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Apresentacao

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia realizou nos dias 06 e 07 de dezembro de
2017 o XXIl Encontro do Talento Estudantil, como parte das comemoracdes de aniversario da
Unidade. Este evento, apoiado novamente em 2017 pela FAP-DF, intensifica a interagdo en-
tre pesquisadores, professores e estudantes das instituicbes de pesquisa e ensino no Distrito
Federal.

O Encontro busca incentivar, aprimorar e valorizar a produgdo cientifica dos estudantes de
graduacao e de pos-graduacgdo, que atuam na pesquisa de caracterizagdo, conservagéo e
biotecnologia de recursos genéticos animais, microbianos e vegetais. Também viabiliza a di-
vulgacgéo dos resultados de pesquisa por eles desenvolvidos sob a orientagéo das equipes das
quais eles participam. Assim, a Embrapa tem contribuido com a formagédo académica e cienti-
fica brasileira, oferecendo aos estudantes chance de aprender e praticar o método cientifico e
outros conhecimentos complementares, bem como de interagdo com pesquisadores com vasta
experiéncia.

Neste XXII Encontro, foram inscritos 95 trabalhos, divididos nos trés temas de pesquisa:
Animal, Microrganismos e Vegetal, que foram expostos sob a forma de pdsteres. Cada poster
foi apresentado oralmente e avaliado por Comiss&o Julgadora, constituida por pesquisadores
de unidades da Embrapa e por professores da Universidade de Brasilia, UniCEUB, UPIS, IFB.
Os resumos dos trabalhos apresentados sédo publicados em anais do evento e disponibilizados
no site da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Os melhores trabalhos, selecionados
como destaques pela comissao julgadora foram homenageados, com uma premiagao simbo-
lica a titulo de reconhecimento e incentivo aos estudantes. Os trabalhos classificados em pri-
meiro lugar de cada categoria - graduacéo e pds-graduacéo em cada area de pesquisa foram
também apresentados oralmente, no encerramento do Encontro.

Parabenizamos os participantes e agradecemos aos que contribuiram para a realizagéo do XXI|
Encontro do Talento Estudantil - empregados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
pela orientagdo, apoio e incentivo aos estudantes, a Comissdo Julgadora, a Embrapa Sede e
Unidades. Agradecemos também a FAP-DF pelo patrocinio, ao UniCEUB e a UPIS pelo apoio
financeiro e as demais Universidades, faculdades e as instituicdes governamentais e de pes-
quisa, pela valiosa colaboragao.

José Manuel Cabral de Sousa Dias
Chefe-geral
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01 - ABUNDANCIA DE JOANINHAS PREDADORAS
EM PROPRIEDADES DE PRODUGCAO
ORGANICA NO DISTRITO FEDERAL

Lima, D. D.'; Sousa, A. A. T. C.2; Souza, L. M.%; Fontes, E. G.*; Andow, D. A.5;
Paula, D. P.5; Sujii, E. R.7; Pires, C. S. S.7

