimento do peciolo, largura da parte
adnata da estipula; no ramo lateral, comprimento e largura da parte livre e
adnata da estipula e, nas flores, comprimento e largura do estandarte e
comprimento da asa. Isto ocorreu nos hibridos A. ipaénsis x A.duranensis,
A. gregoryi x A. linearifolia e A. hoehnei x A. simpsonii. No hibrido A.
hoehnei x A. helodes, houve diferengas apenas em poucos descritores,
como por exemplo, comprimento de estandarte e de asa.

Apoio: Embrapa, FAP-DF, CNPq e ARAMAP
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114 - ASSOCIACAO ENTRE MARCADORES MOLECULARES E
CARACTERISTICAS PRODUTIVAS EM RAGCAS NATURALIZADAS DE
OVINOS NO CENTRO-OESTE DO BRASIL (Association between
molecular markers and production traits in naturalised sheep breeds
in the Center-West Brazil)

Petroli, C.D.", Paiva, S.R.2, Faria, D.A.%, Landim, A4, Silva, A.V.R.%, Egito,
A.A8, Albuquerque, M.S.M.7, Castro, S.T.R.%, Mariante, A. S.”, McManus,
C.Mms?

Atualmente, a manutengao das ragas naturalizadas de ovinos depende
diretamente de sua insergédo nos sistemas de produgao existentes. Para
que isto aconteca, é necessario identificar caracteristicas importantes dessas
ragas que poderao desempenhar um importante papel em nichos de mercado
especificos. O objetivo deste trabalho foi verificar a existéncia de associagdes
significativas entre alelos de loci de microssatélites localizados no
cromossomo 20 de ovinos com caracteristicas de desempenho, carcaga e
resisténcia a parasitas gastrintestinais em 44 ovelhas puras e cruzadas das
racas Santa Inés, Bergamacia e Texel. Os marcadores utilizados
demonstraram ter uma alta variabilidade genética entre os ovinos e quatro
associagdes significativas (p<0,05) foram observadas apenas com as
caracteristicas de carcaca.

Apoio: UnB, EMBRAPA e CNPq
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115 - AVALIACAO DE PROGENIES DE MARACUJAZEIRO-AZEDO
QUANTO A RESISTENCIA A ANTRACNOSE (Evaluation of progenies of
sour passion fruit to Colletotrichum gloeosporioides resistance)

Martins, 1.", Peixoto, J.R.2, Mello, S.C.M.2, Junqueira, N.T.V.4, Padua,
RR.?

O presente trabalho foi desenvolvido em casa-de-vegetagéo, na
Estac&o Bioldgica da Universidade de Brasilia, e teve como objetivo avaliar
a reagao de progénies de maracujazeiro-azedo ao fungo Colletotrichum
gloeosporioides (Penzig) Saccardo, agente causal da antracnose, com base
na severidade (escala de notas) e incidéncia (% de plantas atacadas) da
doenca. Utilizou-se o delineamento de blocos casualizados, com 4 repeticbes
e 6 plantas por parcelas, em esquema de parcela subdividida, sendo sete
épocas de avaliagado na parcela e 72 progénies na subparcela. O fungo C.
gloeosporioides foi inoculado nas progénies de maracujazeiro na concentragao
5x108 por aspersdo mediante ferimentos pré-estabelecidos com auxilio de
escova de acgo de cerdas finas. Foram realizadas sete avaliagbes, a primeira
aos 20 dias apds a inoculagao e as demais, em intervalos a cada sete dias.
Para avaliar o grau de incidéncia e severidade da antracnose, estabeleceu-
se uma escala de notas de 1 a 7, sendo 1 = auséncia de sintomas; 2 = de
1 a 10% da area lesada atingida; 3 = de 10 a 25% da area lesada atingida;
4 =de 25 a 50% da area lesada atingida; 5 = de 50 a 100% da area lesada
atingida; 6 = rompimento do tecido necrosado e 7 = desfolha, onde foram
consideradas como Resistentes (R) as plantas com notas médias < 2;
Moderadamente Resistentes (MR) as plantas com notas médias >2e < 3;
Suscetiveis (S) as plantas com notas médias > 3 e <4; e Altamente
Suscetiveis (AS) as plantas com notas médias > 4. As progénies mostraram
diferencgas significativas quanto a incidéncia de C. gloeosporioides ao longo
das sete avaliagdes. O mesmo ndo ocorreu com respeito a severidade. No
geral, duas progénies foram classificadas como Moderadamente Resistentes;
oito como Suscetiveis e 62 foram Altamente suscetiveis. Houve correlagéo
da média de severidade com incidéncia da antracnose, demonstrando a

relagao entre os dois parametros e a confiabilidade de ambos.
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116 - AVALIACAO REPRODUTIVA E MORFOLOGICA DE HIiBRIDOS
COMPLEXOS DE Arachis (Reproductive and morphological evaluation
of complex hybrids of Arachis)

Silva, P.A.P.", Favero, A.P.2

Espécies do género Arachis sao cultivadas no Brasil e no mundo
para a obtengéo de gréos, 6leo e sao utilizados como plantas forrageiras,
ornamentais ou de cobertura. Varias espécies silvestres sao resistentes a
varias doencas e pragas e podem ser utilizadas no melhoramento genético
do amendoim (Arachis hypogaea). Hibridos entre espécies silvestres de
diferentes genomas foram poliploidizados artificialmente e geraram os
anfidipléides sintéticos. O cruzamento entre anfidipldides, gerando os hibridos
complexos, foi realizado com o objetivo de associar boa cruzabilidade com
o amendoim cultivado existente em alguns anfidiploides e as resisténcias
genéticas a pragas e doengas localizadas em outros anfidiploides. No presente
trabalho, foi realizada a caracterizacao reprodutiva, através da estimativa da
viabilidade de poélen dos hibridos, usando carmim acético 2% com glicerina,
e a caracterizagdo morfolégica descrevendo as estruturas foliares localizadas
no eixo central e ramos laterais e as estruturas florais dos seguintes hibridos
complexos: (A. ipaénsis x A. duranensis)*“ x (A. hoehnei x A. helodes)*; (A.
ipaénsis x A. duranensis)“ x (A. gregoryi x A. linearifolia); (A. gregoryi x A.
linearifolia)* x (A. hoehnei x A. cardenasii)“; (A. gregoryi x A. linearifoliay“ x
(A. hoehneix A. helodes)*. O experimento foi realizado na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia em condigdes de casa de vegetagdo e em
laboratério com quatro repetigdes. O hibrido complexo (A. ipaénsis x A.
duranensis)* x (A. gregoryi x A. linearifolia)* apresentou 51,4% de polen
corado com carmim acético. O resultado foi relevante quando comparado
aos dos demais hibridos. Em (A. gregoryi x A. linearifolia)* x (A. hoehnei x
A. cardenasii)“; (A. gregoryi x A. linearifoliay“ x (A. hoehnei x A. helodes)“
e (A. ipaénsis x A. duranensis)“ x (A. hoehnei x A. helodes)*, a porcentagem
de pdlen corado foi de 7,5%, 1,75% e 0,5%, respectivamente. Os dados
morfolégicos obtidos a partir de 31 descritores mensurados foram utilizados
na caracterizacdo de cada combinagao de hibridos e serdo futuramente
utilizados em processos de registros do germoplasma.

Apoio: Embrapa, FAP-DF, CNPq e ARAMAP.
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117 - BUSCA E OTIMIZACAO DE PRIMERS MICROSSATELITES (SSR),
DE GENES-CHAVE PARA CARACTERISTICAS BIOTICAS EABIOTICAS
DE FEIJAO, MILHO E MANDIOCA (Search and optimization of
microsatellite primers (SSR), of key genes for biotic and abiotic
characteristic of beans, maize and cassava)

Beltrdo, L.H.B.", Fontoura, T.B.!, Paiva, M.R.2, Cerqueira, A.A.2, Ciampi,
A.Y.3, Buso,G.S.C.*

Visando o manejo sustentavel da agrobiodiversidade nos biomas
Cerrado e Caatinga, no Programa Biodiversidade Brasil-Italia fez-se um
trabalho participativo para levantar as caracteristicas desejaveis de
comunidades de pequenos agricultores em seu contexto ambiental e
socioecondmico. Estas caracteristicas vém sendo alvos de atividades de
pesquisas com marcadores moleculares a serem utilizados na genotipagem
para dar subsidios a conservagao, ao melhoramento genético e eventual
selecdo. Portanto, este trabalho teve como objetivo a procura, em silico,
desenho, sintese e otimizagdo de marcadores microssatélites (SSR) para
genes funcionais (key genes) visando caracteristicas importantes apontadas
pelas comunidades. Para milho foram definidas as seguintes caracteristicas:
eficiéncia na absorgao e uso do nitrogénio; eficiéncia na absorgéo e uso de
fésforo; tolerancia ao estresse hidrico; tolerancia ao aluminio. Para feijao:
eficiéncia na absorgéo e uso do nitrogénio; tolerancia ao estresse hidrico.
Para mandioca: resisténcia a seca, resisténcia a doenca leiteira ou bacteriose
(Cassava Bacterial Blight) causada pela Xanthomonas campestris pv.
manihotis. Até o momento 32 pares de primers foram encontrados e
selecionados para sintese: 28 para milho, 2 para feijao e 2 para mandioca.
Os testes dos primers foram feitos a temperatura inicial de 56°C e modificada
conforme a necessidade. As reagbes foram realizadas com um volume total
de 13 pl, contendo cada reagéo 3 yl de DNA a 3 ng/pl e visualizadas em gel
de agarose 3,5 %. Para otimizag&o dos primers foram feitas reagées com 8
acessos representativos de mandioca, 2 de milho e 4 de feijao, todas
mantidas pela Embrapa. Dos 32 primers testados, apenas 15 tiveram a sua
temperatura de anelamento definida. Otimizada a temperatura de todos
marcadores, esses poderao ser testados em amostras das culturas que
segregam para as caracteristicas determinadas.

Apoio: Programa Brasil-Italia.
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118 - CARACTERIZAGCAO DA ESPECIE Ananas bracteatus E SUA
IMPORTANCIA ORNAMENTAL (Characterization of the species Ananas
bracteatus and its ornamental importance)

Oliveira, J.R.P.", Ferreira, F.R.2, Favero, A.P.2

O Brasil é considerado um dos principais centros de diversidade
genética do abacaxi, pois todas as suas variedades, tanto as cultivadas
quanto as silvestres, podem ser encontradas por todo pais. Na produgéo
comercial de frutos de abacaxi (Ananas comosus), cerca de 70% da produgéo
mundial provém da cultivar Smooth Cayenne. Devido ao reduzido numero de
cultivares no mercado é importante a conservacdo do germoplasma de
espécies de abacaxi, visando reduzir a erosdo genética e incentivar o uso
dos recursos genéticos no melhoramento dessa espécie. A Embrapa
Mandioca e Fruticultura e Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
vém desenvolvendo trabalhos de coleta, caracterizagao, avaliagao,
multiplicagéo e conservagao do germoplasma de abacaxi em BAGs (Bancos
Ativos de Germoplasma) existentes nos dois centros. Com o crescimento
no Pais do mercado de flores e plantas ornamentais, algumas variedades
do género Ananas, sobretudo as da espécie A. bracteatus, vém sendo muito
utilizadas para essa finalidade. Este trabalho objetivou descrever esta
espécie, com base no material do BAG da Embrapa Cenargen em Brasilia,
o qual consiste de dez acessos encontrados no campo experimental, visando
avaliagcdo para importancia ornamental. Embasado no documento
denominado “Descritores morfoldgicos para caracterizacéo e avaliagao de
abacaxi ornamental”, que esta sendo desenvolvido por pesquisadores da
Embrapa, foram avaliadas algumas caracteristicas julgadas cruciais para
esse tipo de uso do abacaxi. Analisando os resultados obtidos chegou-se a
conclusdo de que, em termos gerais, as plantas da espécie em questao
sdo bastante vigorosas, apresentam folhas verdes ou com variegagéo e
espinhos grossos. Os frutos sao suculentos e possuem um tamanho médio
de pouco mais de 10 cm; as bracteas desses frutos sdo bem vistosas, com
coloragcao vermelha ou cor-de-rosa; possuem pedunculo com média de
tamanho de 15 cm. A presenca de antocianina e variegacado em algumas
folhas & uma importante caracteristica ornamental. A presenga de espinhos
nas plantas contribui para a utilizagao de muitos acessos como cerca-viva,

aliando essa finalidade a sua beleza exética.
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119 - CARACTERIZACAO DO OLEO DO COQUINHO (Butia capitata)
(Characterization of Butia capitata oil)

Faria, J.P.", Siqueira, E.M.A.2, Grimaldi, R.?, Barrera-Arellano, D .3, Vieira,
R. F.4, Agostini-Costa, T.S.%

O coquinho, Butia capitata, € uma palmeira nativa na regiao do Cerrado.
Os frutos suculentos e bastante aromaticos sdo muito apreciados para o
consumo in natura; a polpa congelada é comercializada no Norte de Minas
Gerais. O objetivo deste trabalho foi caracterizar as fragdes lipidicas do
coquinho (Butia capitata). Os frutos foram adquiridos nos mercados da regido
de Montes Claros (MG) em novembro de 2005 e conservados por
congelamento até o momento da analise. Na polpa foi feita a determinagéo
da umidade por secagem em estufa (gravimetria, segundo AOAC), do extrato
etéreo (AOCS), dos carotendides e do valor pré-vitamina A, apos extragéao,
separacao e identificagéo de cada carotenoide especifico, segundo Rodriguez-
Amaya. Na semente foi feita a determinagao da umidade (gravimetria segundo
AOAC), do extrato etéreo (AOCS) e da composigéo dos ésteres metilicos
por cromatografia a gas, utilizando coluna capilar DB 23 Agilent 60m. A
polpa de coquinho apresentou 85,4% de umidade, 17,5% de lipideos totais
(matéria seca), 2,3-3,2 mg de carotendides por 100g de polpa e um valor de
pro-vitamina A de 347 retinol equivalente por 100g de polpa. Aaméndoa do
coquinho apresentou 9,9% de umidade e 57,8% de lipideos totais (matéria
seca). A composigao de acidos graxos do 6leo da améndoa foi de acido
caproico (0,39%); acido caprilico (7,83%); acido laurico (42,12%); acido
miristico (10,52%); acido palmitico (5,96%); acido estearico (5,96%); acido
oléico (16,91%); acido linoléico (4,16%); acido araquidico (0,09%) e acido
gadoléico (0,04%), totalizando 78,9% de acidos graxos saturados e 21,1%
de insaturados. A predominancia de &cidos graxos saturados, como o acido
laurico, esta de acordo com a composig¢ao do 6leo de outras espécies de
Palmae, como o dleo de coco (Cocos nucifera), o 6leo de babagu (Orbignya
phalerata) e o 6leo de macauba (Acrocomia intumescens).

Apoio: Programa Biodiversidade Brasil-Italia.
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120 - CARACTERIZACAO MORFOLOGICA PARCIAL DE ACESSOS DE
GERMOPLASMA DE BUCHA VEGETAL (Luffa SP.) [Partial morphological
characterization of germplasm accessions of luffasponge (Luffasp.)]

Barrozo, L.V.", Gomes, P.A.2, Silva, H.A.23, Nascimento, W.M.*, Ferreira,
M.A.J.F.5

A bucha vegetal, da familia Cucurbitaceae, € uma planta rasteira
provavelmente originaria da Asia e seus frutos, depois de secos, sao
utilizados na fabricagcdo de esponjas de banho, objetos artesanais e na
medicina popular. Este trabalho teve como objetivo caracterizar
morfologicamente 16 acessos de germoplasma de bucha coletados no
Espirito Santo, Mato Grosso, Tocantins e Bahia e conservados na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. Quatro sementes de cada acesso
foram plantados para caracterizagao, sendo que foi avaliada a percentagem
de germinagéo; descritores vegetativos (formato da folha [FF], cor das folhas
[CF], textura da folha, pilosidade da folha, cor do ramo principal [CR],
qguantidade de ramificagbes, cor do peciolo, pilosidade do peciolo, quantidade
de gavinhas) e reprodutivos (cor da pétala da flor [CL], tamanho da flor,
macho fertilidade, proporcao de flores femininas/masculinas e expressao
sexual). A percentagem de germinagao variou de 0 a 100%, ao passo que
em relagao ao FF 93% foram pentolobadas e 7% inteiras (Luffa operculata).
A CF variou de verde intenso (37%) a verde claro (7%), sendo que 100%
delas foram asperas e com pouca pilosidade. A CR foi predominantemente
verde intermediario (57%) e verde intenso (40%). A maioria das plantas (70%)
apresentou muitas ramificagdes secundarias. O peciolo apresentou coloragdo
verde intermediaria (47%) e verde claro (53%) e com pouca pilosidade. Cerca
de 77% das plantas apresentou muitas gavinhas. Em termos de caracteres
das flores, observou-se que: 70% apresentaram CL amarela médio, 20%
amarela intenso e 10% amarela claro; 53% apresentaram flores de tamanho
médio, 23% pequenas e o mesmo para grandes; apenas uma planta
apresentou macho infertilidade; todas as plantas foram mondicas com
predominancia de flores masculinas. Portanto, verificou-se que os acessos
de germoplasma apresentam variabilidade genética para os descritores
avaliados. Vale informar que estes acessos estdo sendo caracterizados
também para descritores de frutos.
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121 - CARACTERIZACAO MORFOLOGICA PARCIAL DE ACESSOS DE
GERMOPLASMA DE Cucurbita SP. (Partial morphological
characterization of germplasm accessions of Cucurbitasp.)

Gomes, P.A.!, Barrozo, L.V.?, Silva, H.A.3, Nascimento, W.M.*, Ferreira,
M.A.J.F.5

O género Cucurbita apresenta uma alta diversidade genética e é
constituido por 15 espécies, sendo as principais cultivadas: Cucurbita maxima
(moranga), C. Moschata (abdbora) e C. Pepo (abobrinha). Economicamente,
as abdboras sao importantes por fazerem parte da alimentagao basica das
populagdes de varias regides do pais. Considerando sua diversidade genética
no Brasil, foram coletados acessos de germoplasma no Espirito Santo,
Mato Grosso, Bahia e Tocantins, que estdo conservados na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. Este trabalho teve como objetivo
caracterizar 12 acessos em relagéo a descritores vegetativos (cor do ramo
principal; formato, I6bulos, pilosidade, cor, brilho, proeminéncia e pigmentagao
da veia da folha; pilosidade e cor do peciolo) e reprodutivos (expresséo
sexual, macho fertilidade, proporgao de flores femininas/masculinas, tamanho
da flor, cor da pétala). A definigao dos descritores teve como base a relagéo
definida pelo IPGRI para Cucumis melo (meldo). As avaliagbes foram
realizadas quando as plantas apresentavam o 10° e 11° n6. Em relagao as
caracteristicas da folha, observou-se que: 100% dos acessos apresentaram
formato inteiro da folha; 58% Iébulos rasos e 42% intermediarios; 17% alta
pilosidade, 58% pilosidade intermediaria e 25% baixa; 42% cor verde intensa,
33% verde médio e 25% verde claro; 25% apresentaram folha brilhosa, 58%
intermediaria e 17% opaca; 100% apresentaram proeminéncia e pigmentagao
da veia; 25% apresentaram alta pilosidade no peciolo, 67% intermediaria e
8% baixa pilosidade; 33% apresentaram cor do peciolo verde intenso, 50%
verde médio e 17% verde claro. A cor do ramo principal variou de amarelo
(8%), verde médio (42%) a verde intenso (50%). Todas as plantas foram
mondicas com 100% de macho fertilidade e com predominancia de flores
masculinas. O tamanho das flores variou de pequena (17%) a grande (8%),
sendo que 58% apresentaram cor amarela da pétala e 42% amarela média.
Em suma, verificou-se que em relagéo aos descritores avaliados até entao,
os materiais de fato apresentam variabilidade genética. Estes acessos estéo
sendo caracterizados também para descritores de frutos.
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122 - CONSTRUCAO DE UM MAPA DE LIGACAO PARA ESPECIES
SILVESTRES DE Arachis, POSSUIDORAS DE GENOMA BB, POR MEIO
DE MARCADORES MICROSSATELITES (Construction of alinkage map
for wild species of Arachis with BB genome using microsatellite
markers)

Silva, R.C.", Luzzi, S.G.", Gouvea, E.G.2, Teixeira, C.C.3, Guimaraes, P.M.4,
Leal-Bertioli, S.C.M.?, Bertioli, D.J.%, Moretzsohn, M.C.”