Coledpteros da familia Coccinellidae sdo besouros predadores, popularmente conhecidos
como joaninhas e que possuem um papel importante como inimigos naturais de pragas agrico-
las como pulgdes, cochonilhas e outros insetos. A espécie Harmonia axyridis foi introduzida em
diversos paises como agente de controle bioldgico, mas estudos mostram que a presenca des-
sa espécie impactou negativamente as populagdes locais de algumas joaninhas nativas. O ob-
jetivo desse estudo foi fazer uma analise preliminar da abundancia de quatro espécies de coc-
cinelideos (uma espécie exdtica: H. axyridis e trés nativas: Cycloneda sanguinea, Hippodamia
convergens e Eriopis conexa) em quatro propriedades organicas produtoras de hortalicas com
diferentes niveis de diversificagdo vegetal no DF. Os dados foram coletados quinzenalmente
em areas de brassicas (couve, brdcolis e/ou couve-flor) e de pousio com plantas espontaneas,
no periodo de maio/2017 a agosto/2017. Em cada amostragem, 30 plantas foram vistoriadas
em uma area delimitada de 400 m?e o nimero de ovos, larvas, pupas e adultos de joaninhas
de cada espécie foi registrado. Nas plantas espontaneas, a amostragem foi realizada durante
20 minutos segundo os mesmos registros e identificando a planta hospedeira. Os dados de
abundancia de cada espécie de joaninha encontrada em cada propriedade foram analisados
com ferramentas de estatistica descritiva. O total de joaninhas encontradas em brassicas foi
de 732 e em plantas espontaneas 387. Nas quatro propriedades estudadas, a espécie mais
abundante foi H. convergens, tanto em brassicas, 490, quanto nas plantas espontaneas, 252.
O pico populacional dessa espécie foi em agosto, 270 individuos em brassicas e 134 em plan-
tas espontaneas. Houve uma maior abundancia das espécies C. sanguinea e H. axyridis em
plantas espontaneas, 42 e 80, em relagéo as brassicas, 4 e 37. Quanto a E. conexa, essa es-
pécie foi mais abundante nas brassicas, 201 individuos, quando comparado as espontaneas,
13 individuos. Aparentemente, a presenca da joaninha exética ndo causou o deslocamento das
espécies nativas, porém, os resultados obtidos s&o preliminares e sera realizado mais um ciclo
de coleta.

Apoio: Embrapa.
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02 - ADAPTAGAO DA ABELHA Scaptotrigona postica PARA A
POLINIZACAO DO TOMATEIRO EM CASA DE VEGETACAO

Borges, G. V.'; Assungdo, R. M."; Souza, L. M.2; Sousa, A. A. T. C.3; Sujii, E. R.4;
Fontes, E. M. G.5; Pires, C. S. S.*

Muitos agricultores tém passado a cultivar o tomateiro em casa de vegetagéo (CV) para a me-
Ihoria na produtividade e facilidade de manejo. Dentre as praticas utilizadas no cultivo de toma-
te em estufa, a polinizagdo é uma das mais importantes, e, na maioria das vezes é feita através
de sopradores. Essa pratica ndo é tdo eficiente e onera a produgao. A polinizagao realizada por
abelhas melhora a qualidade e pode aumentar a produtividade do tomateiro, porém, as abelhas
nao vém sendo utilizadas em CV por causa da pouca adaptagéo destas as condigbes climaticas
nesse ambiente. O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento de forrageamento da
abelha Scaptotrigona postica em tomateiro em casa de vegetacao. O estudo foi feito no més de
junho de 2016 na Fazenda Malunga, DF. Foram colocadas quatro colmeias de Scaptotrigona
postica em uma casa de vegetacdo contendo tomateiros floridos. Duas colmeias foram insta-
ladas dentro da CV e outras duas do lado de fora com um tubo ligando a colmeia ao interior.
Duas colmeias foram instaladas do lado da casa onde incidia o sol da manha e duas, do lado
do sol da tarde. Os dados foram coletados entre 08:30 e 15:30 horas por 9 dias. Em cada ninho,
a cada intervalo de 30 minutos, durante 10 minutos, contabilizavam-se quantas abelhas saiam
e quantas retornavam para os ninhos. Nos 10 minutos seguintes, contabilizavam-se quantas
abelhas estavam forrageando nas flores do tomateiro e/ou coletando solugéo de mel e agua
fornecida como complemento alimentar. Por fim, nos 10 finais, verificou-se se tinha abelhas
voando nas paredes da CV. Observou-se que o pico de atividade das abelhas se dava entre 13
e 14 horas. Além disso, observou-se atividade, com média diaria de 127,28 e 236,25 abelhas
saindo das colmeias colocadas dentro da CV em comparacdo com 242,14 e 254,85 saindo
daquelas instaladas no lado de fora. Uma das colmeias instaladas dentro da CV do lado do sol
da tarde nao resistiu as altas temperaturas internas da CV e morreu. Foi possivel perceber uma
média diaria de 33 abelhas voando e batendo no plastico da CV e 18 abelhas na solugédo de
mel. Nenhuma abelha foi observada forrageando nas flores do tomateiro. Como as condi¢des
de temperatura (Média diaria maxima de 29,78°C * 2,34 e minima de 9,89°C * 2,69) e umidade
relativa (Média diaria maxima de 92,87% + 0,94 e minima de 49,06% % 7,51) na CV estavam
boas para as abelhas, elas provavelmente estavam desorientadas devido a falta de raios UV,
ja que o plastico da CV filtrava mais de 70% destes raios, que as abelhas necessitam para se
orientar. Os dados séo preliminares, sendo necessario testar novos plasticos que filtram menos
raios UV e estudar outras espécies de abelhas que possam ser introduzidas dentro de casas
de vegetacgéo.

Apoio: Embrapa, Universidade Catdlica de Brasilia, FAP-DF.
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03 - ADENSIDADE DA PRESA E A CO-EXISTENCIA
DE PREDADORES GENERALISTAS - EFEITO
SOBRE O CONTROLE BIOLOGICO

Silva, A. C.'; Lustosa, V. M. A.'; Cogitskei, M. M.'; Aguiar, G. C.'; Souza, L. M.
Fontes, E. M. G.3; Sujii, E. R.4; Togni, P. H. B.5; Pires, C. S. S.4

O consorcio de culturas pode ser favoravel ao controle biolégico, pois a diversidade de habi-
tats pode possibilitar a coexisténcia de predadores generalistas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar como o aumento da diversidade vegetal pode favorecer a coexisténcia de predadores
generalistas e o controle bioldgico, a partir da reducao das interagbes negativas entre eles. Foi
realizado um experimento em laboratério, onde larvas dos predadores Cycloneda sanguinea e
Chrysoperla externa foram liberadas juntas ou individualmente em plantas de couve infestadas
com pulgdes Myzus persicae. As plantas de couve foram mantidas em monocultura ou consor-
ciadas com coentro. Avaliou-se a taxa de consumo e crescimento populacional dos pulgdes, o
local de forrageamento das larvas, a ocorréncia de predacgéo intraguilda e se esta depende da
densidade de pulgbes. Os predadores nos dois sistemas de plantio reduziram o crescimento
populacional de pulgdes, especialmente no consoércio. Porém, os predadores interferiram na
taxa de predagdo um do outro, principalmente na monocultura, pois ainda houve um cresci-
mento populacional da presa, diferente do observado no sistema consorciado. Mesmo as duas
espécies tendo uma alta capacidade predatdria, as larvas de C. externa foram os predadores
intraguilda com mais de 95% de ataques bem sucedidos em relacdo a C. sanguinea, indepen-
dente da densidade inicial de presas. Sendo que, a presenga do coentro reduziu a frequéncia
dessas interagdes negativas. Isso ocorreu porque quando o coentro foi adicionado ao siste-
ma, os predadores mudaram os padrdes de forrageamento, reduzindo o encontro entre eles.
Contudo, esse fenédmeno depende da densidade do recurso. Nos tratamentos com baixas den-
sidades (20 e 40 pulgdes) a predacgéo intraguilda ocorreu mais frequentemente nos primeiros
dias de avaliagdo enquanto que em densidades mais elevadas (140 e 200 pulgdes), foi mais
frequente entre o 2° e 3° dia de observagdo. O aumento da diversidade vegetal possibilitou a
coexisténcia desses predadores generalistas, ao reduzir as interagdes negativas entre eles,
favorecendo o controle biolégico ao longo do tempo.

Apoio: Embrapa, UNIP.