O amendoim cultivado, Arachis hypogaea L.,& uma espécie de grande
importancia econémica em varios paises. E uma espécie alotetraploide,
possuidora de dois genomas (AA e BB), que s&o encontrados em espécies
dipléides silvestres da secao Arachis, a qual pertence o amendoim. Varias
dessas espécies possuem genes de resisténcia a fatores bioticos e abidticos,
que n&o sao encontrados em A. hypogaea. Para a introgresséo mais eficiente
desses genes no amendoim, sdo necessarios mapas de ligacéo e o
mapeamento dos genes de interesse. O objetivo deste trabalho foi, portanto,
a construcdo de um mapa genético para espécies dipldides de Arachis com
genoma BB, utilizando marcadores microssatélites, que séo ideais para o
desenvolvimento de mapas de ligag&o por serem codominantes, distribuidos
por todo o genoma e multialélicos. Dos 575 marcadores testados, 151 (26,3%)
mostraram-se polimoérficos, sendo analisados em 93 individuos da populagao
F2, resultante do cruzamento entre Arachis ipaénsis (acesso KG30076) e
Arachis magna (acesso KG30097). Usando-se um LOD escore minimo de
4,130 marcadores (87,1%) foram mapeados em 10 grupos de ligagéo, como
esperado, uma vez que Arachis ipaénsis e A. magna sao espécies dipldides
com 2n=20 cromossomos. Os grupos variaram de 5,56 cM a 216,8 cM, com
um comprimento total de 1028,4 cM e uma distancia média de 7,9 cM entre
marcadores. Cerca de 20% dos marcadores apresentaram distor¢oes da
segregacéo esperada. Novos marcadores estao sendo adicionados, para
uma cobertura mais completa do genoma. A constru¢cdo deste mapa
contribuira para o melhoramento do amendoim. Acomparagao com um mapa
publicado para espécies dipldides de genoma A mostrou que as ordens dos
marcadores sdo mantidas nos dois mapas, validando os marcadores
mapeados. Genes de resisténcia estdo sendo mapeados nessas populagoes,
visando a implementacao de selegdo assistida por marcadores nos
programas de melhoramento, o que ira acelerar consideravelmente o processo

de introgressao desses genes no amendoim cultivado.
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123 - CONSTRUGAO DE UM MAPA GENETICO DE LIGAGAO PARA
ESPECIES SILVESTRES DE Arachis COM GENOMA AA E SUA SINTENIA
COM Lotus japonicus E Medicago truncatula (Construction of a genetic
linkage map for wild species of Arachis with AA genome and its synteny
with Lotus japonicus and Medicago truncatula)

Gouvea, E.G.", Silva, R.C.?, Luzzi, S.G.2, Guimaraes, P.M.3, Leal-Bertioli,
S.C.M.4, Bertioli, D.J.5, Moretzsohn, M.C.8

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea L.) € uma leguminosa
plantada nos tropicos e possui grande importancia por ser rico em proteinas
e 6leo. E muito susceptivel a estresses biéticos e abidticos, para os quais
muitas das espécies silvestres sao resistentes. Mapas de ligagdo séo
importantes no melhoramento de plantas, por possibilitarem o mapeamento
de genes de interesse. Os objetivos deste trabalho foram a construcédo de
um mapa de ligagao para espécies dipléides de Arachis com genomaAAe
a analise da sintenia de Arachis com leguminosas-modelo. O mapa foi
construido usando uma populagéo F,, com 93 individuos, resultantes do
cruzamento entre A. duranensis e A. stenosperma. A analise de 489 locos
microssatélites mostrou que 215 (44,0%) eram polimérficos. Esses
marcadores, junto a 83 marcadores ancoras, que sao marcadores génicos,
de copias unicas e transferiveis entre as leguminosas, foram utilizados na
construgao do mapa. Usando um LOD escore minimo de 11, 66 marcadores
ancoras e 182 microssatélites foram mapeados em 10 grupos de ligacao.
Um comprimento total de 1645 cM foi obtido, com uma distancia média de
6,32 cM entre marcadores. Cerca de 136 (54,8%) dos 248 marcadores
mapeados provavelmente representam genes, de possivel interesse por
estarem ligados a qualidade de semente e a resisténcia a doencgas e a
seca. Resultados preliminares mostraram que varios grupos de ligagao
apresentaram marcadores na mesma ordem nos genomas de Arachis, Lotus
e Medicago. A.hypogaea possui um genoma cerca de dez vezes maior do
que o de Lotus, cujo genoma esta quase totalmente seqlienciado. Portanto,
esses marcadores génicos conservados entre as espécies irdo facilitar
sobremaneira a identificagdo de genes ortélogos no amendoim. Além disso,
genes de resisténcia a doencas estao sendo mapeados nessas populagdes,
visando a implementacao de sele¢ao assistida por marcadores nos programas
de melhoramento para acelerar o processo de introgressao desses genes
no amendoim.
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124 - DESENVOLVIMENTO E UTILIZA(;AO DE SISTEMAS MULTIPLEX
DE MARCADORES SSR PARA FEIJAO (Development and utilization of
multiplex systems of SSR markers for bean)

Lamas, N.S.', Ferreira, M.A.2,Junqueira, L.P.3, Ohse, B.J.G.#, Cerqueira,
A.A%, Cano, D.M.%, Santin, M.R.%, Amaral, Z.P.S.7, Buso, G.S.C.2

O feijao, Phaseolus vulgaris, constitue-se num dos alimentos basicos
da populagéo brasileira e € um dos principais fornecedores de proteina, ferro
e carboidratos. Contudo, ha necessidade de se desenvolver métodos que
acelerem a capacidade analitica dos estudos genéticos de feijao. Sequéncias
Simples Repetidas sdo marcadores genéticos poderosos, pois o conteldo
informativo de um loco SSR ¢é bastante alto por se tratar de seqliéncias de
alta taxa evolutiva. Mesmo em comparagdes de germoplasma de estreita
base genética, detecta-se um alto nimero de alelos em um loco SSR. No
entanto, por se tratar de uma reagao PCR especifica, somente um loco é
analisado de cada vez. E possivel maximizar a capacidade multiplex
desenvolvendo reagbes PCR independentes, mas separando os fragmentos
amplificados no mesmo gel. Para tanto, deve-se ter um conhecimento prévio
da amplitude alélica, o tamanho de cada loco amplificado e o tempo de
revelagdo de cada primer. Esse conhecimento é fundamental para que
durante a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida os locos néo se
sobreponham. Foram analisados 99 primers SSR de feijao para a formagao
de sistemas multiplex multi-carregamento, dos quais 87 foram agrupados
em 29 triplexes e 12 primers foram agrupados em 3 tetraplexes, de acordo
com o tamanho do loco, tempo de aplicagao e revelagdo de cada primer.
Para o sistema multiplex em uma Unica reagao de PCR, um total de 30
primers foi estudado, e foram estabelecidos multiplexes de 01 conjunto de
04 primers, 06 de 03 primers, 03 de 02 primers, restando 02 primers, que
por terem suas temperaturas de anelamento distintas n&o se encaixam em
nenhum dos conjuntos pré-estabelecidos. A utilizagcao de sistemas multiplex
de marcadores SSR é uma ferramenta de grande importancia para os estudos
genéticos reduzindo o tempo para a geragéo de informagao e aumentando a
praticidade, uma vez que sera processado mais do que um primer em um
unico gel.

Apoio: PRODETAB.
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125 - DETERMINAGCAO DE CARATENOIDES EM COQUINHO (Butia
capitata) (Carotenoids determination of Butia capitata pulp)

Faria, J.P.!, Vieira, R.F.2, Lima, L.H.C.3, Agostini-Costa, T.S.*

O coquinho, Butia capitata, € uma palmeira nativa na regiao do Cerrado.
Os frutos suculentos e bastante aromaticos sdo muito apreciados para o
consumo in natura; a polpa congelada é comercializada no Norte de Minas
Gerais. O objetivo deste trabalho foi identificar e quantificar os carotendides,
compostos precursores de vitamina A e que apresentam atividade
antioxidante, presentes no coquinho. Os frutos do coquinho foram adquiridos
nos mercados da regido de Montes Claros (MG) em outubro de 2004 e
conservados por congelamento até o momento da analise. Os carotendides
extraidos em acetona foram saponificados e separados em coluna de 6xido
magnésio: hyflosupercel 1:2. Os carotendides foram identificados
considerando-se: a) a 6rdem de eluigdo na coluna; b) o valor de rf em camada
delgada de silica gel; c) o perfil do espectro ultravioleta-visivel; d) reagdes
quimicas especificas. A quantificagcdo de cada fragao foi realizada a partir
das respectivas absorbancias maximas e dos valores das absortividades
tabelados. O valor de vitamina Afoi calculado a partir da atividade pré-vitaminica
tabelada por Bauernfeind. O beta-caroteno (19 g/g) foi o principal carotenoide
identificado, constituindo 58% dos carotendides totais. Outros carotendides
encontrados em menor concentracao foram o fitoeno, o fitoflueno, o alfa-
caroteno, o zeta-caroteno, o gama-caroteno, o licopeno e um carotendide
ainda ndo identificado. A atividade pré-vitamina A, que foi atribuida ao beta-
caroteno e ao gama-caroteno encontrados, foi de 347 RE/100g. Em
comparagao com outras frutas normalmente consumidas, o coquinho pode
ser considerado uma fruta com elevado potencial pré-vitamina A.

Apoio: Programa Biodiversidade Brasil-Italia.
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126 - DETERMINAQAO DE MINERAIS E TEOR DE FIBRA DA POLPAE
DA SEMENTE DO COQUINHO (Butia capitata) (Mineral and dietary fiber
determination of Butia capitata pulp and seed)

Faria, J.P.', Siqueira, E.M.A.2, Almeida, F.3, Silva, L.C.R.%, Vieira, R.F.5,
Agostini-Costa, T.S.®

O coquinho, Butia capitata, palmeira nativa da regido do Cerrado,
possui os frutos suculentos e muito aromaticos. A polpa congelada é
comercializada no Norte de Minas Gerais e os frutos, consumidos in natura.
O objetivo deste trabalho foi determinar a composigao mineral e quantificar
o teor de fibra da polpa e da semente do coquinho (Butia capitata). Os frutos
foram adquiridos nos mercados da regido de Montes Claros (MG) em
novembro de 2005 e conservados por congelamento até 0 momento da anélise.
A determinacgao de fibras detergente neutro (FDN) e detergente acido (FDA)
foi feita pelo método Van Soest e Wine; os minerais foram determinados por
espectrometria de emissao por plasma e o teor de nitrogénio total por
colorimetria. Apolpa de coquinho apresentou 7,5% de fibra detergente neutro,
4,7% de fibra detergente acido, 0,07% de nitrogénio total e 1,1% de residuo
mineral fixo, sendo fésforo (20mg/100g), potassio (560mg/100g), calcio
(30mg/100g), magnésio (13mg/100g) e enxofre (9mg/100g). Boro, cobre,
ferro, manganés, zinco, aluminio e sédio foram encontrados em
concentragdes menores que 18 ppm. Aaméndoa do coquinho apresentou
25% de FDN, 17% de FDA, 1,6% de nitrogénio, e 1,5% de residuo mineral
fixo, sendo fésforo (310mg/100g), potassio (327mg/100g), calcio (46mg/100g),
magnésio (114 mg/100g), enxofre (141 mg/100g). Boro, cobre, ferro,
manganés, zinco, aluminio e sddio foram encontrados em concentragdes
menores que 38 ppm. Com relagao ao fruto de outras palmeiras, como o
buriti, o dendé, a polpa do coquinho apresenta menor teor de 6leo. A polpa
apresentou elevados teores de fibra dietética (FDN) e de potassio. Aaméndoa
apresentou elevados teores de fibra dietética e de fésforo, potassio, magnésio
e enxofre.

Apoio: Programa Biodiversidade Brasil-Italia.
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127 - DIVERGENCIA GENETICA ENTRE AS VARIEDADES VERMELHA E
BRANCA DA RACA OVINA MORADA NOVA POR MEIO DE MARCADORES
STRs (Genetic divergence between the varieties red and white of
sheep breeds Morada Nova by means of STRs markers)

Dias, C.", Paiva, S.R.2, Faria, D.A.%, McManus, C.M.4, Silva, F.L.R.5, Faco,
0.5, Villarroel, A.B.S.7, Castro, S.T.R.8, Egito, A.A.8, Albuquerque, M.S.M.®,
Mariante, A. S.°

Os ovinos da raga Morada Nova constituem um dos grupos mais
adaptados ao Sertdo Nordestino sendo uma importante fonte de carne e
pele. Existem atualmente duas variedades desta raga que pode ser vermelha
ou branca. Com o intuito de verificar se este polimorfismo esta apenas
relacionado a cor da pelagem ou se existem diferengas genéticas fixadas
entre as duas variedades foram genotipados, por meio de 19 marcadores
microssatélites, de modo que 23 representaram a variedade vermelha (MNV),e
25 representaram variedade branca (MNB). As estimativas de variabilidade
genética intrapopulacional mostraram que a heterozigosidade esperada (He),
a heterozigosidade observada (Ho) e o numero médio de alelos foram,
respectivamente de 0,68, 0,64 e 5,74 para a ragca MNV e de 0,71, 0,70 e
6,21 para araga MNB. Apenas a variedade branca se encontra em Equilibrio
de Hardy-Weinberg (p<0,0199). Em termos qualitativos, foram identificados
19 alelos exclusivos na MNV e 28 alelos para a MNB. A maior variabilidade
genética e menor consanguinidade na variedade branca podem ser explicadas
pelo maior efetivo populacional do rebanho da UFC em relag&o ao rebanho
da Embrapa Caprinos, de maneira que o rebanho da variedade vermelha
esta mais susceptivel a efeitos estocasticos como deriva genética. Em
relagdo as comparagdes entre as variedades foi observado um valor de F;
de 0,0702 (P<0,0001) entre os dois grupos e foi comprovado que as duas
variedades diferem estatisticamente, devendo, portanto, ser consideradas
unidades de manejo independentes.
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128 - DIVERSIDADE GENETICA DE 23 LOCOS STRs EM CINCO
POPULACOES DE OVINOS DA RACA SANTA INES (Genetic variation
at 23 STRs loci in five Brazilian populations of Santa Inés hair sheep
breed)

Souza, C.A.", Paiva, S.R.2, Faria, D.A.", McManus, C.M.3, Oliveira, A.A.%4,
Grattapaglia, D. %, Castro, S.T.R.%, Egito, A.A.5, Albuquerque, M.S.M.7,
Mariante, A. S.7

Araca Santa Inés é uma das principais ragas naturalizadas de ovinos
deslanados no Brasil principalmente por ser altamente adaptada aos mais
diversos ecossistemas brasileiros. Como parte de esforgos concentrados
para aumentar seu potencial produtivo por meio de programas de selegao
genética, € imperativo o uso de metodologias avangadas tanto para verificagéo
de pedigrees como para estudos sobre a origem da raga. Neste contexto, o
presente trabalho teve como objetivo gerar um banco de dados de freqiiéncias
alélicas para a raga Santa Inés em 23 loci STRs. Os loci genotipados foram
INRA23, OARFCB304, MAF214, INRA63, OARHH35, INRA35, OMHCH1,
ILSTS87, ILSTSO05, ILSTS11, MAF65, BM827, OARFCB20, OARCP20,
OARAE129, INRA172, HUJ616, SRCRS05, BM6526, OARCP49, OARFCB11,
D5S2 e SPSP113, dos quais 13 estdo incluidos no painel de marcadores
recomendados pelo ISAG para o teste de comparacgao de paternidade em
ovinos. Foram amostrados 285 animais, pertencentes a cinco populagoes
distribuidas nas regides Centro-Oeste e Nordeste do Brasil. Os locos tipados
apresentaram uma média de 10 alelos por loco, valor de PIC de 0,712 e
heterozigosidade média esperada de 0,745. As probabilidades de excluséo
de paternidade cumulativas, com e sem conhecimento prévio de um dos
parentais (PE1 e PE2, respectivamente), foram de 0,999999 e 0,999989.
Dentre os 23 locos genotipados, 11 ndo apresentaram desvio significativo
do Equilibrio de Hardy-Weinberg (P<0,001), de forma que trés das cinco
populagbes estudadas revelaram significativo déficit de heterozigotos
(P<0,001). O banco de dados apresentado neste trabalho pode ter aplicagao
direta na verificagédo de paternidade em registros genealdgicos da raga Santa
Inés bem como em andlises de diversidade e manejo genético de rebanhos.
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129 - ESTRUTURA GENETICA DE CINCO RACAS NATURALIZADAS E
COMERCIAIS DE SUINOS DO BRASIL (Genetic structure of five Brazilian
naturalized and commercial pig breeds)

Sollero, B.P.", Paiva S.R.2, Faria, D.A.3, Guimaraes, S.E.F.%, Egito, A.A.5,
Albuquerque, M.S.M.%, Castro, S.T.R.%, Murata, L.S.7, Mariante, A.S.¢

As racgas naturalizadas de suinos, consideradas fontes potenciais de
novas variantes genéticas, encontram-se em vias de extin¢do. Este trabalho
teve como objetivo verificar a existéncia de estruturacdo genética entre
populagdes representantes de trés ragas naturalizadas (Piau, Monteiro e
Moura) e duas comerciais (MS60 e Landrace), a partir de 12 marcadores
microssatélites. A Analise Molecular de Varidncia mostrou que 15,26%
(P<0,001) da variagao genética existente € em razao de diferengas inter-
raciais, principalmente na raga Piau. Os 179 animais amostrados de
diferentes regides foram designados probabilisticamente por meio de
inferéncia Bayesiana, a uma ou mais populagdes por meio do programa
Structure. Seis populagdes foram sugeridas (K=6), de forma que a maior
sub-estruturagao encontrada foi dentro das ragas Piau e Landrace, bem
como Piau e Monteiro. Valores de Fst obtido nas analises do software
Arlequim confirmaram uma maior distancia genética entre as ragas Monteiro
e Moura (0,2407), enquanto as ragas Landrace e MS60 apresentaram-se
mais proximas (0,0709). A detecgéo de sub-estruturagéo de populagdes
neste estudo, principalmente dentro das ragas naturalizadas, ira contribuir
para o planejamento de futuros programas de conservagao para essa espécie.
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130 - ESTRUTURA GENETICA POPULACIONAL DE Manilkara huberi-
(DUCKE) A.CHEV. (SAPOTACEAE), MACARANDUBA, INFERIDA POR
ANALISES DE cpSSR E SEQUENCIAMENTO [Population genetic
structure of Manilkara huberi- (Ducke) A.Chev. (Sapotaceae),
macaranduba, inferred from cpSSR and sequencing analysis]

Azevedo, V.C.R.", Kanashiro, M.2, Ciampi, A.Y.3, Grattapaglia, D.*

A magaranduba, Manilkara huberi (Sapotaceae) € uma espécie
intensamente explorada pela industria madeireira devido a alta densidade
de sua madeira e atualmente se encontra sob manejo sustentavel na
Amazobnia Brasileira. Nossos estudos em uma floresta primaria localizada
na FLONA Tapajos, Belterra PA, utilizando marcadores microssatélites do
genoma nuclear indicaram que a espécie apresenta elevada diversidade
genética, embora apresente endocruzamento significativo (f = 0,17).
Apresenta ainda um fluxo de pélen a distancias limitadas (~47m), alta taxa
de cruzamento entre parentes (27%) e estruturagéo espacial, estando os
individuos aparentados distantes em até 300 metros entre si. Com base
nestes resultados e visando confirmar a estrutura genética espacial da
espécie e seu padrao de fluxo génico, este estudo teve como objetivo avaliar
a existéncia de estruturacdo genética matrilineal desta mesma populagao
de 300 individuos adultos distribuidos em 200 ha, com base na analise de
nove microssatélites no genoma de cloroplasto (cpSSR), associados ao
seqlenciamento de duas regides intergénicas de cpDNA e uma de
ribossomo. Apesar de estudos relatarem a alta taxa de variagao destes
locos SSR em outras espécies, as analises de quatro cpSSRs nio indicaram
variagao haplotipica dentro da populagéo. O quinto loco analisado, entretanto,
apresentou dois alelos por individuo indicando que provavelmente esta
duplicado no genoma plastidial de M. huberi, o que sera confirmado por
sequenciamento dos dois fragmentos visando detectar SSR em ambos. Um
destes alelos apresentou variagao dentro da populac¢éo, gerando no conjunto
dos locos, trés haplétipos dentro da populagéo. Outros quatro cpSSRs estao
sendo analisados, em conjunto com o seqlenciamento de trés regides de
DNA citoplasmatico. Estas informagdes genéticas conduzirdo a uma definicéo
de programas de manejo adequados para a espeécie, que permitam a
manutencéo de seu potencial evolutivo a longo prazo.
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131 - ESTUDO DA VARIABILIDADE GENETICA ENTRE 162 LINHAGENS
DE MELAO UTILIZANDO MARCADORES MOLECULARES RAPD (Genetic
variability study of 162 melon lines using molecular markers)

Gontijo, S.L.", Amaral, Z.P.S.2, Paiva, W.0.3, Buso, J.A.%, Buso, G.S.C.5

Com o aumento da demanda de produgdo do melao 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 produgao e da
qualidade final do produto. Com base na importancia econémica do melao,
programas de melhoramento genético véem 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 utilizagdo de marcadores moleculares, pois detectam
dissimilaridades entre diferentes acessos em nivel de DNA. Um total de 162
linhagens desenvolvidas nos programas de melhoramento da Embrapa
Agricultura Tropical e Embrapa Hortalicas foram analisadas por meio de
marcadores RAPD visando a indicagao do nivel de similaridade entre elas. A
analise demonstrou haver grande variabilidade genética entre as linhagens e
poucos pares de linhagens que se apresentaram com similaridade acima
de 0,85. Prevé-se que podera ser obtido um nimero elevado de combinagdes
hibridas a partir das linhagens avaliadas, mesmo selecionando-se linhagens

com similaridade abaixo de 0,85.
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132 - ESTUDO DAS RELAGOES GENETICAS DE ACESSOS Anthurium
E Etlingera USANDO MARCADORES (Study of the genetic relationship
of Anthurium and Etlingera accessions using molecular markers)

Carvalho, A.A.A.A.", Diniz, B.T.2, Oliveira, D.S.3, Ferreira, M.A.%, Paiva, W.0.5,
Buso, G.S.C.8

Os anturios séo de regides tropicais e subtropicais 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 Anthurium andreanum Lind., entretanto, outras espécies
tém potencial para uso de folhas cortadas ou como planta de vaso. A flor
pertencente ao género Etlingera, popularmente conhecida como bastdo do
imperador, é originaria da Indonésia e assim como os anturios possue grande
potencial ornamental. O agronegécio de plantas ornamentais no Brasil
responde por um PIB estimado em US$ 1,5 bilhées. Promove geracao de
empregos e é 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 e bastdo do imperador nesta regido,
espécies exadticas e cultivadas foram coletadas em diferentes localidades.
Para o melhoramento é necessario confirmar a classificagéo inicial e a
distribuigdo da variabilidade genética dos acessos. Este trabalho teve por
objetivo analisar a diversidade genética de acessos do género Anthurium e
Etlingera do banco de germoplasma da Embrapa Agroindustria Tropical por
meio de marcadores moleculares. A analise de 132 acessos de anturio,
compreendendo 8 espécies, e 21 acessos de bastao do imperador foi feita
com marcadores RAPD. Até o momento foram utilizados 5 primers que
possibilitaram a obtengéo de 32 marcadores polimorficos. Pode-se verificar
que as espécies exoticas de Anthurium provavelmente constituem-se em
fontes ricas de variabilidade para o melhoramento genético. Foi observado
que as diferentes espécies apresentaram bandas bem distintas entre elas o
que propiciou o agrupamento dos individuos de acordo com as espécies
propostas pela classificagdo com base em descritores morfoldgicos, no
entanto dois acessos classificados inicialmente como A. lindmanianum,

tiveram perfis de bandas comuns aos acessos classificados como A. affine.
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133-ESTUDO DE DIFERENCAS GENOTIPICAS ENTRE INDIVIDUOS DE
Agaricus blazei BASEADO EM MARCADORES RAPD (Study of genotipic
differences between individuals of Agaricus blazei based on RAPD
markers)

Marques, J.M.", Urben, A.F.3, Buso,G.S.C.?