1 Biologia, graduagao, Universidade Paulista-UNIP

2 Entomologia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Entomologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
4 Ecologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

5 Entomologia, Ph.D., Universidade Paulista-UNIP
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04 - ANALISE DAS CONDIGOES TERMICAS DOS NINHOS DE
ABELHAS SEM FERRAO: Scaptotrigona postica, Nannotrigona
testaceicornis, Frieseomelitta varia E Melipona quadrifasciata

Assuncao, R. M.'; Borges, G. V."; Souza, L. M.2; Sousa, A. A. T. C.3; Sujii, E. R.4;
Pires, C. S. S.*

As abelhas indigenas sem ferrao (Apidae, Meliponini) s&o eficientes polinizadores, com grande
capacidade de forrageamento e alto grau de constancia floral. Caracterizam-se por serem pou-
co agressivas aos humanos e de facil domesticagao. Por isso, os meliponineos vém despertan-
do interesse agricola por seu potencial na utilizagdo em cultivos protegidos, visando o aumento
e qualidade da produgéo. Contudo, a introdugéo dessas abelhas em casas de vegetagéo (CV)
pode ter dificuldades no manejo, como na temperatura. O objetivo do trabalho foi avaliar a
regulagao térmica dos ninhos de quatro espécies de abelhas sem ferrdao em ambiente natural,
a fim de observar o estresse térmico maximo para as col6nias e sugerir qual espécie poderia
se adaptar melhor as condigbes de uma casa de vegetacdo. O estudo foi entre fevereiro de
2016 e julho de 2017 em propriedade do Nucleo Rural 26 de Setembro, em Brasilia-DF. Foram
utilizados dois ninhos para cada espécie estudada: Scaptotrigona postica, Nannotrigona tes-
taceicornis, Frieseomelitta varia e Melipona quadrifasciata. Um termémetro (Hobo® Pro v2) foi
instalado dentro de cada ninho, e um outro foi instalado para registrar a temperatura e umidade
relativa (UR) do ambiente do meliponario. Os ninhos foram trocados de posi¢do com frequén-
cia para que todos fossem expostos as mesmas condi¢des locais. Dados de temperatura em
grau Celsius (°C) e de UR (%) foram registrados a cada 30 minutos. A temperatura dos ninhos
esta associada a temperatura externa (r>0,5; p<0,05). A temperatura das coldnias foi em média
1,65°C maior em relagao as temperaturas ambientais diarias mais elevadas (acima de 30°C).
Apesar dessa variagéo, as coldnias ndo foram afetadas em seu comportamento, mostrando
que as espécies reagiram bem entre 30°C e 34°C. Os ninhos de M. quadrifasciata apresenta-
ram a temperatura média mais alta (26,9 + 3,0°C) durante os dias mais quentes, seguido por
S. postica (26,1 = 3,4°C), N. testaceicornis (25,5 + 3,9°C) e F. varia (23,6 + 4,2°C). A UR dos
ninhos geralmente apresentou baixa correlagdo com a UR do ambiente (r<0,4; p<0,05) durante
os dias com temperatura acima de 30°C, com exceg¢ao de um dos ninhos de N. festaceicornis
(r>0,6; p<0,05). Nota-se que as abelhas avaliadas conseguem manter a UR do ninho em niveis
adequados, mesmo quando a UR do ambiente externo for mais baixa. A maior temperatura am-
biente registrada, 33,7°C, esteve dentro da faixa de regulacéo de todas as espécies testadas e
nao causou um choque térmico que exigisse a termorregulagéo ativa das espécies de abelhas
como é esperado nas CVs, no Distrito Federal (>40°C). Além disso, as temperaturas médias
das espécies estudadas nao divergiram, ndo possibilitando apontar qual reagiria melhor as
variagdes de temperatura do ambiente. E importante continuar os estudos, para caracterizar ou
estabelecer uma faixa de limites térmicos dessas abelhas.

Apoio: Embrapa e UCB.

1 Ciéncias Bioldgicas, graduacgao, Universidade Catolica de Brasilia-UCB
2 Entomologia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Agronomia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Ecologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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05 - APLICACAO DE NANOMATERIAIS PARA REVELAGAO E
ANALISE QUIMICA DE IMPRESSOES DIGITAIS LATENTES

Barros, R. M."; Martins, G. A. V.2; Bonatto, C. C.3; Silva, L. P.*

Com mais de um século de existéncia, o estudo das impressoes digitais latentes (IDLs) consiste
em uma das areas da ciéncia forense com um vasto campo de aplicacdo para a nanotecnolo-
gia. Os beneficios incluem: aumento da resolugéo e exploragédo da fluorescéncia na revelagcao
das IDLs; funcionalizagdo dos nanomateriais visando interagdes especificas com componentes
das impressoes; e aperfeicoamento de técnicas analiticas para a avaliagdo da composigao
quimica das IDLs. O presente estudo teve por objetivo investigar a aplicagao de nanomateriais
de silica (MCF) e prata (AgNPs) para a revelagao e avaliagdo quimica de IDLs por diferentes
métodos analiticos. A sintese de MCF utilizou o copolimero tribloco (P1.3), acido cloridrico (HCI),
tetraetil ortosilicato (TEOS) e heptano com posterior calcinagdo. As AgNPs foram sintetizadas
a partir de extrato das folhas de uma planta nativa do Cerrado em solugdées de 1 mM e 5 mM
equivalente em nitrato de prata. Foi realizada avaliagdo topografica e estrutural em alta resolu-
¢ao do MCF por microscopia de forga atbmica (MFA) e de diametro hidrodinadmico por espelha-
mento de luz dindmico (DLS) e potencial Zeta das AgNPs. IDLs de diferentes doadores foram
depositadas sobre uma placa de MALDI ou papel aluminio (conforme a técnica de andlise) e
tratadas com os nanomateriais. As analises quimicas foram realizadas por espectrometria de
massa MALDI-TOF, em equipamento modelo AutoFlex Speed (Bruker Daltonics, Alemanha),
na faixa de m/z de 100 a 1000; e por espectroscopia Raman, em equipamento modelo Alpha
300 RA (WITec, Alemanha) com laser em um comprimento de onda de 785 nm. Os métodos de
caracterizagdo demonstraram que o MCF apresenta poros com 10 a 20 nm de didametro e as
AgNPs um didmetro hidrodindmico médio de 34-94 nm e potencial Zeta de -33 mV. Arevelacéo
das IDLs foi alcangada por ambos os materiais, com melhores resultados para tratamentos com
o MCF associado ao p6 magnético convencional ou com a solu¢do de 1 mM de AgNPs por 24
h. A analise por espectrometria de massa demonstrou que o MCF pode ser uma alternativa van-
tajosa para a analise quimica de IDLs na faixa de massa molecular baixa, sobretudo por evitar
os ions intensos detectados nas matrizes convencionais. A amplificagédo do sinal de Raman
relatada na literatura foi investigada nas IDLs reveladas com a solu¢do de AgNPs e os achados
sugerem uma acentuacao de sinal, além de deteccéo de alguns picos e bandas previamente
néo observados nas IDLs sem tratamento com AgNPs. As abordagens propostas favoreceram
a detecgdo de componentes quimicos presentes nas IDLs pelas técnicas analiticas emprega-
das, abrindo novas possibilidades incluindo a detec¢ao de agrotoxicos.

Apoio: Embrapa, CNPq, UnB e II/PCDF.

1 Nanociéncia e Nanobiotecnologia, doutorando, Universidade de Brasilia-UnB
2 Quimica Tecnologica, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB

3 Biologia Animal, Ph.D., TecSinapse

4 Bionanotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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06 - AVALIAGAO DO FEROMONIO SEXUAL DO PERCEVEJO
MARROM (Euschistus heros) NA ATRAGAO DO PERCEVEJO
BARRIGA-VERDE (Dichelops melacanthus)

Maito, G. P.'; Blassioli-Moraes, M. C.2.; Laumann, R. A.3; Borges, M.*; Borges, R.®