Nos ultimos anos, a utilizagdo de cogumelos aumentou
consideravelmente, devido ao seu alto valor nutricional e as suas propriedades
medicinais. Dentre esses cogumelos encontra-se o Agaricus blazei Muril,
nativo do Brasil que foi encontrado por um imigrante japonés em 1965 na
regido de Piedade-SP. A comercializagao desse cogumelo apresenta alto
poder econdmico, o0 mercado internacional, principalmente Estados Unidos
e Japao, absorve grande parte da producgéao brasileira, mas ha necessidade
de se produzir muito mais para atender as demandas interna e externa. O
objetivo desse trabalho foi analisar diferengas genotipicas entre acessos de
Agaricus blazei com pequenas diferengas morfoldgicas. Utilizou-se a técnica
de RAPD, eficiente na identificagdo de variabilidade genética, apresentando
baixos custo e mao-de-obra. O DNA foi extraido dos corpos de frutificagdo
seguindo o protocolo CTAB 2%. Analisou-se 4 acessos de fungos (18
individuos), sendo 3 de Agaricus blazei, cultivados por produtores diferentes
e 1 de Agaricus bisporus. Foram testados 160 primers, que geraram varias
bandas de DNA amplificado. Apds analise destas bandas, verificou-se que
nao houve distingédo, entre os acessos de A. blazei analisados, capaz de
agrupa-los em espécies distintas. Apenas 2,7% dos primers empregados
no estudo detectaram polimorfismo dentro da espécie A. blazei, no entanto,
verificou-se que houve diferengas individuais, ndo formando grupos de
individuos similares entre si. Dessa forma, com base nos locos RAPD
verificados, geneticamente n&o ha diferengas, em nivel de espécie, entre os
individuos de A. blazei analisados; provavelmente as pequenas diferengas

morfoldgicas entre os acessos séo justificadas por fatores ambientais.
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134 - IDENTIFICACAO DA RESISTENCIA A LAGARTA DE CARTUCHO
(Spodopterafrugiperda) EM ACESSOS DE ESPECIES SILVESTRES DO
GENERO Arachis (Identification of the resistance of the fall armyworm
(Spodopterafrugiperda) in accessions of wild species of Arachis)

Andrade, M.T.", Martins, A.E.2, Alves, E.E A3, Silva, P.A. P4 Ramos, V.
R.%, Custodio, A.R.%, Valls, J.F.M.7, Favero, A.P.8

Spodoptera frugiperda € uma espécie de origem neotropical-
subtropical ocorrendo na maior parte do continente americano. Alagarta de
1°instar se alimenta das camadas superficiais da folha e nos estagios mais
avancgados chega a perfura-la, diminuindo a taxa fotossintética e a
produtividade de graos. As espécies silvestres do género Arachis apresentam
alto grau de resisténcia a pragas e doengas da cultura do amendoim. Setenta
acessos do género foram avaliados com o uso da técnica de folhas
destacadas, em condigbes de laboratorio, em que uma folha é acondicionada
em placa de Petri, sobre uma camada de algodao e uma de papel de filtro
umedecido com agua destilada. Foram colocadas sobre a folha, em cada
placa, duas lagartas no 1°instar. Acessos de A. hypogaea cultivares Tatu e
Tatui, foram utilizados como testemunhas. O delineamento experimental foi
de blocos ao acaso, com quatro repeti¢des. Aavaliagao das folhas lesionadas
foi feita no 8° dia apds o inicio do bioensaio, quando foi observado o
desenvolvimento das lagartas do 1° ao 5° instar, além da aparéncia da folha.
Quinze acessos considerados aparentemente resistentes, quando
submetidos as lagartas no 1° instar, foram selecionados para um novo
bioensaio, com lagartas no 4° instar. Dentre os 70 acessos avaliados,
observou-se diferentes niveis de resisténcia, sendo que A. benensis, da
seccao Procumbentes (acesso K 35005), destacou-se como um dos mais
suscetiveis, tendo sido suas repeticoes totalmente perdidas; enquanto A.
kretschmeri (V 14555), da mesma seccao e A. glandulifera (V 13738) e A.
gregoryi (V 14765), da secgao Arachis, destacaram-se como os mais
tolerantes ao ataque da lagarta. Nas condi¢des deste trabalho, apontamos
alguns acessos como promissores para uso no melhoramento do amendoim.
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135 - MAPEAMENTO GENETICO DE UMA POPULA(;AO DE Capsicum
annuum UTILIZANDO MARCADORES DOMINANTES E CO-DOMINANTES
(Genetic mapping of a Capsicum annuum population using dominants
and co-dominants markers)

Marques, J.M.", Ferreira, M.A.2, Moretzsohn, M.C.3, Ribeiro, C.S.C.%, Buso,
GS.CS

O cultivo de pimentas era uma caracteristica de tribos indigenas
brasileiras quando do descobrimento do Brasil. Atualmente o Brasil se
destaca como um grande produtor de frutos do género Capsicum, cerca de
280 mil toneladas por ano. A produgéo dessa cultura € muito influenciada
pela ocorréncia de doengas, o que tém 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.
Recentemente, o melhoramento genético de plantas esta utilizando
ferramentas que possibilitam a obtenc¢ao de resultados mais rapidos e
precisos, dentre elas pode-se citar os mapas genéticos, obtidos por meio
de marcadores moleculares co-dominantes e dominantes. Este trabalho
objetivou o desenvolvimento de um mapa genético para Capsicum annuum
utilizando marcadores microssatélites e RAPD. A populagéo utilizada para
0 mapeamento é composta de 186 individuos F2, proveniente do cruzamento
intraespecifico de cultivares contrastantes para resisténcia as referidas
doengas. A genotipagem dos individuos F2 foi feita com o emprego de
marcadores RAPD e microssatélites desenvolvidos no Laboratério de
Genética de Plantas/Embrapa — Recursos Genéticos e Biotecnologia. O
DNA foi extraido das folhas dos individuos parentais, F1 e F2 seguindo o
protocolo CTAB 2%. Para amplificagdo do DNA foram feitas reagbes de
PCR. O DNA amplificado nas rea¢des de PCR foram visualizados em gel de
agarose 3,5% com brometo de etidio fotografado sob luz UV e em gel de
poliacrilamida 5% corado com nitrato de prata. Varios iniciadores
microssatélites e primers de RAPD foram testados para avaliar o polimorfismo
entre os parentais do cruzamento. Os que apresentaram polimorfismo foram
empregados na construgdo do mapa por meio do programa Mapmaker, sendo
mapeados em 12 grupos de ligagao. Esses grupos variaram de 2.8 cM a
234.71 cM, totalizando um comprimento final de 992.535 cM sendo a

distancia média entre os marcadores de 25.45 cM.
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136 - RECONSTRUINDO A HISTORIA DE CLONES ELITE DE Eucalyptus
NO BRASIL COM BASE EM SNPS, MICROSSATELITES E MORFOMETRIA
(Reconstructing the history of elite Eucalyptus clones in Brazil based
on SNPs, SSR and morphometrics)

Vieira, M.C.", Padua, J.G.2, Missiaggia, A.A.3, Grattapaglia, D.?

O eucalipto foi introduzido no Brasil no século XIX, no Rio de Janeiro,
mas a principal fonte de germoplasma das empresas brasileiras entre as
décadas de 70 e 80 encontra—se no Horto de Rio Claro, atual Floresta Estadual
Edmundo de Navarro (FEENA). Apesar deste grande sucesso, existem
duvidas quanto a pureza genética das espécies. Acessos de determinadas
espécies podem ter sido disseminadas pelo pais com identificagao
equivocada. Neste trabalho, esta sendo realizada a investigagdo da
composigao genética de clones elite de Eucalyptus com o objetivo de
reconstruir sua historia no Brasil. As abordagens empregadas s&o: a
utilizacdo da metodologia denominada DNA barcodes juntamente com
polimorfismos autossGmicos de base individual (SNP); informacao de
ancestralidade e técnicas morfométricas. Um total de 10 folhas maduras e
sadias de 10 plantas distintas foi coletado e digitalizado, de maneira que
entre as bordas das folhas foram gerados 80 indices de dimensao fractal.
Tais dados foram submetidos a analise de componentes principais e estes
mostraram uma clara distingao entre espécies e espécimes de uma mesma
espécie. Amostras de E. grandis obtiveram uma grande disperséo,
sobrepondo—se ao grupo formado pelas amostras de E. urophylla. Este
resultado levanta a hip6tese da existéncia de hibridos entre E. grandis e E.
urophylla.  Pela analise molecular, foram detectados polimorfismos de base
Unica (SNP) para duas plantas de E. globulus e uma regido contendo um
indel, capaz de distinguir E. pellita e E. torelliana, de um grupo composto de
E. globulus e E. urophylla e, de outro composto por E. grandis. Com esses
dados, péde ser observado que essa regido do intron do trnL apresenta-se
bastante variavel, capaz de gerar informacgdes para analises taxondmicas,
tanto no nivel de espécie, quanto em niveis infra-especificos. A unido
de dados morfométricos e moleculares podera ser utilizada para estudos
taxondmicos e analises de admixture, permitindo a realizagao de inferéncias
sobre a composigao hibrida de espécies tidas como puras, além de confirmar
a composigao genética de hibridos elite.
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137 - RESISTENCIA DE ACESSOS DE Pfaffia glomerata A Meloidogyne
incognita (Resistance of Paffia glomerata lines to Meloidogyne
incognita)

Gomes, A.C.M.M.", Carneiro, R.M.D.G.Zv Ciroto, P.A.S.3, Mattos, J.K.A4

Pfaffia glomerata, comumente denominada “ginseng brasileiro”, € uma
Amaranthaceae nativa das Américas e Africa, sendo que o Brasil é o mais
importante centro de coleta dessa espécie para fins medicinais, alimenticios
e cosméticos. Existem varios problemas fitossanitarios que podem prejudicar
essa planta. Entre eles, destacam-se os nematdides de galhas, Meloidogyne
spp, causadores de sérios danos ao sistema radicular, onde estao
armazenados os principios ativos. Acessos de P. glomerata foram
selecionados, quanto a resisténcia a Meloidogyne incognita raga 1, a partir
de colec¢des de plantas mantidas na Universidade de Brasilia (UnB) e
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen). As plantulas foram
obtidas por mini estaquia a partir da planta mae, inoculadas com 5.000 ovos
quanto tinham aproximadamente 15 cm de comprimento, e mantidas sob
condig¢des controladas de temperatura. Noventa dias apds a inoculagéo foram
avaliados os sistemas radiculares quanto aos indices de galhas e de massas
de ovos, pelo método proposto por (Hartman & Sasser, 1985), e os fatores
de reprodugéo (FR), foram calculados dividindo-se o niumero total de ovos /
planta pelo numero de ovos inoculados. Os acessos Sao Luiz (MA), UFV
(MG), Cenargen 1 (DF), Pedra de Guaratiba (RJ), Itabaiana (SE) e Cenargen
2213-6 foram considerados altamente resistentes (FR<1); IAPAR (PR),
Cenargen 2216-10 e Cenargen 2216-16, medianamente resistentes (FR=de
1,9a2,3); Cenargen 2217-10 e UFC (CE), suscetiveis (FR=10,0) e os acessos
(Farmacotécnica, DF e Cenargen 2217-9) altamente suscetiveis (FR >80,0).
De acordo com esses resultados, a utilizagdo de acessos resistentes podera
ser uma medida bastante promissora para o controle de M. incognita, em
cultivos comerciais de P. glomerata.

'Bidloga, mestranda, Universidade de Brasilia-UnB

2Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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138 - SELECAO DE VARIEDADES DE ANANAS COM POTENCIAL
ORNAMENTAL (Selection of varieties of ananas with ornamental
potential)

Oliveira, J.R.P.', Ferreira, F.R.2, Favero, A.P.2, Teixeira, J.B.2, Cabral, J.R.
S.3, Souza, F.V.D.2, Martins, V. A"

O setor do agronegécio brasileiro envolvendo flores e plantas
ornamentais esta em ascenséo. Segundo Junqueira & Peetz (2006), no ano
de 2004, houve uma superagdo de 21%, nas exportagdbes do mesmo
segmento sobre o ano anterior. O abacaxi vem ganhando um crescente
destaque entre as plantas tropicais utilizadas como ornamentais, pois muitas
de suas espécies apresentam, além da durabilidade, uma beleza unica,
exotica e exuberante em suas inflorescéncias e coroas usadas em arranjos
florais, além das plantas que podem ser usadas em vasos ou ambientes
externos. A coleta, intercambio, caracterizacao, avaliagao e conservacgao
de germoplasma de abacaxi, podem indicar gendtipos 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 é determinante para manter
aquecido o interesse desse exigente mercado. Os bancos de germoplasma
de abacaxi, mantidos pela Embrapa, visam dar suporte aos programas de
melhoramento a fim de se obter variedades para a produgao de frutos.
Recentemente despertou-se o interesse desses materiais para a produgéo
de plantas ornamentais. Visando atender essa demanda, os materiais dos
bancos de germoplasma s&o caracterizados e avaliados com base em
descritores estabelecidos especificamente a fim de descrever germoplasma
de abacaxi ornamental. Na colegao mantida na Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, em Brasilia, foram selecionados oito acessos que se
destacam por suas caracteristicas ornamentais. Sao eles: BGA 12, BGA
21, BMTW 1045, FRF 202, FRF 1383, FRF 349, LBB 1443-B e TRICOLOR.
Esses acessos foram submetidos a multiplicagao rapida através de biorreator
de imersao temporaria objetivando-se a obtengéo de lotes homogéneos para
avaliagbes subsequentes e hibridagdes intra e inter-especificas. Dos oito
acessos, cinco tiveram alta taxa de multiplicagéo, sendo que nos trés ultimos
respectivos acessos praticamente nao houve multiplicagéo, e no TRICOLOR,
além de nao haver multiplicagao, houve perda na caracteristica variegada
das folhas. As plantas estao em fase de aclimatagao na casa de vegetacao
para em seguida serem levadas ao campo.

'Agronomia, graduando, Universidade de Brasilia-UnB
2Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
SEng. Agr., Ph.D., Embrapa Mandioca e Fruticultura

192



Conservacao

193



194



139 - ANALISE GENETICA EM POPULACOES DE Trithrinax brasiliensis
MART. (ARECACEAE) UTILIZANDO MARCADORES MOLECULARES
RAPD (Genetic variability in populations of Trithrinax brasiliensis Mart.
(Arecaceae) using RAPD markers)

Sujii, P.S.", Alegria, M.R.M.2, Ciampi, A.Y.®

Trithrinax brasiliensis Mart. (Arecaceae), espécie endémica da regiao
Sul do Brasil, ocorre de maneira descontinua, em areas restritas e isoladas
e o0 Conselho Estadual do Meio Ambiente do Rio Grande do Sul considerou-
a em risco de extingdo. A palmeira de Buriti, como é conhecida, ¢ utilizada
para ornamentacao e fabricagdo de chapéus. A avaliagdo da variabilidade
genética da espécie € um importante parametro para definir programas de
manejo e de conservagao, principalmente para espécies sob forte pressao
antropica. Nestes estudos € necessario 0 uso de marcadores moleculares,
como o RAPD (Random Amplified Polimorphism DNA), que possibilitam
analisar espécies das quais ndo se tem informagao genética prévia, sendo
uma técnica baseada em PCR, de baixo custo e que permite a analise de
um grande numero de individuos em curto prazo. Atécnica RAPD foi utilizada
objetivando avaliar a variabilidade genética em populagdes de T. brasiliensis
ocorrentes na area do Aproveitamento Hidrelétrico (AHE) de Barra Grande,
SC/RS. Para a analise genética, foi extraido DNA de folhas frescas de 47
individuos de duas populacdes. A selecgao inicial de primers foi feita utilizando
quatro individuos, dois de cada populagéao, com 176 primers, dos quais 24
permitiram amplificagbes na média de 2,4 bandas/primer. A genotipagem
dos 47 individuos permitiu gerar 58 marcas RAPD, que foram analisadas
pelo programa NTSYS 2.1, utilizando o coeficiente DICE pelo método de
agrupamento UPGMA. O dendrograma gerado mostrou similaridade de 60%,
sem formagdo de grupos, diferenciando as duas populagdes. Devido a
proximidade entre as populagdes (5 km), deve ocorrer fluxo génico entre os
individuos desta area, indicando ser uma Unica populagao remanescente.
Os dados de similaridade nos levam a sugerir que uma coleta para
conservacgao de sementes de material vegetal para banco de germoplasma
de T. brasiliensis deva considerar o maior numero possivel de individuos
dentro da populagéo da AHE Barra Grande, no sentido de salvaguardar maior
numero de alelos da espécie. No entanto, para o desenvolvimento de
estratégias de conservagéo, recomenda-se a realizacéo de estudos utilizando
outras técnicas de analise molecular, como a utilizagdo de marcadores
moleculares microssatélites, que forneceria resultados mais detalhados para
o desenvolvimento de estratégias de conservacédo e manejo sustentavel da
espécie.

Apoio: FUNARBE e BAESA.
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140 - AVALIACAO DA VARIABILIDADE GENETICA DA PLANTACAO
TRADICIONAL DE MANDIOCA NA ALDEIA YAWALAPITI (Genetic
variability of traditional cassava cultivation in a Yawalapiti indigenous
tribes)

Cavalcante, L.L.M.", Freitas, F.O.2, Ciampi, A.Y.3

A mandioca - Manihot esculenta, Crantz - € a principal fonte de alimento
da aldeia Yawalapiti, vivente no Parque Indigena do Xingu (nordeste do Estado
do Mato Grosso) e apresenta uma grande variedade de ragas locais dentro
da aldeia. Analisou-se amostras obtidas na roga de um agricultor daquela
aldeia, o qual possui uma distinta forma de manejo da espécie, incluindo o
plantio de todos os tipos que possui, agregados, em dois montes, dentro da
raga. O RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) € um dos marcadores
moleculares indicados em analise genética, pois permite uma analise da
variabilidade genética barata e rapida em populagdes naturais, populagdes
de melhoramento e bancos de germoplasma . O presente estudo tem como
objetivo analisar a variabilidade genética das variedades mantidas in vivo na
aldeia por meio do marcador molecular RAPD. O material foliar foi coletado
de dez individuos provenientes da mandioca via semente e de nove ragas
locais mantidas pelo agricultor, incluindo plantas dos dois montes
mencionados. Apds a extragao e quantificagdo do DNA de Manihot esculenta,
as amostras foram amplificadas via PCR, utilizando-se iniciadores RAPDs.
A analise do polimorfismo dos marcadores RAPDs revelaram a maior
similaridade de 90% entre os individuos de propagacgéao vegetativa e 65%
entre os individuos provenientes de semente. Estes resultados preliminares
indicam que ao banco de germoplasma devera ser enriquecido, porém para
uma amostragem representativa, nova coleta foi realizada e as analises estéo
sendo processadas.

Apoio: Programa Biodiversidade Brasil-Italia.
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141 - CALENDARIO SAZONAL KRAHO: LEVANTAMENTO PRELIMINAR
DA DISPONIBILIDADE DE VARIEDADES AGRICOLAS (Kraho season
calendar: preliminary survey of agricultural varieties availability)

Toledo, L.V.", Kraho, F.2, Dias, TA.B.3

O povo indigena Krah6, um grupo Timbira da familia linglistica Macro
- Jé reuni cerca de 2.000 pessoas distribuidas em dezoito aldeias nos
municipios de Itacaja e Goiatins, Estado do Tocantins. Adquirem seus recursos
alimentares pela caga, coleta de frutos do cerrado, colheita agricola, bem
como através de compras externas, sendo a roga tradicional de coivara um
de seus principais alicerces de seguranga alimentar. Apesar dos registros e
relatos do histérico empobrecimento varietal de suas lavouras, ainda
possuem consideravel nimero de variedades agricolas que estruturam l6gicas
locais de preferéncias, gostos e de utilizagdo do ambiente fisico. O objetivo
do trabalho foi levantar e organizar informagdes que subsidiem o
desenvolvimento de estratégias de introducéo e reintroducao de recursos
genéticos no territério indigena Krahd a fim de fortalecer as estratégias locais
de seguranca alimentar. Foram realizadas entrevistas semi-estruturadas com
agricultor e professor indigena da Aldeia Santa Cruz em junho de 2006 e
relacionadas variedades de mandioca, macaxeira, fava, arroz, andu, inhame,
milho e batata-doce e suas respectivas épocas de plantio e colheita. Os
dados foram organizados em graficos sendo identificados os meses de menor
disponibilidade de variedades aptas para colheita e os quadrimestres criticos,
com menor numero de variedades. Setembro a dezembro e janeiro a abril
foram os periodos com menor nimero de variedades aptas para colheita.
Os dados indicaram setembro como o més mais critico, estando disponivel
para colheita somente quatro variedades (duas de mandioca e duas de
macaxeira). As estratégias para fortalecer a seguranga alimentar do povo
Krahd devem buscar diversificar a alimentagéo nos periodos criticos através
daimplementagao de agdes de introdugao de novas variedades alimentares
que possam ser colhidas prioritariamente nos meses de setembro a
dezembro.