A produgéo e crescimento econémico do Brasil devem-se principalmente a constante expansao
do agronegdcio, principalmente da producao de grédos. Em 2017, a soja teve um aumento de
15,4% e o milho de 37,5%. No entanto, ainda ocorrem perdas significativas na produgado com
o ataque de pragas como dos percevejos barriga-verde (Dichelops melacanthus) e o marrom
(Euschistus heros). Visando o desenvolvimento de um método de monitoramento destas pragas
foram realizados testes em campo de soja na cidade de Fraiburgo - SC, usando 5 armadilhas
com o feromonio sexual do percevejo E. heros (1 mg de 2,6,10 trimetiltridecanoato de metila) e
5 armadilhas controle (sem feromdnio), que foram distribuidas a cada 100 metros. A amostra-
gem na area foi realizada através do pano de batida. No entanto, somente o percevejo barriga
verde foi capturado tanto nas armadilhas feromonais como no pano de batida. A partir desses
resultados foram planejados estudos para avaliar quais fatores poderiam ter influenciado a
atratividade do barriga verde para as armadilhas com o feromdnio do E. heros. Para isso foram
conduzidos bioensaios em olfatometria em Y com fémeas de barriga verde virgens usando so-
lugdes sintética do composto 2,6,10 trimetiltridecanoato de metila nas concentracdes 0,1 e 0,01
mg/mL. Os bioensaios foram realizados em sala com iluminacdo e temperatura controladas.
Uma aliquota de 10 uL da solugédo sintética do feroménio e do solvente hexano foram usados
como odor em cada brago do olfatdmetro. Foram observados a primeira escolha e o tempo de
residéncia e foram realizadas 40 replicatas para cada tratamento. Fémeas de barriga-verde nao
responderam para o feroménio quando avaliado na dosagem de 0,1 ug ([0°=0,023, p=0,878)
ou 0.01ug ([0?=0,609, p=0,435). Nao se observou diferenga no tempo de residéncia quando foi
testada a dosagem 0,1 ug (=0,216, df=33, p=0,830), mas houve uma diferenga marginal no
tempo que as fémeas passaram no brago com feromonio, quando se usou a dosagem 0,01 ug
(t=1,913, df=34, p=0,064). Estudos estédo sendo conduzidos para avaliar outras concentragoes,
uma vez que no campo o feromonio é liberado em nanogramas pelos insetos.

Apoio: Embrapa e CNPq.

1 Agronomia, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB

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

3 Ciéncias Bioldgicas, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
4 Ecologia Quimica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

5 Agronomia, Ph.D., ISCA Tecnologias
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07 - CARACTERIZAGAO GENETICA DO BANCO
BRASILEIRO DE GERMOPLASMA DE OVINOS

Silva, N. M. L."; Albuquerque, M. S. A.2; Caetano, A. R.2; Biazio, G. R.?; Paiva, S.
R.%2; McManus, C. M.3; lanella, P.2

Crioula Lanada e Santa Inés sao ragas de ovinos brasileiros amplamente distribuidas e economi-
camente importantes no Brasil, e que sdo conservadas pelo Banco Brasileiro de Germoplasma
Animal (BBGA). O objetivo do presente estudo foi investigar se o germoplasma de Crioula
Lanada e Santa Inés preservadas no BBGA sédo representativos da variabilidade observada
nestas ragas. Para tanto, trinta e cinco amostras de ovinos das ragas Crioula Lanada (n = 22) e
Santa Inés (n = 19) conservadas no BBGA foram genotipadas com o chip OvineSNP50 lllumina.
Para comparagédo, foram utilizadas 181 amostras do banco de DNA da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologias e de animais dos Nucleos de Conservagéo ou rebanhos associa-
dos, previamente genotipadas, totalizando 216 amostras das duas ragas. Os dados foram ana-
lisados com SVS Golden Helix, Arlequin v3.5.2.2, Admixture 1.2 e Clumpak. As analises dos da-
dos referentes somente a raga Crioula Lanada (n = 41) indicaram que néo houve diferenciagao
entre as amostras de Crioula Lanada do banco de germoplasma e dos nucleos de conservagao.
No entanto, o resultado foi, possivelmente, influenciado pelo reduzido numero amostral do gru-
po de comparacéo (n = 19). Com relagéo a raga Santa Inés (n = 175), a estimativa do Fsr (0,034
/ valor de P < 0,001) obtido indicou que as amostras conservadas no BBGA sé&o representativas
da variabilidade genética geral encontrada na raga Santa Inés. No entanto, as analises de es-
trutura de populagao revelaram uma sutil subestruturagédo entre as amostras de Santa Inés do
banco genético e de rebanhos associados provavelmente, resultante da localidade geografica
da coleta de germoplasma. Tal resultado indica que existe variabilidade ainda ndo representada
no banco para esta raga, e que futuras agdes de enriquecimento do banco de germoplasma
para a raga Santa Inés devem ser realizadas em rebanhos de localidades diferente daquelas ja
existentes no banco. No que se refere a raga Crioula Lanada, observa-se a necessidade de se
realizar estudos complementares que incluam nas analises mais individuos de rebanhos in situ
desta raga. Anadlises de estrutura de populagao utilizando dados de painéis de SNPs de média
densidade mostraram-se eficientes para detectar reduzida diferenciacdo entre os grupos de
forma a orientar o enriquecimento do banco de germoplasma.

Apoio: Embrapa e CNPq.

1 Ciéncias Bioldgicas, graduagao, Universidade Catolica de Brasilia-UCB, bolsista CNPq
2 Genética, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Genética e Melhoramento Animal, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB
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08 - COLONIZAGAO E DANOS CAUSADOS POR
Duplachionaspis sp. (I:IEMIPTERA: DIASPIDIDAE)
EM PLANTAS DA FAMILIA POACEAE)

Peluso, L. J."; Silva, L. E. S.%; Silva, D. B.%; Benito, N. P.*

As cochonilhas do género Duplachionaspis (Hemiptera: Diaspididae) sao potenciais pragas
para plantas da familia Poaceae e possuem espécies que apresentam importancia quarentena-
ria em outros paises. Recentemente, foi encontrada uma espécie deste género desenvolvendo-
-se em Cymbopogon citratus, conhecida popularmente como Capim-cidreira ou Capim-santo,
cujas folhas sao utilizadas no preparo de infusdes. Em casa de vegetagéo esta cochonilha
forma grandes colbnias que cobrem completamente as folhas, inviabilizando seu uso para
quaisquer fins e prejudicando o desenvolvimento da planta. Como o género Duplachionaspis é
citado atacando diferentes espécies da familia Poaceae este trabalho visou verificar o desen-
volvimento dela em cinco espécies desta familia: Cymbopogon citratus, Cymbopogon flexuo-
sus, Cymbopogon nardus, Saccharum officinarum e Brachiaria sp. Para isto, foram plantadas
cinco mudas de cada espécie em dezembro de 2016, mantidas em casa de vegetacéo. Apds
trés meses do plantio, realizou-se o processo de inoculagdo da praga. Para a contaminagao
das plantas do experimento utilizou-se plantas de C. citratus com colbnias estabelecidas e a
presenca de fémeas com ovos. A contagem dos individuos foi feita em intervalos de uma sema-
na, totalizando sete semanas, nos meses de maio e junho de 2017. A contagem foi realizada
em quatro folhas, marcadas, de cada planta hospedeira. Inicialmente as plantas atacadas pela
cochonilha apresentavam manchas nas folhas, devido a sucgdo da seiva, demorando cerca
de 10 dias para a folha necrosar, com secagem rapida das folhas intensamente atacadas. Em
casa de vegetagao, a cochonilha Duplachionaspis sp. desenvolveu-se melhor em Saccharum
officinarum, apresentando crescimento populacional em 55% das folhas analisadas, enquanto
que para as outras espécies a cochonilha apresentou queda de até 100% em sua populagéo.

Apoio: Embrapa e CNPq.