'Biologia, graduanda, Universidade de Brasilia-UnB
2Professor indigena, aldeia Santa Cruz.
SEng. Agr., M. SC., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

197



142 - CONSERVACAO E MULTIPLICACAO DE Sinningia lineata
(HJELMQ.) CHAUTEMS, RAINHA-DO-ABISMO (GESNERIACEAE)
[Conservation and multiplication of Sinningia lineata (Hjelmq.)
Chautems, (Gesneriaceae)]

Viana, C.R.B.", Cardoso, L.D.2, Medeiros, M.B.3, Mendes, R.A.*

Sinningia lineata € uma das espécies alvo da acéo de resgate de
germoplasma na flora da area do Aproveitamento Hidrelétrico Barra Grande,
(RS/SC). A espécie encontra-se na lista da flora ameagada de extingao.
Esta espécie cresce apoiada ou totalmente verticalizada sobre rochas em
despenhadeiros, geralmente em lugares Umidos, dai o seu nome comum.
Possui como fonte de reserva uma estrutura chamada tubero, vulgarmente
conhecida como batata, de onde, quando necessario, obtém agua e
nutrientes. O desenvolvimento deste trabalho teve como objetivo conservar
o germoplasma desta espécie, ja que seria uma das espécies afetadas
diretamente pela formacao do reservatorio hidrelétrico. Sementes de Sinningia
lineata foram obtidas de plantas coletadas e cultivadas no telado de sombrite
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. As sementes foram
semeadas em substrato de Plantmax e apds um periodo de 50 dias teve
inicio a sua germinagéo. Apos 30 dias de germinadas, algumas mudas foram
retiradas do substrato e individualizadas em copos descartaveis com uma
mistura de Plantmax e terra adubada, na proporg¢ao de 1:1. Apds a retirada
das mudas do local de germinagéo, péde-se observar que as sementes
continuavam a germinar e que novas mudas eram produzidas, demonstrando
uma possivel dorméncia. As mudas obtidas, em um total de 230, estao
sendo cultivadas para serem reintegradas ao ambiente de origem.

'Biologia, graduanda, Faculdades Integradas da Terra de Brasilia-FTB
2Assistente A, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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143 - CONSERVACAO EX SITU DE Gossypium mustelinum L., UMA
ESPECIE NATIVA BRASILEIRA (Ex situ conservation of Gossypium
mustelinum L., a brazilian native specie)

Bartos, P.M.C.", Wetzel, M.M.V.S .2, Pereira Neto, L.G.3, Pais, V.O., Tiburcio,
L.M.4, Mamao, J.B.*

O género Gossypium (Malvaceae) apresenta ampla distribuigdo em
diversas areas do mundo. Atualmente, estao identificadas cerca de cinqlienta
espécies de algodéo, distribuidas nos continentes da Asia, Africa, Australia
e Américas. No Brasil, ocorre a espécie Gossypium mustelinum L. nativa e
as espécies naturalizadas de Gossypium barbadense L., Gossypium
barbadense var. brasiliensis L. e Gossypium hirsutum var. marie galante L..
Popularmente conhecido como algod&o-bravo, Gossypium mustelinum é
encontrado na Regido Nordeste do Brasil. Populagdes foram localizadas
nas serras secas do semi-arido, especialmente na Serra do Araripe — Crato-
CE, na Serra da Formiga — Caic6-RN, na Serra de Tona — Macururé-BA e
nas Serras do municipio de Caraiba-BA. Por ter sido originariamente
encontrado na cidade de Caic6-RN, Gossypium mustelinum L. foi inicialmente
identificado como Gossypium caicoense. Hoje, essa espécie encontra-se
em dois poélos muito especificos e concentrados, fazendo com que esteja
ameacgada por praticas agricolas, fatores ambientais e o extrativismo
incontrolavel. O objetivo deste trabalho visa apresentar a importancia da
conservacgao ex situ dessa espécie com risco de extingdo. A Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia possui um banco de germoplasma de
sementes de algodao contendo atualmente 47 espécies nativas, naturalizadas
e exoticas, conservadas a mais de 26 anos em camaras com temperatura
de -20°C. A colegao de algodao esta formada de 2.927 acessos, sendo que
12 acessos sao de Gossypium mustelinum. Através dos testes de germinacao
pode-se observar que a média do percentual germinativo dos acessos de
Gossypium, ao entrar na colegéo foi de 66%. Apos aproximadamente dez
anos de armazenamento foram feitos novos testes de germinagéo que
apresentaram uma média do potencial germinativo de 64% demonstrando
manter estavel a sua viabilidade. Em comparagdo com Gossypium
mustelinum L. que apresentou uma média de 93% de germinagao inicial
pode-se concluir que a conservagdo ex situ tem sido eficaz no
armazenamento do algod&o e que a espécie Gossypium mustelinum também
sera armazenada com sucesso.

'Biologia, graduanda, Faculdades Integradas da Terra de Brasilia-FTB
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144 - DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO PARA MANUTENCAO IN
VITRO DE ARNICA - Lychnophoraericoides MART. E L. pinaster MART.
(ASTERACEAE) [Development of protocol for in vitro maintenance of
Lychnophoraericoides Mart. and L. pinaster Mart. (Asteraceae)]

Silva, A.A.", Cardoso, L.D.?, Vieira, R.F.3, Mendes, R.A.2

Lychnophora ericoides € uma espécie endémica na regido dos
cerrados. Habita principalmente regides montanhosas com afloramentos
rochosos de quartzito ou arenito em Campos Rupestres com altitudes entre
800m a 2000m. A espécie se distribui pelos estados da Bahia, Espirito
Santo, Goids, Minas Gerais, S&o Paulo e Distrito Federal. Ja a espécie L.
pinaster é restrita aos campos rupestres de Minas Gerais. A crescente
destrui¢cdo dos ecossistemas através da conversao de paisagens naturais
em agricultura e pastagens e do extrativismo predatério tem se constituido
na principal ameaca a sua biodiversidade. Segundo dados da Sociedade
Brasileira de Botanica, a arnica encontra-se ameacada de extingao devido
ao extrativismo predatdrio. Torna-se necessario e urgente a obtengao de
informagdes cientificas sobre seu comportamento em habitat natural e seus
aspectos reprodutivos, visando futuramente a conservagdo e o manejo
racional da espécie. Além de fornecer subsidios para cultivos com fins
comerciais para a industria farmacéutica. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a taxa de germinagéo in vitro de sementes das duas espécies de arnica em
diferentes meios de cultivo e estabelecer um protocolo para manutengao
das plantulas in vitro. A coleta dos frutos de L.ericoides foi feita na Fazenda
Agua Limpa-FAL, UnB e os frutos de L.pinaster foram coletados na regido
de Montes Altos-MG. Por meio de teste densimétrico os aquénios foram
separados em cheios e chochos, e posteriormente lavados com hipoclorito
1%. Dos aquénios foram extraidas as sementes, que apés o tratamento
com hipoclorito 0,5% foram inoculadas nos seguintes meios: /2 WPM e 4
WPM. Ap6s uma semana, algumas plantulas ja apresentavam radiculas. O
tratamento de desinfestagao foi eficiente, pois houve uma taxa de
contaminagao muito baixa. Desconsiderando-se os tubos contaminados,
houve as seguintes taxas de germinagao, com bom desenvolvimento da
raiz, 45 dias ap6s a inoculagéo: 85% (2 WPM) e 93% (Y2 WPM) para L.
ericoides; e 83% (/2 WPM) e 82% (2 WPM) para L.pinaster. As espécies L.
ericoides e L. pinaster apresentaram potencial germinativo bastante
semelhante e por meio da micropropagagao podem ser conservadas in vitro

em banco de germoplasma.
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145 - FORMACAO DE CALOS EM Manihot anomala POHL
(EUPHORBIACEAE) (Manihot anomala Pohl (Euphorbiaceae) callus
formation)

Santos, A.C.V.', Cardoso, L.D.2, Mendes, R.A.3

Manihot anomala € uma das espécies silvestres de mandioca que
ocorre no Brasil central, no Paraguai, no norte da Argentina e no sul do
Peru. Ela é um arbusto com aproximadamente 3 metros de altura que produz
latex quando ferido liberando um ligeiro odor de acido cianidrico. Ela esta
incluida no repositério genético da mandioca (M. esculenta) com
possibilidades de ser utilizada no seu melhoramento genético. O presente
trabalho foi desenvolvido com material ja in vitro com a finalidade de determinar
as melhores concentragdes do indutor para a produgédo de calo. Como
explantes foram utilizados: apices, folhas jovens, nés e entrends. Eles foram
inoculados no meio desenvolvido por Murashige e Skoog e acrescido de
2,4-D (Acido 2,4 - diclorofenoxiacético). Foram utilizados 4 tratamentos com
as seguintes concentragdes de 2,4-D: 0,0mg/L; 3,0mg/L; 6,0mg/L e 12,0mg/
L. O meio foi distribuido em placas de petri com 5cm de diametro e a
inoculagao realizada com um explante por placa. As placas foram mantidas
em camara com as seguintes caracteristicas: temperatura de 25+2°C,
fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 3000 lux. Todas as placas
apresentaram desenvolvimento de calos ao final de 18 dias. Foi constatado
que o explante que respondeu melhor a todos os tratamentos foi o apice,
que chegou a triplicar seu tamanho inicial, seguido pelo né, folha e entrend.
O tratamento que produziu os maiores calos foi o de 6,0mg/L de 2,4-D.
Todos os calos produzidos pela indugéo do 2,4-D se mostraram friaveis,
porém, para o tratamento com 0,0mg/L de 2,4-D o calo formado foi de

cicatrizagao.
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146 - LEVANTAMENTO DE ACESSOS CONSERVADOS EM CAMARAS
DE MEDIO PRAZO NA EMBRAPA RECURSOS GENETICOS E
BIOTECNOLOGIA COLETADOS NAS REGIOES NORTE, NORDESTE E
CENTRO-OESTE DO BRASIL (Survey of germplasm conserved in cold
chambers collected during field trips to the North, Northeast and
Central West of Brazil in the 1980°s)

Bartos, P.M.C.", Bustamante, P.G.2, Wetzel, M.M.V.S.2, Ferreira, F.R.2

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia desde a sua
fundacgdo, vem realizando agbes de coleta que visam a conservagao de
germoplasma em longo prazo. Nos anos de 1980 e 1984, foram realizadas
duas importantes expedigbes de coleta que enfatizaram espécies forrageiras,
mas que também obtiveram outros produtos. A primeira expedi¢do abrangeu
as regides Norte/Nordeste, no trecho entre Recife/PE e Belém/PA. Asegunda
expedigdo abrangeu as regides Centro-Oeste e Norte do Brasil, no trecho
entre Brasilia/DF e Santarém/PA. Os acessos coletados foram entdo
armazenados em camara de conservagao de médio prazo, com a temperatura
variando entre 10 e 12°C e umidade relativa do ar em torno de 10%. Parte
significativa dos acessos coletados ainda n&o foi incorporada ao sistema de
documentagao e conservagao de recursos genéticos da Embrapa. O presente
trabalho teve por objetivo realizar o levantamento do material coletado
naquelas expedi¢des, mas que ainda esta mantido em camaras de médio
prazo. Da expedigao de 1980, estdo conservados 289 acessos, sendo 24
acessos do género Aschynomene, 14 de Calopogonium, 16 de Centrosema,
32 de Desmodium, 161 de Stylosanthes e 41 de Zornia. Da expedigéo de
1984, dos 277 acessos coletados, 27 sdo do género Aschynomene, 21 de
Calopogonium, 29 Canavalia, 7 de Centrosema, 39 de Desmodium, 63 de
Stylosanthes e 41 de Zornia. Esses materiais estdo sendo submetidos a
testes de germinacéo e viabilidade, com o objetivo de que possam ser

incorporados a Colecao de Base da Embrapa, mantida no Cenargen.
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147 - MATURACAO FISIOLOGICA DE SEMENTES DE Sinningialineata
(HJELMQ.) CHAUTEMS (GESNERIACEAE) [Physiological maturation of
Sinningialineata (Hjelmq.) Chautems seeds (Gesneriaceae)]

Viana, C.R.B.", Cardoso, L.D.2, Medeiros, M.B.3, Mendes, R.A.*

A espécie Sinningia lineata € uma planta herbacea de até 120cm de
altura com alto potencial ornamental. Por crescer em pareddes rochosos é
popularmente conhecida como “rainha-do-abismo”. Possui uma estrutura
chamada tubero, que serve como reserva de agua e nutrientes. Suas
sementes sdo extremamente pequenas e sua maturagao é pouco conhecida.
A germinagao de sementes coletadas antes da deiscéncia do fruto, mas
préximo a sua maturagao, contribuiu para a compreensao do processo de
desenvolvimento fisiolégico de suas sementes. Polinizagdes artificiais foram
realizadas em plantas coletadas e mantidas em telado. As sementes obtidas
de frutos indeiscéntes foram inoculadas com 25, 30 e 35 dias da polinizagdo.
O fruto foi inicialmente imerso em solugao de alcool a 92,8° INPM e depois
em agua destilada com duas gotas de detergente sem enxague. A
desinfestagao do fruto foi feita com sua imersdo em solugéo de hipoclorito
de sodio a 2% durante 30 minutos. O enxaglie se deu com agua esterilizada
(destilada e autoclavada) por 3 vezes em ambiente estéril dentro da camara
de fluxo laminar continuo. Com o auxilio de bisturi, retirou-se as sementes
que foram inoculadas em placas de petri contendo meio MS (Murashige &
Skoog) na metade da sua concentragéo. O tratamento de desinfestacado
mostrou-se bastante eficiente, ja que a taxa de contaminagéo foi minima.
Foi possivel observar que as sementes com 25 e 30 dias de polinizagao
demoraram a germinar (média de 21 dias). Fato que nao ocorreu com as
sementes com 35 dias de polinizacdo, que germinaram apés 8 dias de
inoculadas. A porcentagem de germinagao in vitro para sementes com 25
dias foi de 14,13%, de 30 dias foi de 49,18% e com 35 dias foi de 85,33%.
Isso demonstra que as sementes podem ja estar maduras a partir dos 30

dias da polinizagao.

'Biologia, graduanda, Faculdades Integradas da Terra de Brasilia-FTB
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148 - MICROPROPAGACAO DE Mammillaria glassii R.A.FOSTER
(CACTACEAE) [Mammillaria glassii R.A.Foster (Cactaceae)
micropropagation]

Laurindo, D.R.", Cardoso, L.D.?2, Mendes, R.A.3

A denominagdo Mammillaria vem do termo latino que significa mamilo
devido ao aspecto de suas areolas. Este género € muito rico no nimero de
espécies e variagdes morfoldgicas. Existe cerca de 300 espécies, a maioria
originada do México. O género possui como caracteristica a planta na forma
de um grupo de estruturas esféricas com espinhos originados das areolas
distribuidas em toda sua superficie. Seu tamanho varia de 2,5 a 30cm e
muitas espécies possuem o crescimento rapido e iniciam o florescimento
em uma fase bastante jovem. Suas flores formam um anel no tecido
desenvolvido na estagao de crescimento anterior. Aespécie M. glassii possui
flores com cor creme palido e seus frutos passam do verde para a coloragéo
vermelha quando maduros. Os segmentos de suas brota¢des sdo facilmente
destacados, podendo também ser propagado dessa forma. Sementes de
frutos maduros foram postas para germinar in vitro em meio de Murashige &
Skoog (MS) na metade de sua concentragéo. Ocorreu 89% de germinagéo
aos 55 dias da inoculagdo. Para a obtengao dos explantes, as plantulas
desenvolvidas foram divididas transversalmente em 3 a 4 partes medindo
aproximadamente 3mm. Ainoculagdo dos explantes foi na posicao horizontal,
na quantidade de um explante por tubo. Foram usados dois tratamentos
com meio MS na metade de sua concentragdo, vitaminas na concentragao
total mais 0,4mg/L de ANA e duas concentragdes de BAP, 2mg/L e 4mg/L.
Os explantes foram incubados em camara a 25°C de temperatura, fotoperiodo
de 12 horas e intensidade luminosa média de 3000lux. Aos 90 dias de cultivo,
para o tratamento com 2mg/L de BAP houve a formagéo de 0,91 brotagao
por tubo, enquanto que para a concentragao de 4mg/L houve a formagéo de
1,53 brotagéo por tubo. A maior concentragéo de BAP possibilitou um maior
aparecimento de brotagdes. Em alguns casos houve o aumento do tamanho

do explante sem contudo haver o aparecimento de brotagoes.

'Estudante Nivel Médio, Centro de Ensino Médio 10 da Ceilandia
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204



149 - RENOVA(;AO DO CONSENTIMENTO PREVIO FUNDAMENTADO
PARA PESQUISA NO TERRITORIO INDIGENA KRAHO (Renovation of
based informed approval process for research in Krahd indigenous
territory)

Toledo, L.V.", Dias, T.A.B.2, Moreira, L.R.3, Bustamante, P.G.*

O Brasil como pais signatario da Convencgao da Diversidade Bioldgica
— CDB vem construindo e aprimorando a legislagéo nacional relacionada ao
acesso ao patrimdnio genético e ao conhecimento tradicional associado.
Através da Medida Provisoria 2186-16/01 e do Decreto 3945/01 relacionado
a criacdo do Conselho de Gestao do Patrimbénio Genético — CGEN uma
série de regulamentag¢des vem sendo implementadas relacionadas ao tema.
Esta legislagédo determina, entre outras coisas, que o0 acesso a componente
do patrimdnio genético localizado em terras indigenas e o acesso ao
conhecimento tradicional associado sejam precedidos por um processo de
esclarecimento junto as comunidades locais ou indigenas, denominado
Anuéncia Prévia Informada, a ser firmado pelas entidades representativas
da comunidade. Neste aspecto, a Embrapa apresenta-se como uma
instituicao proativa quando no inicio do ano 2000, antes da existéncia de
regulamentagéo nacional, ja havia implementado contrato de pesquisa para
acesso a recursos genéticos e ao conhecimento tradicional associado junto
ao povo indigena Kraho do Estado do Tocantins. Posteriormente, adequando
a legislagéo nacional, foi construido o primeiro processo de anuéncia prévia
brasileiro, publicado no diario oficial de 13 de setembro de 2004, constituindo
a autorizagao ASPc — PG/CTA 001/2004. Em 2006, buscando renovar esta
autorizagao, foi realizada uma reunido com liderangas de quinze aldeias na
sede da Associagao Unido das Aldeias Krahd-Kapéy durante o periodo de
10 a 12 de agosto. O objetivo deste trabalho foi acompanhar, organizar e
relatar este processo. Na reunido, os pesquisadores da Embrapa informaram
as atividades ja realizadas no territério indigena relacionada a coleta de
germoplasma e acesso ao conhecimento tradicional associado bem como
explicaram a necessidade de renovagao da autorizagdo para a continuidade
das pesquisas. O dialogo entre as partes foi filmado e fotografado, culminando
areunido com a assinatura pelo lider da Associagao Kapey e pelos caciques
(pahis) das aldeias, da ata de reunido e do termo de renovagao de anuéncia
que constituiram processo a ser encaminhado ao Conselho de Gestédo do
Patrimbnio Genético — CGEN.

'Biologia, graduando, Universidade de Brasilia-UnB

2Eng. Agr., M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3Geodgrafa, M.Sc., Embrapa Cerrado

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

205



150 - RESPOSTAS DE SEMENTES DE FLORESTA ESTACIONAL
DECIDUAL AO CONGELAMENTO EM TEMPERATURAS SUBZERO (-20
e —196°C) (Seed from dry forest responses to exposure at —20°C and
—96°C)

Lima, V.V.F.", Salomao, A.N.2, Vieira, D.L.M.%, Mundin, R.C.%, Sevilha, A.C.?

A conservacao de sementes em bancos de germoplasma a
temperaturas abaixo de zero tem-se mostrado importante método para
conservagdo da diversidade biologica ex situ. Localizado em Goias e
Tocantins, o Vale do Rio Parana possui um dos principais encraves de
Floresta Estacional Decidual do Brasil. Devido ao alto valor madeireiro de
suas espécies, esta regido foi reduzida a fragmentos florestais,
constantemente ameagados pela agédo humana, resultando em consideraveis
perdas de recursos genéticos. Visando determinar melhores condigdes para
o armazenamento de sementes a longo prazo, este trabalho buscou estudar
a tolerancia de sementes de arvores de Floresta Estacional Decidual ao
armazenamento a —20°C e —196°C. O estudo foi realizado na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, com sementes de 18 espécies arbéreas
pertencentes a 11 familias botanicas. As sementes apresentaram uma média
de germinacéo inicial de 84,5%. Apos o periodo de armazenamento a —20°C
e —196°C, a média de germinagao foi de 79,6% e 85,8%, respectivamente.
Sementes de Acacia poliphylla (Mimosaceae), Amburana cearensis
(Fabaceae), Anadenanthera colubrina (Mimosaceae), Astronium fraxinifolium
(Anarcadiaceae), Cavanilesia arborea (Bombacaceae), Cedrela fissilis
(Meliaceae), Copaifera langsdorffii (Caesalpiniaceae), Cordia trichotoma
(Boraginaceae), Enterolobium contortisiliguum (Mimosaceae), Jacaranda
brasiliana (Bignoniaceae), Lonchocarpus montanus (Fabaceae),
Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae), Schinopsis brasiliensis
(Anacardiaceae), Sterculia striata (Sterculiaceae) e Tabebuia aurea
(Bignoniaceae) responderam de forma positiva para ambos os tratamentos.
Para sementes de Aspidosperma pyrifolium (Apocynaceae) a germinagao
final em —196°C (43%) foi menor que o controle e —20°C (90%) (Teste de
Tukey). Sementes de Tabebuia impetiginosa (Bignoniaceae) tiveram a
germinagao em —20°C (70%) menor que o controle (90%) e —196°C (90%).
Para Hymenaea courbaril (Caesalpiniaceae) a germinagéo em —20°C (45%)
foi maior que o tratamento a —196°C (10%). Os resultados indicam que as
espécies estudadas resistiram as temperaturas de —20°C e/ou —196°C,
podendo ser armazenadas em tais condi¢des, para sua conservagéo a longo
prazo, como forma complementar a conservagéo in situ.

Apoio: FMNA/JEMBRAPA
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151 - TESTE DE TETRAZOLIO EM SEMENTES DA COLE(;AO
INTERNACIONAL DE INVERNO DE CEVADA (Hordeum vulgare L.)
ARMAZENADA NA COLBASE (Tetrazolium testin long term seeds stored
of the winter barley international collection)

Carvalho, R.S.", Goedert, C.0.?

A cevada (Hordeum vulgare L.) € um cereal de inverno pertecente a
familia das gramineas. Representa a quinta maior colheita e uma das
principais fontes de alimento para pessoas e animais. No Brasil a produgao
de cevada esta concentrada na Regidao Sul ocupando uma area de
aproximadamente 144 mil hectares. Suas flores sado dispostas em espigas
na extremidade do colmo e as sementes s&o amareladas e ovoides, as
quais fornecem uma farinha alimenticia, que é utilizada na fabricagao da
cerveja. Os graos torrados e moidos s&o usados na fabricagéo de café natural
sem cafeina. Devido a sua grande importancia socio-econdémica a cevada €
conservada objetivando o aumento e uso de sua variabilidade genética. Na
Colegao de Base (COLBASE) do Cenargen esta armazenada desde 1979,
uma duplicata da colec¢ao internacional de cevada, totalizando cerca de 19.000
acessos constituidos de material de inverno e de primavera. O germoplasma
€ mantido na forma de sementes, em camaras frias (— 20° C), localizada na
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia por aproximadamente 20
anos. A colegado de inverno conta com um acervo de aproximadamente 6.000
acessos, 0s quais apresentam uma grande diversificagao no que tange a
quantidade de sementes por acesso, variando desde zero semente a duas
mil. Com objetivo de verificar a condigdo de sobrevivéncia dessa colegao,
selecionou-se 141 acessos com numero de sementes variando de zero a
100 sementes e realizou-se o teste de germinagéao e teste de tetrazdlio.
Nestes 141 acessos observou-se que, 61% estavam com sementes vivas e
39% mortas. Conclui-se que, a cevada por ser uma espécie portadora de
sementes ortodoxas, conserva sua viabilidade por longos anos, quando
desidratadas e armazenadas em condigdes controladas de temperatura.
Os acessos com sementes mortas sugerem que 0S Mesmos ao serem

armazenados, ja estavam com indices muito baixos de germinacéo.
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152 - VARIABILIDADE GENETICA EM POPULACOES DE PINHEIRO-
BRAVO (Podocarpus lambertii) NA AHE BARRA GRANDE, UTILIZANDO-
SE MARCADOR RAPD (Genetic variability in populations of Podocarpus
lambertii in a hydroelectric project area (Barra Grande), using RAPD
markers)

Alegria, M.R.M.", Suijii, P.S.2, Ciampi, A.Y.2

Podocarpus lambertii Klotz (Podocarpaceae) é considerada espécie
em risco de extingdo, dependendo do local ou da populagédo. Segundo a
lista da IUCN red list 2006 (The World Conservation Union), apresenta uma
distribuigado natural formando um grupo de coniferas caracteristico do Sul do
Brasil. A espécie € utilizada em ornamentagéo, na recuperagéo de areas
degradadas, na confecg¢ao de palitos de fésforos, compensados, lapis e
brinquedos. O componente genético é o fator responsavel pelas diferengas
em produtividade, adaptacao e reprodugéo entre individuos de uma espécie
nativa sob pressao antrépica e/ou com alto potencial econémico e ecoldgico.
Desta forma, estudos de variabilidade genética sdo fundamentais na definicao
de estratégias de conservagao e manejo. Nestes estudos, faz-se necessario
o uso de marcadores moleculares, como o RAPD (Random Amplified
Polimorphism DNA) que possibilita analisar espécies sem informacgao
genética prévia de forma rapida e a baixo custo, em relacdo a outros
marcadores. Neste trabalho, foi utilizada a técnica RAPD com o objetivo de
avaliar a variabilidade genética em populagdes de P. lambertti ocorrentes na
area de Aproveitamento Hidroelétrico de Barra Grande (AHE), SC/RS. Para
a analise genética, foi extraido DNA de folhas frescas de 94 individuos de
quatro populagdes. Uma selecdo inicial de primers foi feita utilizando 4
individuos, um de cada populagéo, com 115 primers, dos quais 19 permitiram
amplificagdes na média de 3,8 bandas/primer. A genotipagem dos 94
individuos permitiu gerar 74 marcas RAPD, as quais foram analisadas pelo
programa NTSYS 2.1, utilizando o coeficiente DICE pelo método de
agrupamento UPGMA. O dendrograma gerado mostrou similaridade de 64%
entre os individuos sem formagéao de grupos, indicando baixa variabilidade
genética entre as populagdes. A analise AMOVA mostrou que a maior
variabilidade genética ocorreu dentro das populagdes (92,45% P<0,001).
Os dados de similaridade e AMOVA nos levam a concluir que uma coleta
para conservagao de sementes de material vegetal para banco de
germoplasma de P. lamibertii deve considerar o maior nimero possivel de
individuos dentro da populagdo da AHE Barra Grande, de maneira a
representar o maximo da variagéo genética existente.

Apoio: FUNARBE e BAESA.
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153 - VARIABILIDADE GENETICA EM POPULACOES DE XAXIM
(Dicksonia sellowiana) NA AHE BARRA GRANDE, UTILIZANDO-SE
MARCADOR RAPD (Genetic variability in populations of treefern
(Dicksonia sellowiana) in a hydroelectric project area (Barra Grande),
using RAPD marker)

Alegria, M.R.M.", Pévoa, J.S.R.2, Ciampi, A.Y.2

A extragao irracional dos xaxins (Dicksonia sellowiana Hook.) para
fins industriais e o desmatamento tém levado a espécie a ser caracterizada
como em perigo de extingdo. Estudos em nivel genético-populacional séo
de suma importancia para a definicdo de programas de manejo e conservagao
de espécies, principalmente para aquelas sob forte pressao antrépica e/ou
com alto potencial econdmico e ecoldgico. Nestes estudos, faz-se necessario
0 uso de marcadores moleculares, como o RAPD (Random Amplified
Polimorphism DNA) que possibilita analisar espécies que ndo se tem
informagéao genética prévia, sendo uma técnica baseada em PCR, de baixo
custo e que permite a analise de um grande nimero de individuos em curto
prazo. Neste trabalho foi utilizado RAPD com o objetivo de avaliar a
variabilidade genética em quatro populag¢des de D. sellowiana ocorrentes na
area de Aproveitamento Hidroelétrico (AHE) de Barra Grande, SC/RS,
totalizando 96 individuos. A extragdo de DNA seguiu o protocolo CTAB 2%.
Para selegcao dos primers foram feitas reagbes de amplificagdo com 4
individuos, sendo um de cada populagéo, utilizando-se 107 primers. Destes,
10 foram selecionados para uma analise preliminar dos 96 individuos. Foram
geradas 52 marcadores RAPD polimérficos os quais foram analisados pelo
programa NTSYS 2.1, utilizando o coeficiente DICE pelo método de
agrupamento UPGMA. O dendrograma para os individuos mostrou
similaridade de 65% nao havendo formacao de grupos, indicando baixa
variabilidade genética nas populagdes. Para as populagdes houve indicios
de agrupamento entre os individuos das populagdes 2 e 3. O teste de
correlagéo entre matrizes de similaridade indicou haver correlacéo significativa
para ambos dendrogramas das populagdes (r = 0,89, p = 0,087) e grafico de
disperséo (r=0,99, p = 0,038). Contudo, apesar de os resultados indicarem
ser o grafico de dispersdo mais eficiente em mostrar a distribuigdo da variagéo
genética entre as populagbes amostradas, somente a analise com mais
marcadores permitira avaliar a real condi¢gdo das populagdes de xaxim
estudadas. Assim, espera-se poder indicar areas prioritarias dentro da AHE
Barra Grande para coleta de material vegetal para banco de germoplasma
da espécie.

Apoio: FUNARBE e BAESA.
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154 - ANALISE DE RISCO DE PRAGAS E RASTREABILIDADE
FITOSSANITARIA PARA A CULTURA DA MA(;A (Pestrisk analysis and
traceability to apple culture)

Silva, S.F.", Gongalves, G.C.P.C.2, Santos, A.C.A.3, Cruz, K.R.R.3, Vilarinho,
K.R.4, Oliveira, M.R.V.?

O Brasil em relagao a produgéo de frutas é o terceiro maior do mundo,
atras apenas da China e india. Amaca é uma fruta de clima temperado com
6timo mercado nacional e internacional. O cultivo de maga no pais é recente
datando da década de 1970, estando concentrado na Regido Sul e Sudeste.
O Sistema de Producgao Integrada de Frutas (PIF) adotado em paises da
Comunidade Européia e na América do Sul é referéncia na exportagcao dessa
commodity. No Brasil, a melhoria de processos por meio da rastreabilidade
fitossanitaria foi implantada no setor de frutas a partir de 1996 e é realizada
pelo registro e controle de todas as etapas do processo de produgao,
garantindo melhor qualidade e competitividade desse produto. Objetivando
contribuir com esse processo uma analise de risco de pragas foi realizada
para Malus pumila. Neste trabalho foram identificados e alistados os insetos-
praga dessa cultura. Os dados foram levantados por meio de buscas
bibliograficas nas bases de dados do Portal periddicos CAPES e sites
especializados da Internet, a fim de que uma planilha fosse construida
apresentando os aspectos taxondmicos, as plantas hospedeiras relacionadas
com a distribuicao geografica, a via de ingresso, a presenga ou auséncia no
Brasil e os registros de intercepta¢des pelo mundo. Vinte e sete pragas
foram alistadas, sendo 6 presentes e 21 exoéticas para o pais e que se
introduzidas podem vir a causar sérios prejuizos a cultura. Considerando
que a comercializagdo de magéa com selos de Produgéo Integrada iniciou-
se em 2003 e ja em 2004, as exportagdes cresceram 100% em volume e
91,5% em valor, em conseqiiéncia da melhoria de qualidade e competitividade
nos mercados. E importante elaborar planos de contingéncia para as pragas
de maior risco, para que o pais mantenha sua posi¢ao nesse mercado.

'Geografia, graduanda, Unido Pioneira de Integragdo Social-UPIS
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155 - BANCO DE DADOS DE ACAROS ASSOCIADOS A COMMODITIES
DE IMPORTANCIA PARA O AGRONEGOCIO BRASILEIRO (Database of
mites associated with commodities of importance to the Brazilian
agrobusiness)

Reis, M.T.", Navia, D.?

Organismos associados a commodities podem representar pragas
potenciais, colocando em risco sistemas agricolas e ambientes naturais
dos paises importadores. Entre estas pragas potenciais estdo os acaros
fitéfagos. As restrigoes fitossanitarias aplicadas no comércio internacional
de commodities sdo dindmicas e devem ser embasados em dados de
literatura. A interceptacdo de pragas € facilitada quando se dispde de
informacgdes atualizadas sobre os organismos que podem acompanhar as
commodities. Como atividade da Rede de Pesquisa em Sanidade Vegetal,
Embrapa, estruturou-se um banco de dados de acaros fitéfagos associados
a frutiferas (banana, maga, meldo, péssego, mamao, manga e uva) e
ornamentais (rosa, gérbera e crisantemo) importantes nas pautas de
importagao e/ou exportagdo do Brasil, consultando-se catalogos, livros,
trabalhos técnico-cientificos e bases de dados (CAB, BIOSIS). Foram
incluidas informacgdes sobre a distribuicdo das espécies. Para a cultura da
banana foram listadas 40 espécies (3 Eriophyoidea, 3 Tenuipalpidae e 34
Tetranychidae), sendo 20 nao relatadas no pais; para a maga 63 espécies
(16 Eriophyoidea, 6 Tenuipalpidae e 41 Tetranychidae), sendo 48 nao relatadas
no pais; para o melao 14 espécies (2 Tenuipalpidae e 12 Tetranychidae),
sendo 5 n&o relatadas no pais; para o péssego 52 espécies (8 Eriophyoidea,
7 Tenuipalpidae e 37 Tetranychidae) sendo 36 néo relatadas no pais; para o
mamao 39 espécies (4 Eriophyoidea, 3 Tenuipalpidae e 32 Tetranychidae)
sendo 20 nao relatadas no pais; para a manga 38 espécies (21 Eriophyoidea,
2 Tenuipalpidae e 15 Tetranychidae) sendo 20 n&o relatadas no pais; para a
uva 55 espécies (12 Eriophyoidea, 1 Tarsonemidae, 1 Tenuipalpidae e 41
Tetranychidae) sendo 37 néo relatadas no pais; para a rosa 76 espécies (19
Eriophyoidea, 7 Tenuipalpidae e 50 Tetranychidae), sendo 52 néo relatadas
no pais; para gérbera 6 espécies (1 Eriophyoidea, 1 Tenuipalpidae e 4
Tetranychidae) sendo 2 ndo relatadas no pais e para o crisantemo 22 espécies
(2 Eriophyoidea, 4 Tenuipalpidae e 16 Tetranychidae) sendo 18 n&o relatadas
no pais. Este banco de dados sera disponibilizado no site da Embrapa
Cenargen (www.cenargen.embrapa.br). Os resultados evidenciam que ha
um grande numero de acaros-praga potenciais que podem ser introduzidos
no pais através do comércio internacional.
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156 - BANCO DE DADOS DE INSETOS-PRAGAS (Insects-pests database)

Santos, A.C.A.", Gongalves, G.C.P.C.?, Silva, S.F.3, Cruz, K.R.R.#, Vilarinho,
K.R.5, Oliveira, M.R.V.®

O Projeto em Rede de Sanidade Vegetal que vem sendo desenvolvido
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) foi elaborado
para atender as demandas em sanidade vegetal de algumas commodities
do agronegdcio brasileiro e desenhar um modelo organizacional fitossanitario
em rede de pesquisa de auxilio ao mercado agricola brasileiro. Um banco
de dados denominado Area de IntercAmbio de Quarentena Cenargen
(AIQCEN) foi criado e esta sendo alimentado com informagdes sobre diversas
espécies de insetos-praga que atacam varias culturas de expressao
econdmica para o pais. No banco de dados, informagdes foram inseridas
relativas a taxonomia, distribuicdo geografica, plantas hospedeiras, via de
ingresso, registros de intercepta¢des no mundo e presenga ou auséncia no
Brasil. Esse banco de dados tem como objetivo facilitar as consultas
bibliograficas sobre insetos e contribuir para a elaboragao de planos de
contingéncia, Analise de Risco de Pragas, construcdo de modelos
fitossanitarios, subsidios para a elaboragao de politicas publicas. Um nimero
superior a 400 insetos-praga foram cadastrados no banco de dados AIQCEN,
sendo que destes 36 estdo associadas com a cultura do cravo (Dianthus
caryophyllus), 35 com espécies de bonsai, 17 com a gérbera (Gerbera
jamesonii), 98 com a manga (Mangifera indica), 91 com a uva (Vitis vinifera)
e 130 com a mosca-branca. Muitos destes insetos estao presentes no Brasil,
mas alguns séo exoticos e se vierem a ser introduzidos no pais poderao
causar danos as culturas de frutiferas e ornamentais de expressao econémica
para o Brasil. Com a formagao do banco de dados algumas pragas podem
ser eliminadas ou reduzir a sua populagdo por meio de medidas
fitossanitarias.

'Bidloga, B.Sc., Fund. de Apoio a Pesq. e ao Agronegdcio Brasileiro-FAGRO
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157 - BANCO DE DADOS DOS FUNGOS NAO RELATADOS NO BRASIL
EM ESSENCIAS FLORESTAIS (Database of fungi not related to forestry
in Brazil)

Ribeiro, F.N.", Simdes, L.G.2, Santos, C.E.N.3, Auer, C.G.*, Melo, L. A.M.P.5,
Mendes, M.A.S.¢

Para minimizar os riscos da introdugao de doengas de importancia
qguarentenaria em produtos florestais no pais, faz-se necessario a aplicacao
de normas legislativas e procedimentos fitossanitarios preestabelecidos a
serem implementados em germoplasma vegetal intercambiados. Com o
objetivo de auxiliar na detecgao e identificagdo dos patégenos nao relatados
no pais em esséncias florestais, esta sendo realizado na Estagéao
Quarentenaria Nivel 1 (EQV) da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, o levantamento bibliografico para atualizagéo dos fungos em
esséncias florestais. O trabalho consta da consulta de informacgdes
publicadas em literatura cientifica nacional e internacional. Esses dados
estdo sendo armazenados eletronicamente em um banco onde estdo
incluidos a posigao taxondémica do fungo, descrigbes sobre os sintomas,
importancia econémica, distribuicdo geografica, forma de transmisséo,
métodos de detecgao e referéncia bibliografica. Durante o periodo de julho
de 2005 a setembro de 2006 foram descritos 455 fungos fitopatogénicos
nao relatados no pais em 360 hospedeiros florestais. Os resultados finais
deveréo ser publicados possivelmente, em marco de 2007 em formato digital
(Compact Disc).
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158 - BANCO DE IMAGENS COMO SUPORTE A IDENTIFICA(;AO DE
ACAROS DE EXPRESSAO ECONOMICA E QUARENTENARIA PARA O
BRASIL (Image database as a support for identification of economic
and quarantine expression mites in Brazil)

Souza, A.P.D.B.", Rissoli, V.R.2 , Passos, A.P.3, Navia, D.*

A introdugéo de organismos potencialmente nocivos em sistemas
produtivos pode ter consequéncias sdcio-econdémicas e ambientais
desastrosas. O fortalecimento do sistema de sanidade vegetal é vital para o
sucesso do agronegdcio brasileiro. A acurada identificagdo de organismos
associados a material vegetal importado ou recém-introduzido no pais é
fundamental para a adogao de medidas fitossanitarias apropriadas. Este
projeto tem como objetivo estruturar um banco de imagens de caracteristicas
morfoloégicas de acaros de expressdo econdmica e quarentenaria,
pertencentes as familias Acaridae, Eriophyoidea, Tarsonemidae e
Tetranychoidea. Este banco de dados esta sendo estruturado utilizando
espécimes depositados na Colegdo de Acaros de Referéncia do Laboratério
de Quarentena Vegetal, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e
interceptados em material de importacado, exportagao e transito interno. As
imagens estdo sendo tomadas utilizando um sistema composto por um
microscopio de contraste de fase, conectado a uma camera filmadora digital
(OLY 200) e gravadas, processadas em um computador por meio do programa
Power VCRII (Cyberlink). Algumas destas imagens necessitam de ajustes,
que estao sendo realizados utilizando-se o programa Adobe Photoshop, o
qual auxilia na confecgdo de imagens mais nitidas. As informagdes
registradas na base de dados sobre o arquivo original da imagem capturada
e catalogada no banco de dados sao: estagio de desenvolvimento do
espécime, sexo, posic¢ao relativa do organismo na imagem, data da captura
da imagem, estrutura focalizada, aumento, formato do arquivo e dados de
coleta do espécime (hospedeiro local e coletor). Em média s&o tomadas 15
imagens por espécie, procurando mostrar os aspectos taxonémicos
relevantes para cada espécie, possibilitando sua identificagdo por um
especialista, por exemplo, setas, estrias do tegumento, ornamentagéo de
escudos e estruturas dos apéndices. Ja foram capturadas cerca de 2.000
imagens de 75 espécies, sendo estas imagens armazenadas em um banco
de dados objeto-relacional que possibilitara a manipulagao agil e segura de
todos estes dados, independente destes serem dados informativos ou
imagens.
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159 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DO ACARO Brevipalpus chilensis
BAKER, ESPECIE QUARENTENARIA PARA O BRASIL (Molecular
carachterization of the mite Brevipalpus chilensis Baker, a quarantine
species to Brazil)

Calvoso-Miranda, L.!, Monnerat, R.G.2, Navajas, M.?, Rodrigues, J.C.V.4,
Navia, D.?

O fortalecimento do sistema de defesa fitossanitaria do pais é
fundamental para garantir a competitividade dos produtos agricolas nacionais.
Restricbes a exportacdes e importa¢des de produtos de origem vegetal podem
ser impostas devido a presenca de pragas quarentenarias nos paises.
Diversas espécies do género Brevipalpus Donnadieu s&o pragas agricolas,
transmitindo importantes fitoviroses. No Brasil, ocorrem algumas espécies
de importancia econdmica, como B. phoenicis, B. obovatus e B. californicus.
Entretanto, outras espécies desse género sdo quarentenarias para o Brasil
e representam risco para culturas de relevancia para o agronegécio nacional.
Entre as espécies quarentenarias, esta B. chilensis, praga de frutiferas no
Chile (videiras, citros e kiwi). B. chilensis € morfologicamente muito préximo
a B. obovatus, distinguindo-se unicamente pela ornamentacdo do
propodossoma. O desenvolvimento de técnicas de diagnose molecular
possibilitara uma rapida e acurada identificacdo de espécies destes acaros,
facilitando a interceptag&o ou desembaracgo de produtos vegetais em transito.
O primeiro passo para definicao de primers especificos para B. chilensis é o
sequenciamento de regides do genoma e realizagao de analises filogenéticas,
posicionando-o no grupo. Neste trabalho a regido “Citochrome Oxidase I”
(COI) do mt DNA de 14 populagdes de cinco hospedeiros, do Chile foi
sequenciada e comparada com a de 21 populacgdes de B. phoenicis e duas
de B. obovatus, do Brasil, EUA e Honduras. Foi realizada extragcdo de DNA
de individuos isolados. A amplificagdo da regiao COl foi realizada através da
técnica de PCR, utilizando-se 2ul de DNA e 25ul de volume final. O
sequenciamento foi realizado diretamente. As analises filogenéticas foram
conduzidas utilizando-se o programa MEGA (Borland Delphi). As analises
filogenéticas evidenciam a formagao de dois grupos principais, um com todas
as populagdes de B. phoenicis e o outro com todas as de B. chilensis e B.
obovatus. As populagdes de B. chilensis foram agrupadas e separadas das
de B. obovatus, as quais, por sua vez, também permaneceram agrupadas
entre si. Estes resultados preliminares indicam a independéncia desses
dois taxons, apoiando a atual classificagdo taxondmica, esclarecendo a
filogenia das espécies e respondendo ao questionamento de especialistas
que sugeriam a sinonimia das mesmas. Estas seqiéncias seréo utilizadas
para o desenho de primers especificos.
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160 - CARACTERIZAQAO MOLECULAR E DESENVOLVIMENTO DE
MARCADORES ESPECIFICOS PARA A DETECGAO DE BIOTIPOS DE
Bemisia tabaci (Molecular characterization and development of
specific markers for detection of biotypes of Bemisiatabaci)

Queiroz, P.R.", Guimaraes, M.N.K.2, Oliveira, M.R.V.3, Lima, L.H.C.?

A mosca branca (Bemisia tabaci) foi descrita pela primeira vez, em
1889, por Gennadius. A importancia agricola de B. tabaci vem do fato de
que esta espécie é atualmente uma das pragas de maior expressao
econdmica para a agricultura mundial e muitas das epidemias relatadas
tém sido identificadas como causadas pelo biétipo B, que ja se encontra
em todos os continentes. O conhecimento da diferenciacéo genética de B.
tabaci no Brasil, envolvendo populagdes de diferentes plantas hospedeiras
e regides geograficas, como também, a ocorréncia de variagdes genéticas
dentro de populagbes, terdo implicagdes importantes para as estratégias
de controle da mosca branca no Brasil. Varias estratégias moleculares tém
sido aplicadas nos estudos dos biétipos de B. tabaci, buscando-se a
identificacao e o desenvolvimento de marcadores especificos para a
caracterizagéo de populagdes naturais, permitindo o seu uso em associagéao
a métodos mais eficientes, precisos e de maior sensibilidade de deteccéo.
Dessa forma, marcadores moleculares baseados em RAPD podem ser
utilizados na identificagao, na caracterizagdo genética e no desenvolvimento
de marcadores especificos de DNA para a detecg¢ado dos diferentes biétipos
de B. tabaci. A conversao dos marcadores RAPD em SCAR permite o
desenvolvimento de marcadores mais precisos, fornecendo ferramentas
moleculares para a diferenciagdo dos biétipos de B. tabaci. Os dados de
caracterizagao molecular revelaram a extrema complexidade da espécie e
as anadlises de variancia molecular revelaram que a maior fonte de variabilidade
era originaria de diferencas entre as populagdes do que em relagao a variagdes
dentro das populagdes. Observou-se, também, que determinados marcadores
RAPD foram encontrados em varias populagdes de um mesmo bidtipo de B.
tabaci quando coletadas em varias culturas de diferentes localidades do
Brasil ao longo de diferentes anos de estudo, refor¢cando a possibilidade de
desenvolvimento dos marcadores SCAR. O desenvolvimento de marcadores
especificos para cada bidtipo de B. tabaci € uma etapa decisiva para o
estabelecimento de estratégias baseadas em DNA para a detecgéo e a
prevengao da entrada de novos biétipos no Brasil, minimizando os riscos

provocados pela entrada de insetos exdticos no agro-ecossistema brasileiro.
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161 - COMPARACAO DA EVOLUCAO POPULACIONAL DE BACTERIAS
DOS GENEROS Erwinia, Pseudomonas E Xanthomonas NO EXTRATO
DE FOLHAS DA PLANTA HOSPEDEIRA (Populational evolution
comparison of bactéria from genus Erwinia, Pseudomonas and
Xanthomonas in the host plant leaf extract)

Fonseca, C.F.", Damasceno, J.P.S.2, Marques, A.S.A.3

O enriquecimento bacteriano, que consiste em prover condigbes
nutricionais para o aumento consideravel de uma dada populagado num curto
espago de tempo, tem sido identificado como um passo importante na melhora
da performance de diferentes métodos de detecgao de fitobactérias. Esse
processo, geralmente realizado em meios de cultura, seletivos ou nao,
liquidos ou sdlidos, aumenta a sensibilidade de detecgao de diversas técnicas,
como as soroldgicas e moleculares. O objetivo deste trabalho foi verificar a
possibilidade de realizar o enriquecimento de Erwinia psidii, Pseudomonas
syringae pv. tabaci e Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli utilizando, em
lugar de meios de cultura, o extrato aquoso da planta hospedeira da espécie
estudada, fumo, goiabeira e feijoeiro, respectivamente, sem a adi¢do de
qualquer componente nutricional. O estudo foi realizado em condi¢ées de
temperatura ambiente, comparando-o ao incremento da populagao nas
plantas em condigbes de casa de vegetagdo. O extrato foi preparado usando-
se folhas jovens, a ultima completamente expandida, a qual foi esmagada
apo6s adigao das suspensdes bacterianas de 10° ufc/mL, na razdo de 2 mL
de liquido/g de tecido. A avaliagao foi realizada a cada 12 h por diluicao
seriada, plagueamento e contagem da populagdo bacteriana. Para
acompanhar a evolugéo da populagéo bacteriana in planta, foram inoculadas
folhas da mesma idade, por pulverizagao com suspensdes bacterianas de
10° ufc/mL. Esta avaliagao foi realizada a cada 48 h, tendo sido as folhas
inoculadas esmagadas com tampao fosfato-salino na mesma razéo de 2
mL/g de tecido enumerando-se a populagao bacteriana pela presenga de
colbnias tipicas, contadas apés incubagao por 48 h em estufa a 28°C. Os
resultados mostraram que, para Erwinia psidii e P. syringae pv. tabaci, a
populagao no extrato de folhas atingiu a concentragao de 108 ufc/mL dentro
do periodo de 36 horas enquanto que na planta permaneceu em 10° ufc/mL
ao final dos 13 dias de analise. Para X. axonopodis pv. phaseoli, verificou-se
que a populagao desapareceu em 24 horas no extrato da planta. Essa
evolugao foi, entdo, acompanhada dentro desse periodo, tendo sido avaliada
a cada duas horas. Observou-se que a populagao se manteve estavel por 10
horas e apés este periodo, diminuiu gradativamente até nao ser possivel
observar quaisquer células viaveis a 24 horas. Na planta, X. axonopodis pv.

phaseoli atingiu 107 a 108 ufc/mL, em 15 dias.
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162 - DETECCAO E IDENTIFICACAO DE FUNGOS EM GERMOPLASMA
VEGETAL IMPORTADO (Detection and identification of fungi in
imported plant germoplasm)

Silva, V.A.M.", Oliveira, A.S.2, Santos, M.R.3, Urben, A.F.* Mendes, M.A.S.®

Para suprir os programas de melhoramento genético, o Sistema
Nacional de Pesquisa Agropecuaria (SNPA) realiza sistematicamente a
importagédo de germoplasma vegetal. Visando minimizar os riscos de entrada
de pragas exaticas no pais, o germoplasma importado € analisado na Estacédo
Quarentenaria Nivel 1 (EQV) da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. AEQV foi credenciada pelo Ministério da Agricultura e Pecuaria
por meio da Portaria N° 11 de 15 de fevereiro de 2002, para realizar os
procedimentos legais exigidos para a introducéo de material propagativo no
pais. Na EQV todo material importado € analisado por sete Laboratérios
(Acarologia, Entomologia, Plantas Infestantes, Bacteriologia, Micologia,
Virologia e Nematologia). O presente trabalho descreve os procedimentos
de detecgéo e identificagdo de fungos realizados pelo Laboratério de Micologia
durante o periodo de janeiro a setembro de 2006. Os métodos utilizados
para a detecgdo de fungos em material vegetal foram: exame direto,
plaqueamento em papel de filtro (“Blotter test”), plaqueamento em meio de
cultura BDA e lavagem-sedimentagao. Aidentificagdo dos fungos foi realizada
pelas caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas sob microscoépio
estereoscopio e microscopio 6ptico. Nesse periodo foram analisados 7.747
acessos pertencentes a 24 produtos diferentes, sendo com maior nUmero
de acessos o milho (2.613), Amaranthus spp. (2.308), soja (1.302) e trigo
(360). Os fungos mais importantes economicamente detectados estado
relacionados a seguir: milho - Fusarium moniliforme, Curvularia eragrostidis,
C. prasadii, Bipolaris spicifera e Bipolaris maydis; girassol - Phoma exigua
var. exigua e Alternaria helianthi; cana-de-agucar - Bipolaris spicifera,
Alternaria sp. e Podoxyphium mayteni; trigo - Tilletia caries, Phoma sp.
Stemphylium botryosum, Bipolaris sorokiniana, Fusarium moniliforme e
Pithomyces chartarum; soja - Phomopsis phaseoli f. sp. meridionalis,
Phomopsis phaseoli f. sp sojae, Fusarium culmorum, Colletotrichum
truncatum e Fusarium oxysporum. Nenhuma espécie de fungo exatico foi
detectada, porém a espécie Fusarium oxysporum possui ragas nao relatadas
no Brasil. O germoplasma de soja infectado com F. oxysporum foi tratado
quimicamente na EQV, re-analisado e liberado para o solicitante apos

confirmacéo da sua erradicagao.
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163 - EFEITO DO TRATAMENTO TERMICO UMIDO DE SEMENTES DE
Triticum aestivum (L.) Thell NA ERRADICACAO DO NEMATOIDE
Aphelenchoides blastophthorus (Effect of wet thermal treatment of
Triticum aestivum (L.) Thell seeds in eradication of the nematode
Aphelenchoides blastophthorus)

Silva, H.A.N.S", Pereira, J.C.2, Tenente, R.C.V.3

O objetivo do presente estudo foi desenvolver um método para erradicar
o nematdide exdtico ao Brasil, Aphelenchoides blastophthorus de sementes
de trigo (Triticum aestivum) que foram submetidas ao tratamento fisico:
térmico umido, sem que houvesse prejuizo da viabilidade das sementes
tratadas. O tratamento térmico testado inclui variagdes de temperatura e de
periodo de exposig&o ao calor, tais como: 40°C por 30 minutos seguido da
variagdo de 60°C por 8 minutos. Portanto, o ensaio teve o devido tratamento
que incluiu a testemunha, para comparacgao. Cada repeticdo constou de
17g (aproximadamente 200 sementes), perfazendo um total de cinco
repeticdes. Os parametros avaliados foram: infestacao de nematéides e poder
germinativo (uma semana apos o tratamento). Os resultados mostraram
que através do tratamento Umido obteve-se a erradicagao dos nematéides
das sementes quando comparadas a testemunha que apresentou a presenga
deste parasita. Quanto ao poder germinativo das sementes nio foi afetado
pelo tratamento térmico umido, podendo, portanto, ser recomendado para
esta espécie de nematdide e para pequenos lotes de semente de trigo.
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164 - ESTUDO PRELIMINAR DO POTENCIAL DE ESTABELECIMENTO
DE Anguina tritici NO BRASIL (Preliminary study of the potential
establishment of Anguina tritici in Brazil)

Souza, W.R.!, Carrijo, T.S.2, Melo, L.A.M.P.3, Silva, H.R.F.4, Tenente, R.C.V.5

Ao passar dos anos o Agronegdcio Brasileiro vem apresentando
acelerada modernizagao e competitividade mundial. Atualmente é
responsavel por cerca de 33% do Produto Interno Bruto, 42% das exportagbes
totais e 37% dos empregos brasileiros. Para garantir qualidade na produgéo
agricola sao necessarias diversas agdes fitossanitarias, entre as quais o
monitoramento de pragas exéticas, a fim de evitar seu estabelecimento e,
assim, ameagcar a produtividade agricola. O nematdide Anguina tritici €,
atualmente, uma praga exética de interesse econémico para o Brasil ja
detectada em diversos paises na Asia, Africa, Europa e América do Norte.
Entre seus hospedeiros destacam-se a aveia (Avena sativa), centeio (Secale
cereale), cevada (Hordeum vulgare) e trigo (Triticum spp.). Em relagdo a
sobrevivéncia deste nematdide, o estadio J2 € o mais resistente devido a
sua capacidade de entrar em anidrobiose: este € o estadio encontrado apds
a colheita em paniculas contido nas sementes ou graos. Relatos mostraram
que essa espécie de parasita permanece viva e viavel em tecidos secos,
sendo reanimados, apds 0 armazenamento por 28 e 35 anos. Este trabalho
mostra um estudo preliminar para avaliar o potencial de estabelecimento de
A. tritici no Brasil. Os procedimentos efetuados foram os seguintes: (1)
levantamento bibliografico sobre A. tritici; (2) com base no levantamento
bibliografico, determinou-se a faixa de temperatura ideal de desenvolvimento
da praga; (3) em seguida, utilizando-se o Climex (software de Sistema de
Informagdes Geograficas), mapeou-se para o Brasil, areas de temperatura
ideal de desenvolvimento da praga (Mapa 1); (4) utilizando-se o ArcView,
outro software de Sistema de Informagbes Geograficas, foram mapeadas
areas no Pais, com produgéo significativa dos produtos mencionados (Mapa
2); (5) finalmente, no ambiente do ArcView foi realizada a sobreposigéo do
Mapa 1 com o Mapa 2 gerando-se um mapa que aponta areas do Pais onde
o prejuizo de estabelecimento de A. tritici seria significativo. O estudo mostrou
um teor informativo relevante para apoiar agdes fitossanitarias mais fortes
para pragas exoticas, embora o exercicio foi implementagéo simples.
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165 - IDENTIFICACAO E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE 22
POPULACOES DE Bemisia tabaci DA ARGENTINA POR MEIO DE
MARCADORES RAPD-PCR (Molecular identification and
characterization of 22 populations of Bemisia tabaci from Argentina
by RAPD-PCR markers)

Fragoso, V.M', Hiragi , C.0?, Queiroz, P.R?, Truol, G.A.M*, Zerbini Junior,
F.M.5, Oliveira, M.R.V.%, Lima, L.H.C.®

A Bemisia tabaci é uma praga que durante sua alimentagéo suga a
seiva das plantas e ainda elimina uma secreg¢ao agucarada induzindo o
aparecimento de fungos, o que causa o apodrecimento de ramos, folhas,
flores e frutos; caracteriza-se também por ser transmissora de geminivirus
que provocam fitoviroses. Essa praga teve uma dispersao rapida causando
em diversas regides do mundo danos na agricultura. Na Argentina, o aumento
do cultivo da soja teve inicio em 1975 e apds dez anos houve um aumento
na ocorréncia da praga B.tabaci, provocando prejuizos superiores a 30% da
produgao de soja de uma determinada area de plantio. A diferenciagdo
morfologica desse inseto € extremamente dificil, por se tratar de uma colegao
heterogénea de bidtipos. A correta identificagdo e a caracterizagéo da espécie
sdo importantes para que as estratégias de controle sejam mais especificas
e mais eficazes. Técnicas moleculares dao suporte aos estudos filogenéticos
das populagdes das espécies-complexo B.tabaci que foram agrupadas de
acordo com a sua localidade. A técnica RAPD-PCR detecta polimorfismos
de fragmentos de DNA a baixos custos e com rapidez no processamento de
dados. O objetivo desse trabalho foi a identificagdo de bidtipos presentes
nas vinte e duas popula¢ées da Argentina e caracteriza-las para posteriores
estudos de variabilidade genética. Foram analisadas cinco amostras de
adultos de cada populagéo para dez primers de RAPD. Para detecgéo de
biotipos especificos da referida espécie, foi empregada a técnica de SCAR
que consiste na utilizacdo de sequéncias caracterizadas de regides
amplificadas. Foram analisadas 02 pares de iniciadores denominados T1 e
T2, P1eP2, e um controle positivo, com clones contendo regides especificas
da espécie. Os resultados demonstraram a variabilidade genética entre as
populagbes estudadas, confirmando a predominancia do biétipo B, mais
agressivo no Brasil. Vale ressaltar que, além disso, foi detectada a
persisténcia do biétipo BR na Argentina, mesmo em presenca do biétipo B.
Isso foi confirmado com a obtengdo de um dendrograma que indicou a
distribuicdo da populagdo em dois agrupamentos principais com similaridade

de 57% e outra com 90%.
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166 - INSETOS-PRAGAS DA ORDEM COLEOPTERA COM POTENCIAL
QUARENTENARIO PARA O BRASIL (Insects-pests of Coleoptera Order
with quarantine potencial to Brazil)

Vilarinho, K.R.", Silva, S.F.2, Gongalves, G.C.P.C.3, Santos, A.C.A.%, Cruz,
K.R.R.%, Paula-Moraes, S.V.%, Oliveira, M.R.V.®

Considera-se praga para fins de controle, os insetos fitéfagos, a partir
do momento em que atingem populacdes capazes de provocar danos de
impacto econémico. O ataque pode ocorrer nas diferentes partes dos vegetais
ocasionando queda de valor comercial, de producgéo e até morte das plantas.
Na prevencédo de pragas exdticas é importante a observacao criteriosa das
normas de quarentena ao se introduzir material vegetal, que possam conter
ovos, fases jovens ou adultos de espécies fitofagas. Essas pragas podem
encontrar no pais um clima favoravel, alta concentragido de hospedeiros e
baixa concentracdo de inimigos naturais, multiplicando-se rapidamente e
tornando-se, em pouco tempo, um problema econdmico para a espécie
vegetal introduzida e até para as espécies nativas. Com o objetivo de fornecer
subsidios para auxiliar os procedimentos fitossanitarios, foi realizado um
levantamento das principais espécies de coledpteros com potencial
quarentendrio para o Brasil. A metodologia utilizada apoiou-se na consulta
em Bases de Dados, considerando as espécies que mesmo ainda nao
incluidas na lista de pragas quarentendrias para o pais, apresentaram grande
expressao econdmica. Os seguintes critérios de avaliagédo foram utilizados:
distribuicdo geografica, niumero de hospedeiros, via de ingresso, potencial
de entrada, sobrevivéncia no pais, dispersao e danos econémicos. Um total
de cento e sessenta e quatro espécies foram catalogadas, a grande maioria
dos insetos desta ordem esta presente na América do Norte, Asia e Europa,
possuem como plantas hospedeiras seiscentos e quinze espécies vegetais
subdivididas em oitenta e trés familias, principalmente Pinaceae, Poaceae,
Rosaceae, Fabaceae, Solanaceae e Cucurbitaceae. Milho, ervilha, batata-
inglesa, pinheiro, abeto e arroz sdo os hospedeiros que abrigam o maior
numero de espécies de coledpteros quarentenarios, que de acordo com o
género usam como via-de-ingresso determinadas ou mesmo todas as partes
da planta (folha, caule, pontos de crescimento, flor, fruto, sementes e raiz),
madeira morta, graos, tubérculos. Desta forma a realizagdo deste trabalho
torna-se importante no auxilio a aplicagdo de medidas quarentenarias ou na
tomada de decisdes caso estas pragas entrem no pais pelo comércio, trafico
e transito de commodities e pessoas.
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167 - INSETOS-PRAGA DA ORDEM HEMIPTERA COM POTENCIAL
QUARENTENARIO PARA O BRASIL (Insects-pests of Hemiptera Order
with quarantine potencial to Brazil)

Gongalves, G.C.P.C.",Santos, A.C.A .2, Cruz, K.R.R.2, Silva, S.F.3, Vilarinho,
K.R.%, Paula-Moraes, S.V.5, Oliveira, M.R.V.¢

O Brasil, mesmo tendo posi¢ao de destaque mundial em relagéo ao
agronegocio, necessita de melhor implementacao da sustentabilidade para
assegurar sua posicao diante as exigéncias do mercado. Dentre as
tendéncias mundiais relacionadas ao agronegdcio, as mudancgas na area
de fitossanidade, com a certificagéo de produtos, apontam uma nova proposta
baseada em produgao + produtividade + sustentabilidade + qualidade. A¢des
fitossanitarias em um sistema integrado de producéo e de pragas, areas
livres, monitoramento e dispersdo sdo algumas abordagens utilizadas. No
agronegécio, a importancia de se adequar pesquisas visando as pragas
dentro de uma cadeia produtiva, permite ao pais fazer os ajustes necessarios
para tomada de acdes e medidas fitossanitarias levando em consideragao o
risco. Com o objetivo de disponibilizar informagbes acuradas sobre os insetos-
praga quarentenarios da ordem Hemiptera, foi realizado um levantamento
das principais espécies através de buscas bibliograficas em Bases de Dados.
A partir da catalogacéo de noventa e quatro espécies constatou-se que esta
ordem além de ser extremamente polifaga, possui ampla distribuicdo
geografica. Das 669 plantas hospedeiras, as espécies frutiferas (manga,
goiaba, abacate, péra, cacau, uva) sdo as que abrigam o maior numero
desses insetos que podem ingressar por qualquer parte aérea da planta. Os
representantes dessa ordem tém como principal meio de dispersao as plantas
ornamentais. Dentre as espécies listadas para essa ordem encontram-se:
Aleurocanthus woglumi (mosca-negra-dos-citrus), considerada praga de
expressao agricola em varios paises e detectada pela primeira vez no Brasil
em 2001 e Maconellicoccus hirsutus (cochonilha-rosada-do-hibisco), praga
quarentenaria A1 para o Brasil, que se tornou problema sério em certos
paises, causando grandes perdas econdémicas. As informagdes levantadas
mostram-se Uteis para evitar que o0 mesmo ocorra no Brasil e ainda para
subsidiar a formulagédo de politicas ambientais e de sanidade vegetal
oferecendo a possibilidade de se produzir mais e com melhor qualidade,
degradando menos e ao mesmo tempo manter os custos competitivos, que
sdo os atuais desafios do agronegdcio.
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168 - INSETOS-PRAGA DA ORDEM LEPIDOPTERA COM POTENCIAL
QUARENTENARIO PARA O BRASIL (Insects-pests of Lepidoptera Order
with quarantine potencial to Brazil)

Silva, S.F.", Vilarinho, K.R.2, Gongalves, G.C.P.C.3, Santos, A.C.A.%, Cruz,
K.R.R.%, Paula-Moraes, S.V.%, Oliveira, M.R.V.®

O crescimento da produgao levou ao aumento das exportagdes do
agronegocio, colocando o Brasil na lideranga em producao e exportacéo de
alcool, agucar, café e suco de laranja e no maior exportador do complexo
soja e de tabaco. O agronegdcio gerou, em 2005, 36,9% das exportacdes
totais e 27,9% do Produto Interno Bruto (PIB), o pais ja € o detentor do
maior saldo da balanga comercial agricola do mundo. No mesmo ano as
importacdes brasileiras de produtos do agronegdcio registraram um
crescimento de 6,2%, totalizando US$ 5,18 bilhdes. As importagdes
brasileiras sdo provenientes principalmente da Argentina, Estados Unidos,
Paraguai, Uruguai, Chile e China. O desempenho do agronegécio nacional
impressiona, mas preocupa com relagdo aos aspectos de fitossanidade
das commodities. A fim de auxiliar a realizagdo de procedimentos
fitossanitarios, preventivos contra a introdugédo e dispersdo de pragas
quarentenarias, foi realizado um levantamento das principais espécies de
lepidépteros com potencial quarentenario para o Brasil. Aconsulta em Bases
de Dados foi utilizada como metodologia que permitiu a coleta de dados de
espécies que apresentaram grande expressao econdmica. Um total de 125
espécies foram catalogadas, permitindo a constatacdo de que estao
presentes na Asia (94), Europa (48), Africa (44), América do Norte (39),
Oceania (39), América do Sul (8) e América Central (6), possuem como
plantas hospedeiras 730 espécies vegetais pertencentes a 113 familias,
destacando-se Fabaceae, Poaceae, Pinaceae, Rosaceae, Fagaceae e
Solanaceae. Milho, maga, arroz, manga, cana-de-acucar, sorgo, péssego,
soja, tomate, mamona, uva e trigo sdo os hospedeiros que abrigam o maior
numero de espécies de Lepidopteros quarentenarios, que tém como principal
via de ingresso a parte aérea da planta. Considerando que os hospedeiros
dessa ordem (trigo, frutas, arroz e milho) estéo entre os principais produtos
importados pelo Brasil, é preciso adotar medidas que impegam a introdugao
dessas pragas. Na agricultura brasileira os lepidopteros sao os insetos que
possuem maior numero de espécies nocivas e as espécies aqui introduzidas
como a lagarta da maga, Cydia pomonella, que se encontra em areas urbanas
e sob controle oficial preocupam produtores e autoridades pelo risco de
atingir pomares comerciais.
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169 - INSPECAO E IDENTIFICACAO ENTOMOL OGICA NA QUARENTENA
DE GERMOPLASMA VEGETAL DE 2004 A AGOSTO DE 2006 (Inspection
and entomological identification on plant germplasm quarantine from
2004 to August of 2006)

Gongalves, G.C.P.C.",Cruz, K.R.R.2, Santos, A.C.A.2, Silva, S.F.3, Vilarinho,
K.R.4, Oliveira, M.R.V.?

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia tem como uma de
suas atividades prioritarias, o intercambio de germoplasma vegetal, destinado
a colegdes de base, a programas de melhoramento e demais projetos visando
o enriquecimento do acervo nacional de recursos genéticos vegetais e sua
caracterizagdo. Com o objetivo de assegurar que este material vegetal
intercambiado n&o represente ameaga, perigo e risco aos sistemas produtivos
do agronegdcio e ao meio ambiente, 0 mesmo tem sido submetido a analise
fitossanitaria e a quarentena de pos-entrada na Estagdo Quarentenaria de
Germoplasma Vegetal (EQGV). O Laboratério de Entomologia, no periodo
de janeiro de 2004 a agosto de 2006, inspecionou 43.242 acessos de
importagao, exportagao e transito interno de germoplasma vegetal e outros
produtos vegetais com prescrigdo de quarentena. Para a detec¢éo de insetos
realizou-se inspegao direta com o auxilio do microscépio estereoscopico.
Os insetos encontrados foram devidamente preservados em alcool 70% e
etiquetados com os dados de coleta para compor a Colegao de Insetos de
Referéncia para a Quarentena Vegetal. Esta entre os materiais vegetais
recebidos com maior freqliéncia: sementes de milho, soja, trigo, melao,
algodao, batata e abdbora. Analisaram-se amostras de sementes, estacas
e mudas. Foram identificados insetos pertencentes as familias Coleoptera;
Heteroptera, Psocoptera e Lepidoptera. Dentre as espécies interceptadas
encontra-se Palpita unionalis, uma praga exoética para o Brasil. Os insetos
detectados podem causar danos a agricultura nacional, portanto, medidas
de segurancga biolégica como as quarentenarias devem ser adotadas para
que se impega a introdugao e ou dispersao destes organismos associados
ao material vegetal importado.
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170 - INTERCEPTACAO DE NEMATOIDES EXOTICOS AO BRASIL EM
MATERIAL VEGETAL DE IMPORTACAO (Interception of exotic
nematodes to Brazil in imported plant material)

Gomes-Silva, E', Sousa, A.l.M.2, Ciriaco, J.P.3, Tenente, R.C.V.%, Cares,
J.E.°, Prates, M.%

Com a finalidade de atender a demanda de analises nematoldgicas
de germoplasma importado pelo Brasil para os programas de melhoramento
genético da Embrapa, o Laboratério de Nematologia da Estacao
Quarentenaria de Nivel 1, realizou analises fitossanitarias, por meio de
diversos procedimentos de extracdo, e evidenciou nematoides exéticos ao
Brasil em nove processos dos 74 analisados de janeiro a setembro de 2006.
Os materiais infectados foram: videira, milho (dois processos), girassol, trigo
(trés processos), cana-de-agucar e lirio. Os nematoéides fitoparasitas
encontrados foram: Aphelenchoides spicomucronatus, Aphelenchoides
subtenuis e Aphelenchoides tumuliscaudatus (videira); Aphelenchoides
blastophthorus (milho e trigo); Ditylenchus sp. juvenil (milho); Ditylenchus
sp. (girassol); Anguina sp. e Aphelenchoides subtenuis (trigo);
Aphelenchoides abyssinicus (cana-de-agucar e lirio); Plectus sp. (trigo).
Com essas medidas fitossanitarias, o Laboratério de Quarentena da
EMBRAPA vem colaborando ativamente para diminuir os riscos de introdugéo
de novas espécies de fitonematoides no Brasil.
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171 - INTERCEPTAGAO DO ACARO QUARENTENARIO PARA O BRASIL,
Brevipalpus chilensis (BAKER) (TENUIPALPIDAE), EM UVAS FRESCAS
DO CHILE (Interception of the mite Brevipalpus chilensis (Baker)
(Tenuipalpidae), a quarantine species to Brazil, in fresh grapes from
Chile)

Gongalves, G.C.P.C.", Reis, M. T. 2, Navia, D.2

A cultura da uva vem se expandindo em diversas regides do pais.
Uvas frescas representam uma importante commoditie para o agronegdcio
nacional. A producdo de uva e a expansao da cultura no Brasil podem ser
prejudicadas pela introdugao de novas pragas, que venham a causar perdas
severas ou elevar os custos de produg¢édo. Uma das principais vias de ingresso
de pragas no pais é o comércio internacional. Entre os grupos de organismos
de expressao quarentenaria estao os acaros fitéfagos, os quais apresentam
diversas caracteristicas que propiciam que se tornem espécies invasoras
em sistemas de producdo agricola. Em Maio de 2006, a Vigilancia
Agropecuaria Internacional do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, em Dionisio Cerqueira, SC, encaminhou cinco lotes de uvas
frescas, provenientes do Chile, para analise fitossanitaria no Laboratério de
Quarentena Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A
analise acaroldgica das uvas foi realizada utilizando-se os métodos de: 1)
exame direto ao microscopio estereoscopio e 2) lavagem em solugao de
detergente, seguido de peneiramento da solugdo através de peneiras
granulométricas. Em trés lotes foram detectados espécimes vivos de acaros
Tenuipalpidae, nos diversos estagios de desenvolvimento. Esses acaros foram
preservados em lamina de microscopia, em meio de Hoyer, e identificados
ao microscopio de contraste de fase como pertencentes a espécie
Brevipalpus chilensis (Baker), a qual € quarentenaria A1 para o Brasil. Esse
acaro apresenta distribuicdo restrita ao Chile, onde causa perdas de até
30% na produgao das videiras. Este acaro apresenta alto risco de ser
introduzido no pais através da importagao de frutos, material de propagagao
vegetativa e plantas ornamentais. Caso o acaro fosse introduzido no pais,
em area de cultivo de videiras, seu principal hospedeiro, além dos danos
diretos que poderia causar as culturas hospedeiras, poderia levar a restricdes
na importagcao de produtos nacionais por parte de paises da América do
Norte, Europa e Asia, muitos dos quais também consideram B. chilensis
como uma espécie quarentenaria. Portanto, ressalta-se a importancia da
adogao de medidas preventivas, como a inspegao detalhada de material
vegetal em pontos de entrada e uma rapida e acurada identificagdo dos

organismos interceptados, para a seguranca biolégica da agricultura.
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172 - LEVANTAMENTO DE INSETOS-PRAGA DAS ORDENS DIPTERA,
HYMENOPTERA E THYSANOPTERA COM POTENCIAL QUARENTENARIO
PARA O BRASIL (Survey of insects pests of the Orders Diptera,
Hymenoptera and Thysanoptera with quarantine potencial to Brazil)

Santos, A.C.A.", Gongalves, G.C.P.C.2, Silva, S.F.3, Vilarinho, K.R.#; Cruz,
K.R.R.%, Paula-Moraes, S.V.%; Oliveira, M.R.V.”

O ultimo século presenciou mudangas profundas em relagao a
seguranga biolégica em termos de prote¢ado da vida humana, animal e vegetal.
O gerenciamento de todos os riscos biolégicos e ambientais provocados
pelos deslocamentos de organismos nocivos passaram a ter prioridade. Os
insetos-pragas sdo importantes neste processo, porque ao se dispersarem
podem promover grandes impactos nos ecossistemas. Varios paises tiveram
suas economias profundamente abaladas pela presencga de pragas em seus
agroecossistemas. Com o objetivo de subsidiar a politica publica de Sanidade
Vegetal no pais féz-se um levantamento dos principais insetos de expressao
quarentenaria pertencentes as Ordens Diptera, Hymenoptera e Thysanoptera.
A metodologia utilizada baseou-se na busca de informagbes em bases de
dados por meio da consulta da literatura técnico-cientifica disponivel. Dentro
dessas Ordens um numero total de 119 espécies apresentou potencial
quarentenario para o pais. A distribuicao entre as Ordens foi: Diptera, 94;
Hymenoptera, 26, e Thysanoptera, 14. Um total de 567 espécies vegetais
subdivididas em 75 familias foram consideradas plantas hospedeiras
preferenciais dos insetos. Entre essas hospedeiras tem-se Fabaceae,
Poaceae, Pinaceae e Rosaceae. Plantas como manga, péssego, goiaba,
magca, uva, tomate, abeto, pinheiro e trigo foram observadas como sendo as
culturas mais atacadas pelos insetos pertencentes a essas ordens. Com
relagéo a distribuigdo geografica, a América do Norte abriga o maior nimero
de Hymenoptera (18) e Thysanoptera (11) listados, enquanto que para Diptera
destaca-se a Asia (41), América do Norte (32), Oceania (31) e Africa (28)
com maior quantidade de espécies. Em termos de via-de-ingresso
Thysanoptera pode estar associado a qualquer parte da planta, Hymenoptera
por terem os pinheiros como hospedeiros principais preferem as aciculas e
os Diptera, as larvas ficam inseridas nos frutos. Os resultados obtidos nesse
levantamento mostram a necessidade da elaboragdo de planos de
contingéncia para as pragas de maior impacto, para os sistemas de produgéo
agricola e florestal para o pais.
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173 - MONITORAMENTO DAS POPULACOES DE Anthonomus grandis
(COLEOPTERA: CURCULIONIDAE), NA CULTURA DO ALGODOEIRO EM
BRASILIA-DF [Anthonomus grandis (Coleoptera, Cucurlionidae)
population’s survey in cotton crop in Brasilia-DF]

Vilarinho, K.R.", Silva, S.F.?, Oliveira, M.R.V.3, Monnerat, R.G.2

O Brasil ja foi um dos maiores produtores mundiais de fibras de algod&o.
Até o inicio da década de 80, produzia uma quantidade de plumas superior
ao consumo interno. Devido a uma série de problemas de ordem agrondmica
e de mercado, a partir de 1986 a producgao interna comegou a cair
gradativamente, levando a um desequilibrio na balanca comercial desse
produto. Um fator significativo de ordem agrondémica foi a introdugao e
dispersao do bicudo-do-algodoeiro Anthonomus grandis, pelo estado de Sao
Paulo. Ele foi introduzido no pais no inicio da década de 80, favorecido pelas
condicdes do clima tropical. O descuido com restos culturais, provavelmente,
contribuiram para a sua dispersao para todo o pais. A partir desse momento
a cadeia produtiva algodoeira dependente dessa fibra e de seus subprodutos
passou a gerar ainda mais prejuizos. O bicudo é uma praga que devora os
botdes florais e as magés do algodao e em alta densidade populacional, os
cotonicultores correm o risco de perder a colheita, pela queda na
produtividade. Esse trabalho teve como objetivo realizar o monitoramento
das populagdes de bicudo no campo por meio de visitas semanais e de
amostragens aleatérias. Armadilhas com feroménios Bio Bicudo também
foram utilizadas na coleta de individuos de bicudo. O monitoramento foi
realizado em cinco areas de plantio do Distrito Federal (Cooperbras, Cabi,
Aeronautica, Rondon e Sete Veredas), compreendendo o periodo de margo
a setembro de 2006 e abrangeu todas as fases do algodao (pré-floragao,
floragcao e pods-floragao). No periodo amostrado coletou-se os seguintes
numeros de individuos: Fazenda Cooperbras, 1.458; Cabi, 675; Aeronautica,
267; Rondon, 275; Sete Veredas, 420. Os resultados obtidos revelaram que
apesar das medidas fitossanitarias adotadas durante o periodo de cultivo do
algodao a presenca do bicudo foi constante, principalmente na Fazenda
Cooperbras. Arelevancia desses resultados indica que para diminuir o impacto
do inseto sobre a cultura do algodoeiro sera importante a adogdo do Manejo
Integrado de Pragas associado ao uso racional de agrotéxicos de forma a
contribuir para o desenvolvimento sustentavel da cultura do algodoeiro.
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174 - OCORRENCIA DE Colletotrichum SP. EM PITOMBEIRA (Talisia
esculenta, SAPINDACEAE) (Ocurrence of Colletotrichum sp. in
Pitombeira)

Ferreira, R. A. M.", Santos, M. R.2, Oliveira, A. S.3, Mendes, M. A. S.*

Apitombeira, Talisia esculenta (Sapindaceae), € uma espécie frutifera
com ampla distribuicao no cerrado brasileiro. Ha grande potencialidade para
o seu cultivo tornar-se comercial em virtude do seu fruto ter grande apreciagéo
no mercado consumidor nacional e internacional. Plantas de pitombeira
coletadas no Distrito Federal apresentaram elevada incidéncia de lesdes
foliares que comprometiam a produtividade. As folhas com lesdes necréticas,
de formato irregular e queima da regido apical, foram submetidas a dois
métodos para detec¢ao do agente etioldgico, isolamento em meio de cultura
BDA e exame direto. No isolamento em BDA, fragmentos de tecidos
intermediarios, sadios e necrosados, foram esterilizados superficialmente
com alcool a 50% por 1 minuto, imersos em solugao de hipoclorito de sédio
a 2% pelo mesmo periodo e lavados em agua destilada estéril. Os fragmentos
foram colocados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA e
incubados por oito dias a temperatura de 28 + 2° C sob luz fluorescente
constante. No método de exame direto, as folhas com lesdes foram colocadas
por trés dias em condi¢gdes de cAmara umida, sob luz NUV 12 horas luz e
12 horas escuro, a temperatura de 20 £ 2° C. Apds o periodo de incubacéao
de 8 e 3 dias para os dois métodos, respectivamente, o fungo foi detectado
e identificado pelas caracteristicas morfologicas e fisiolégicas sob
microscopio estereoscopio e microscédpio 6ptico. Utilizando-se de literatura
especifica, foi identificado Colletotrichum sp. em lesdes foliares de pitombeira.
A confirmacgéo do agente causal desta doenca esta sendo feita por meio de
testes de patogenicidade. Este é o primeiro relato de Colletotrichum sp. em

pitombeira no Brasil.

'Agronomia, graduando, Unido Pioneira de Integragcdo Social-UPIS
2Eng. Agr., M.Sc., Nidera Sementes Ltda

’Biologa, B.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
“Eng. Agr., M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

233



175 - OCORRENCIA DE Tylenchocriconema alleni E Ditylenchus khani
NO BRASIL EM MATERIAL VEGETAL ANALIZADO PARA EXPORTACAO
(Occurrence of Tylenchocriconema alleni and Ditylenchus khani in
Brazil in analysed plant material for exportation)

Gomes-Silva, E.", Sousa, A.l.M.2, Ciriaco, J.P.23, Tenente, R.C.V.%, Cares,
J.E.5 Prates, M.t

O Laboratério de Nematologia da Estagdo Quarentenaria de nivel 1
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia realiza analises
nematoldgicas com intuito de disponibilizar germoplasma sadio ao evitar a
disseminagao de nematodides parasitas de plantas. Isto se da através de
diversos procedimentos de extracao e identificagéo de fitonematdides. Dentre
as diversas atividades desenvolvidas destaca-se a analise de material vegetal
destinado a exportacéo. Das analises realizadas dois processos merecem
destaque, pois nestes evidenciou-se a primeira ocorréncia de duas espécies
de nematoides, anteriormente exdticos ao Brasil. O fitonematdide
Tylenchocriconema alleni, encontrado em bromélia (Neoregelia carolinae); e
o Ditylenchus khani em espécies de Tillandsia spp. Ambas as amostras
provenientes de La Bromelia de Brasilia, Ltda, locadlizada no Nucleo Rural
de Taquara, Chacara 15, cidade de Planaltina-DF. A espécie T.alleni, tem o
género descrito por Raski e Siddiqui (1975) e ja foi encontrado em solo ao
redor de Bromeliaceae na Guatemala. Essa espécie é conhecida na literatura
por parasitar Tillandsia feabellata. Sua ocorréncia é relatada também na
Califérnia (EUA) em ornamentais da familia Bromeliaceae, e em viveiros
dessas plantas na Holanda. Ditylenchus khani Fortuner (1982), desde sua
descricdo de Nova Deli na india, esta espécie foi encontrada em duas
colegbes de musgo da Polbnia e Suigca e em uma colegéo do solo semi-
arido perto de Zacatecas, México, sendo um dos primeiros registros nesses
paises. Ambas espécies de nematdide sdo consideradas exoéticas para o
Brasil e sdo pragas ndo quarentenarias regulamentadas. Portanto, a Estacao
Quarentenaria do CENARGEN tem contribuido para diminuir os riscos e
perigos de introdugao e disseminagao de novas espécies de fitonematoides
no Brasil e no exterior.
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176 - RASTREABILIDADE DE GERMOPLASMA VEGETAL INTERCEPTADO
USANDO A BASE DE DADOS DAS ANALISES NEMATOLOGICAS
ATRAVES DO SISTEMA DE INFORMACAO DE GERMOPLASMA
(Traceability of intercepted plant germplasm using the database of
nematological analysis by germplasm information system)

Ireno, H.N.", Rissoli, V.R.V.2, Cares, J. E.%, Tenente, R.C.V.*

O sistema computacional da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, denominado Sistema de Informagao de Germoplasma (SIG),
consiste em uma base de dados que permite uma interagao acurada e rapida
com os dados da interceptagao de nematdides exéticos, pertencentes ao
género a um dos principais géneros parasitas de nematdides, Pratylenchus,
desde de 1981 até Julho de 2006. Este sistema auxilia fortemente na
rastreabilidade dos nematdides detectados em materiais importados pelo
Brasil, podendo gerar rapidamente um alerta do risco fitossanitario para a
agricultura nacional. A maioria das espécies interceptadas vem dos EUA,
nos diferentes produtos: Hermatria, Annona, carambola e sapoti. Em seguida,
vem o Peru com duas introdugdes contaminadas com este parasita: mentha
e alho. Os outros paises so6 tiveram uma interceptagdo com Pratylenchus:
Nova Guiné e Franga (abacaxi); Chile (milho); Colémbia (amendoim). Duas
espécies importantes e exoticas ao pais foram P. crenatus (videira, Franga)
e P. scribneri (amendoim, Colédmbia). Os demais interceptados estavam na
forma juvenil e ndo foi possivel chegar ao nivel de espécie. Mas, todas as
espécies do género Pratylenchus sdo parasitas importantes de plantas. Estes
resultados mostraram a importancia desta analise, do tipo de rastreabilidade
e olhar para a troca de materiais genéticos e dar maior atencéo, especialmente

aos paises mencionados.
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177 - RASTREABILIDADE DE PRAGAS EXOTICAS POTENCIAIS PARA
OS PAISES QUE COMPOEM A REGIAO DO COSAVE (Traceability of
potential exotic pests for the Cosave region)

Santos, A.C.A.", Gongalves, G.C.P.C.2, Silva, S.F.3, Vilarinho, K.R.%, Cruz,
K.R.R.", Oliveira, M.R.V.5

O Brasil tem intensificado suas relagdes comerciais com varios outros
paises, especialmente entre os membros do Mercado Comum do Sul
(Mercosul): Argentina, Brasil, Paraguai, Uruguai e Venezuela. Em 1989, um
acordo entre Brasil, Argentina, Chile, Paraguai e Uruguai criou o Comité de
Sanidade Vegetal dos Paises do Cone Sul (COSAVE), uma Organizagao
Regional de Protegéo Fitossanitaria (ORPF) que harmoniza as normas
internacionais de medidas fitossanitarias elaboradas no ambito da Convencao
Internacional de Protegao Vegetal (CIPV) e do Acordo sobre a Aplicagao de
Medidas Sanitarias e Fitossanitarias (Acordo SPS). O Chile e Bolivia
participam do COSAVE, mas nao do Mercosul. De modo a contribuir para
essa harmonizagéo de protegao fitossanitaria a rastreabilidade de pragas
exoticas de potencial quarentenario para os paises que compéem o COSAVE
foi realizada. Consultas em bases de dados dos insetos de maior expresséo
econdmica foram feitas buscando informagdes sobre distribuigdo geografica,
plantas hospedeiras, via de ingresso, registros de interceptacées no mundo
e presencga ou auséncia no Brasil e numero de relatos em revistas cientificas.
Um numero total de 122 espécies de insetos apresentou potencial
quarentenario para a regido do COSAVE. A distribuicdo desses numeros
entre as Ordens foram Coleoptera (37), Diptera (15), Hemiptera (18),
Hymenoptera (7), Lepidoptera (44) e Thysanoptera (1). Constatou-se que
Estados Unidos, india, China, Canada e Italia foram os paises que
apresentam o maior numero de publicacdes sobre relatos de pragas. Entre
as plantas hospedeiras as familias Pinaceae, Rosaceae, Rutaceae, Poaceae
e Myrtaceae foram alvos preferenciais dos insetos. A importancia da
rastreabilidade de pragas para a cadeia produtiva agricola e para a aplicagao
de medidas preventivas fitossanitarias pode ser demonstrada em exemplos
como os de Anastrepha suspensa, Ceratitis catoirii, C. rosa e Ceroplastes
rubens, que além de apresentarem potencial quarentenario para importantes
frutiferas no pais também podem usar como refligio e causar impacto
ambiental em Psidium cattleyanum (araga), Myrtaceae, que ocorre
naturalmente em vegetagéo de restinga e floresta ombréfila densa e é muito
utilizada na recomposigcao de mata ciliar no Brasil.
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178 - RASTREABILIDADE FITOSSANITARIA DE PRAGAS EXOTICAS
POTENCIAIS NAS CULTURAS DE MELAO, MA(;A, UVA, CRAVO E
BONSAI (Traceability of potential exotic pests to melon, apple, grape,
carnation and bonsai)

Silva, S.F.", Gongalves, G.C.P.C.2, Santos, A.C.A.3, Cruz, K.R.R.3, Vilarinho,
K.R.%, Paula-Moraes, S.V.5, Oliveira, M. R.V.®

O agronegdcio mundial passa por inUmeros desafios relacionados a
competitividade no mercado internacional. Isto implica a necessidade de
adotar novas alternativas para que o pais possa competir com os demais,
tal como a rastreabilidade nas cadeias agroalimentares que possibilita ao
consumidor ter a seguranga de que o produto passou pelas etapas de
certificagdo, uma vez que todos os procedimentos fitossanitarios podem
ser acompanhados do campo até a sua comercializagao. A Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) desenvolve o Projeto em
Rede de Sanidade Vegetal que objetiva melhorar e aumentar a competitividade
dos produtos agricolas brasileiros e diminuir os riscos fitossanitarios da
introducao de pragas exoticas. Assim, informacgdes sobre insetos-praga que
atacam as culturas das frutiferas Cucumis melo, Malus pumila, Vitis vinifera
e plantas ornamentais Dianthus caryophyllus e espécies de bonsai
encontrados por meio de buscas bibliograficas nas bases de dados CAB
Abstract e FSTA, disponiveis no Portal periddicos CAPES e sites
especializados da Internet foram organizados em uma planilha contendo
taxonomia, distribuigdo geografica, plantas hospedeiras, vias de ingresso,
registros de interceptagdes no mundo e presenga ou auséncia no Brasil e
estao sendo disponibilizados num banco de dados. Constatou-se que estas
culturas podem ser hospedeiras de varias pragas, muitas delas
quarentenarias, que se introduzidas no pais podem causar sérios prejuizos
de expressao econdmica. Essas informacgdes serdo Uteis para assegurar
que a produgéo seja de qualidade, tanto para o padrao internacional quanto
para o mercado interno e auxiliar na implementagdo de sistemas de
rastreabilidade ou de certificagdo de produtos agricolas.
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179 - REA(;AO DE DIFERENTES CLONES DE BANANA NO
DESENVOLVIMENTO DE DUAS RACAS DE Meloidogyne incognita (The
reaction of different banana clones on the development of two
Meloidogyne incognitaraces)

Sousa, A.l.M.", Silva, E.G.2, Tenente, R.C.V.3, Fonséca Junior, M.B.*

Este experimento esta incluido em um projeto maior que estuda a
reacao de diferentes clones de bananeira a diversas espécies dos nematoides
das galhas, Meloidogyne. Este ensaio foi realizado na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia para determinar a reagao de 20 clones de
bananeira, as racas 1 e 4 de M. incognita, sob condicbes de casa de
vegetagdo. Os parametros avaliados foram: o indice de multiplicagao (IR); o
indice de inibigdo do nematoide (tipo de reagéo); peso da parte aérea e das
raizes e altura da parte aérea das plantas. Os resultados mostraram que o
valor mais alto no IR de M. incognita ragas 1 e 4 foi na variedade Tropical,
que foi o clone padrao para os calculos do indice de inibigdo do nematdide.
Afaixa do IR, nesta variedade foide 7,43 a 2,19 (raga 1) e 7,49 a 1,09 (raga
4). Os indices de reproducdo para os demais clones estudados,
respectivamente nas ragas 1 e 4, foram: 4,53 e 5,46 (Grande Naine); 6,58 e
5,3 (PA42-44); 3,8 e 6,43 (Thap Maeo); 4,25 e 7,3 (Prata Zulu) e somente
para araga 4, 6,34 (FHIA 2). Esses clones mostraram uma reagao do tipo
Baixa Resisténcia para ST 4231; ST4208; FHIA 18; Willians; Bucaneiro;
Maca; Prata Ana e Preciosa, para ambas as ragas. Somente para raga 4,
os clones PA 4219 e maca fora de Baixa Resisténcia. Prata Ana e Preciosa
mostram-se moderamente resistentes a raca 4. Os resultados mostraram
ainda que ha diferengas para o peso das raizes e na altura das plantas.
Entretanto, os resultados mostrados indicam possibilidade de encontrar
resisténcia entre os clones estudados de bananeira.
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180 - REVISAO BIBLIOGRAFICA PARA ATUALIZACAO DA BASE DE
DADOS “FUNGOS EM PLANTAS DO BRASIL” (Bibliographic revision
to bring up-to-date the database of plant fungi in Brazil”)

Simodes, L.G.",Guerra, V.C.A.2, Silva, V.A.M.3, Oliveira, A.S.4, Santos, M.
R.%, Melo, L.AM.P.6, Mendes, M.A.S.”

A reviséao bibliografica para atualizar a base de dados e compor a
segunda edigao do livro “Fungos em plantas no Brasil”, fez-se necessaria
devido as informacbes estarem desatualizadas em quatro e oito anos,
respectivamente. O levantamento bibliografico esta sendo feito em revistas
e sites (nacionais e internacionais) da area de Fitopatologia e armazenados
em bancos de dados. Estao sendo levantadas informagdes sobre: espécie
ou género do fungo, sua fase anamorfica/teleomorfica, sinonimias, planta
hospedeira (nome cientifico e comum), nome comum da doenga, sintomas,
forma de transmissao, distribuicdo geografica e referéncias bibliograficas;
sempre que disponiveis. Até o momento, foram levantados mais de 200
(duzentos) novos relatos de espécies de fungos/ hospedeiros ndo descritos
no banco de dados disponivel, ou no livro. Com a primeira publicagédo
impressa do livro “Fungos em plantas no Brasil” (Mendes et al., 1998), foi
possivel o conhecimento de 4.193 fungos em 188 familias e 2.506
hospedeiras. Essas informagdes sao importantes, pois retine todos os fungos
patogénicos ou ndo, associados as plantas ou parte delas, descritos no
Brasil. O acesso a esses dados tem facilitado o trabalho de profissionais de
ciéncias agrarias, florestal, bioldgicas, fitopatoldgicas e profissionais de areas
afins, relacionados a extensao e a pesquisa, principalmente nas atividades
de inspecéo, detecgéo, identificacdo e controle de doengas. O resultado
desta revisdo dara origem a segunda edigao do livro que devera ser no formato
Compact Disk (CD). O langamento esta previsto para janeiro de 2007 e
propde atualizar automaticamente o banco de dados disponivel para consulta

via internet, pelo site da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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181 - SISTEMA DE INFORMACOES PARA MANIPULACAO DOS DADOS
DAS REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS BRASILEIRAS, DA EMBRAPA/
CENARGEN COM A COOPERACAO DA UNIVERSIDADE CATOLICA DE
BRASILIA (Information system for database manipulation of Brazilian
bibliographical references, of Embrapa/Cenargen with the
cooperation of Catholic University of Brasilia)

Passos, A.P.", Rissoli, V.R.V.2, Tenente, R.C.V.2

As pesquisas envolvidas na area de agronegdcio contribuem para o
avanco da agricultura nacional, além de constituir item expressivo na
economia nacional. Para o sistema agroexportador brasileiro, os riscos de
transmissao de pragas, em areas com ocorréncia limitada ou em areas
livres, tornou-se um problema grave e necessita de muita ateng¢éo. Desta
forma, destaca-se a Nematologia, que compreende as pesquisas
relacionadas aos nematoides parasitas de plantas, que causam sérios
prejuizos a varias culturas. Este estudo é realizado em centros de pesquisa,
como o Laboratério de Nematologia da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, tendo grande importancia para o fortalecimento do sistema
sanitario e fitossanitario, visando a protecdo do setor agroexportador
brasileiro. Neste contexto, apds o levantamento bibliografico dos trabalhos
sobre nematdides do Brasil e 0 armazenamento dessas informagdes em
um gerenciador de arquivos, a Embrapa, em 2001, tornou-se parceira da
UCB e houve a transferéncia destes dados para o banco de dados coorporativo
da Embrapa. J4 em 2002, o levantamento da localizagdo geografica da
ocorréncia de nematoides no pais, foi transferido para o banco separadamente
e fornecendo o acesso via Internet de todos estes dados. Em 2006 esta
sendo entregue o Sistema de Informacgdes das Referéncias Bibliograficas
do Brasil (SIRBB), reformulado para a manipula¢do dos dados relacionados
as referéncias bibliograficas, ja com consulta via Internet. O sistema foi
desenvolvido em uma ferramenta de quarta geragao e fornece um ambiente
grafico intuitivo para o acesso facil de usuarios que ndo dominam a
informatica. Assim, por meio desta reformulagéo do sistema, sera possivel
um rapido processo de atualizagédo das referéncias bibliograficas relacionadas
aos anos de 2004 a 2006, proporcionando ainda uma ferramenta de pesquisa
mais agil, segura e atual, para todos os pesquisadores, professores e
interessados.
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182 - UMA NOVA FERRAMENTA PARA DAR SUPORTE A IDENTIFICACAO
DE NEMATOIDES DE EXPRESSAO ECONOMICA E QUARENTENARIA
PARA O BRASIL (A new tool to support the identification of nematodes
of economic and quarantine expression for Brazil)

Souza, A. P. D.B.", Passos, A. P2, Tenente, R. C. V.3, Rissoli, V. R. V.4,
Cares, J. E.5, Hiragi, G. 0.5

A agricultura desempenha um importante papel na economia brasileira,
safras maiores a colocaram como cargo chefe das exportagdes. O sistema
agroexportador brasileiro baseia-se na agricultura em grande escala, tornando-
se necessario o fortalecimento do sistema sanitario e fitossanitario, pois
qualquer desequilibrio causado pela introdu¢ao de uma praga pode causar
grande perda de divisas. Visando a protecao desta importante area geradora
de divisas nacional, vem sendo elaborada uma base de dados que armazena
e manipula imagens, fotos e diagramas de nematéides de expressao
econdmica e quarentenaria para o Brasil. Com a organizagao desta base de
dados almeja-se uma rapida e precisa identificagdo destas pragas. Esse
banco de imagens vem sendo estruturado usando material depositado nas
coleg¢des da Embrapa, além dos novos espécimes capturados no material
em transito ou de intercambio com pesquisadores de outros paises. As
imagens que compdem esta base estdo sendo conseguidas através de um
sistema composto por um microscépio de contraste de fase, conectado a
uma camera filmadora digital (OLY 200) que captura imagens e as envia ao
processamento num microcomputador Pentium I, com placa de captura de
imagem Playtv MPEG 2 modelo M 4900. As informag0es referentes a cada
imagem foram armazenadas em um banco de dados, tais como: o estagio
de desenvolvimento da praga, sexo, posi¢ao relativa do organismo na imagem,
estrutura de foco principal que esta sendo fotografada, magnitude do aumento
microscopico, formato do arquivo, nome do hospedeiro e a origem do material.
Em média foram feitas 12 capturas por espécie, procurando mostrar as
caracteristicas morfoldgicas que a caracteriza como: estilete, eséfago,
cauda, aparelho reprodutor, entre outras. Atualmente, este banco de imagens
possui cerca de 800 imagens de nematdéides, sendo trabalhadas mais de
40 espécies, principalmente dos géneros Aphelenchoides (11), Ditylenchus
(10), Meloidogyne (4) e Pratylenchus (4), devido a importancia desses
parasitas para o sistema de defesa fitossanitario e a caréncia de informacgdes
sobre as espécies que compdem estes géneros.
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183-USO DO MARCADOR SCAR PARA IDENTIFICACAO DE DIFERENTES
POPULACOES DE Meloidogyne arenaria (Use of scar marker to identify
Meloidogyne arenaria populations)

Santos, M.F.A.", Tigano, M.S.2, Carneiro, R.M.D.G.?

Os nematoides de galhas, género Meloidogyne, incluem-se entre as
principais pragas para as culturas agricolas no Brasil e no mundo.
Recentemente, marcador especifico do tipo SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region) foi desenvolvido para M. arenaria, uma das espécies mais
disseminadas em varios continentes. Esse marcador foi validado para poucas
populagdes dessa espécie. O objetivo do trabalho foi testar a especificidade
do marcador are-A12-F/R com diferentes populacbes de M. arenaria,
provenientes de diferentes continentes e apresentando diferentes perfis
enzimaticos (esterase e malato-desidrogenase) tipicos da espécie. Foram
utilizadas 20 populagdes: M. arenaria (15), M. morociensis (1), M. javanica
(1), M. incognita (1), M. mayaguensis (1) e M. hapla (1). Em condigéo de
reacao previamente descrita para o marcador SCAR, o par de primers are-
A12-F/R amplificou um fragmento de 420pb em 13 populagbes de M. arenaria
e uma de M. morociensis, e ndo apresentou amplificagdo para duas
populacdes de M. arenaria e para as demais espécies de Meloidogyne. Os
resultados mostraram uma alta especificidade dos primers are-A12-F/R,
para os diferentes perfis enzimaticos de M. arenaria (ATN1, A2N1, A2N3,
A3N1), embora duas populagdes dessa espécie ndo tenham sido identificadas
e M. morociencis, espécie morfologicamente muito proxima, tenha sido
amplificada por esse marcador.
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184 - VARIABILIDADE GENETICA DE POPULACOES DE Meloidogyne
arenaria ATRAVES DA ANALISE DE MARCADORES RAPD (Genetic
variability of Meloidogyne arenariathrough rapd analysis)

Santos, M.F.A.', Tigano, M.S.2, Aimeida, M.R.A.3, Randig, O.4, Carneiro,
R.M.D.G.2

Meloidogyne arenaria € uma espécie de nematdide de galhas que
apresenta alta variabilidade: caracteristicas morfolégicas, citogenéticas,
enzimaticas e moleculares. O objetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade
intraespecifica de 13 isolados de M. arenaria provenientes de diferentes
regides geograficas e com representantes dos quatro perfis isoenzimaticos
(esterase e malato-desidrogenase), descritos para a espécie (ATN1, A2N1,
A2N3, A3N1). Também foram incluidos no estudo, um isolado de M.
morocciencis e dois de Meloidogyne sp. com perfis enzimaticos semelhantes
aos encontrados em M. arenaria, assim como representantes das espécies
M. javanica, M. incognita e M. mayaguensis. O DNA gendmico foi purificado
para cada um dos 19 isolados, e utilizados na analise de RAPD. Quarenta
e sete primers randémicos de 10 pb foram avaliados, e 714 fragmentos
foram selecionados para a analise dos resultados. Os dados foram analisados
utilizando-se o programa NTSYS-pc v.2.0. A analise fenética dos dados
confirmou a alta variabilidade entre os isolados de M. arenaria. Observou-se
para os isolados dessa espécie dois grupos com similaridade superior a
50%, exceto o isolado, que representa a Unica populagéo da raga 1, que
parasita 0o amendoim. Este isolado se apresentou separadamente com baixa
similaridade (<46%) com os isolados de M. arenaria, assim como com os
isolados das espécies M. incognita (<30%) e M. mayaguensis (<25%). O
grupo | de M. arenaria inclui os isolados com os perfis enzimaticos A3N1,
A2N1 e A1NI, e M. morocciensis, que se agrupou com os isolados de fenétipo
A3N1, com alta similaridade (>70%). No grupo Il, observou-se o agrupamento
dos isolados do fenétipo A2N3 de M. arenaria. Estudos morfologicos mais
detalhados estdo em andamento para esclarecer as relagbes detectadas
entre os isolados de M. arenaria através de marcadores moleculares.
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185- O ESTAGIARIOEA IMPLANTA(;AO DO SISTEMA DE QUALIDADE
NA EMBRAPA RECURSOS GENETICOS E BIOTECNOLOGIA (Thetrainee
and the implementation of a quality system in the Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia)

Galiza, V.S., Castro, C.S.P.2, Coutinho, M.V.3, Frazdo, H.S.*, Marques,
A.S.A5, Santana, E.F.6, Amaral, Z.P.S.7

A implantagcédo de um Sistema da Qualidade (SQ) é uma decisao
estratégica da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, que busca
por meio da permanente evolugédo do seu corpo técnico e gerencial e da
adequacao aos requisitos das normas NBR ISO/IEC 17025 e Boas Praticas
de Laboratério, garantir a exceléncia dos resultados técnicos e manter-se
competitiva na geragéo de tecnologias e na prestagéo de servigos. O Plano
de Agado da implantagdo do SQ é composto por doze metas, que
compreendem atividades de treinamento e sensibilizagédo; diagnéstico;
organizagao do SQ; elaboragédo dos documentos do SQ; mapeamento de
processos; manutengao e calibracdo de equipamentos e instrumentos;
controles de qualidade interno e externo dos resultados; adequagéo das
instalagoes fisicas dos laboratérios; implantagao dos programas de gestéao
ambiental, 5S e auditoria interna; acreditagdo; ampliagdo do escopo do SQ.
Diante de tantas atividades, qual a metodologia adotada para cumprir as
metas e obter acreditacdo? A criagao do Nucleo de Gestao da Qualidade
(NGQ) e Comité da Qualidade (CQ), unidades responsaveis pelo processo
de implantagdo, acompanhamento, avaliagdo e melhoria continua do SQ.
Quem atua como apoio nas atividades executadas pelo NGQ e CQ? O
estagiario de graduacao, que se dedica 40 horas semanais, na organizagao
de seminarios, worshops, cursos e reunides do NGQ; organizagéo e
manutengao do arquivo fisico e eletrénico de documentos do SQ; divulgagao
da evolugéo da implantagcédo do SQ por meio da atualizagdo dos 13 murais
da qualidade; elaboragdo e manutengédo dos formularios da qualidade;
formatagao dos procedimentos operacionais padrées (POP); organizagao
das logisticas de viagem dos membros do NGQ; solicitagdo de materiais de
escritorio; distribuicdo e recolhimento de documentos; organizagéo e
direcionamento das demandas da qualidade. E quais sao os resultados de
todo esse trabalho? realizagao de 2 seminarios, 3 wokshops, 10 cursos e
42 reunides do NGQ; elaboracao de 5 documentos base do SQ e 226 POP;
realizacdo de diagnoésticos; calibragdo de equipamentos; implantagao dos
programas de gestdo ambiental, 5 S e auditoria interna. A soma de todos
resultados positivos representa o cumprimento de nove das doze metas que
compdem o Plano de Agéo de implantagéo do SQ.
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