1 Ciéncias Bioldgicas, graduagdo, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
2 Ciéncias Bioldgicas, graduagao, Universidade Paulista-UNIP

3 Agronomia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Agronomia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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09 - CONSTRUGAO DE MODELOS 3D DE SISTEMAS BIOLOGICOS
BASEADOS EM DESENHO ASSISTIDO POR COMPUTADOR (CAD)

Pova, A. C. M."; Silva, L. P.2

O plano de trabalho intitulado “Construcdo de modelos 3D de sistemas bioldgicos baseados em
desenho assistido por computador (CAD)” encontra-se inserido dentro do projeto “Prototipagem
e fabricagao rapida de miméticos de biofilmes, tecidos e 6rgaos, utilizando bioimpressoras 3D
para testes de atividade bioldgica in vitro de compostos bioativos e nanossistemas obtidos
utilizando plantas do Cerrado” e esta sendo desenvolvido como parte de um estagio curricular
obrigatério desde agosto de 2017 no Laboratério de Nanobiotecnologia (LNANO) da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. A fim de construir médulos geométricos de estruturas
bioldgicas semelhantes a pecas de LEGO em softwares CAD como uma etapa para aplica-
¢ao futura em processos de biofabricagdo, uma avaliagdo dos programas CAD disponiveis
gratuitamente foi realizada e modelos piloto de estruturas 3D foram manipulados a partir de
imagens tridimensionais obtidas por técnicas de imageamento. Foram idealizadas inicialmente
3 estruturas bioldgicas: rim, figado e biofilme microbiano. A disponibilidade de tempo e o grau
de complexidade das estruturas (principalmente dos lébulos hepaticos) foram os aspectos de-
terminantes para a escolha do figado como modelo biolégico para investigagao. Buscou-se,
com a escolha do figado, elaborar um protétipo no qual poderiam ser incorporados hepatécitos
e outros tipos celulares de diferentes mamiferos (bovinos, suinos, cées, ratos, humanos e etc)
a fim de possibilitar futuramente a produgao de miméticos para virtualmente qualquer espécie
com células disponiveis. Apos escolher o figado, realizou-se um estudo da morfologia anat6-
mica e histolégica desse 6rgao por meio de pesquisa bibliografica a fim de verificar a possivel
geometria de um modulo fundamental basico a ser construido (I6bulo hepatico hexagonal) e
também como as células e vasos sanguineos estavam distribuidos no 6rgéo visando as futuras
reconstrucdes. Posteriormente, iniciou-se uma modelagem ab initio do protétipo tendo como
referéncia uma imagem ilustrativa tridimensional de I6bulo hepatico humano. Para elaborar o
modelo CAD adequado a finalidade de bioimpressédo utilizou-se o programa Blender em sua
versao 2.79. Dentre os procedimentos realizados no software destacam-se a extrusao de faces,
duplicacéo de objetos, importagédo de objetos 3D de bancos de dados publicos, renderizagéo e
jungdes. Atualmente, o processo de refinamento estrutural, no qual serdo ajustadas as dimen-
sbes e corrigidos os erros de modelagem da estrutura modular 3D do figado esta em estégio
final de execucao. A finalizagdo do plano de trabalho foi prevista para novembro de 2017 com
a confecgdo de um médulo CAD com caracteristicas adequadas ao processo de bioimpressao
3D.

Apoio: Embrapa, FAP-DF e CNPq.

' Biotecnologia, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB
2 Nanobiotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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10 - DESENVOLVIMENTO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS
DE QUITOSANA COM OU SEM REVESTIMENTO COM
POLIETILENOGLICOL PARA VEICULAGAO GONADOTROFINAS

Melo, F. B. O.%; Silveira, A. P.2; Silva, L. P.2

O desenvolvimento de sistemas nanoestruturados para liberagéo sustentada de farmacos tem
o intuito de otimizar e controlar a administracdo, absorcéo e a seletividade para inumeros prin-
cipios ativos. Em muitos casos, os sistemas de liberagao sustentada sao constituidos por nano-
particulas formadas pela utilizagdo de polimeros biodegradaveis e biocompativeis como a qui-
tosana, proveniente da desacetilagéo da quitina da carapaca de crustaceos, e o polietilenoglicol
(PEG). Neste estudo, objetivou-se ao desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas (NPs) de
quitosana na presenga ou auséncia de PEG para a veiculagdo do horménio luteinizante (LH).
As NPs foram produzidas por meio do método de geleificagdo iénica de 4 maneiras distintas:
NPs sem revestimento de PEG contendo LH; NPs sem revestimento de PEG vazias; NPs com
revestimento de PEG contendo LH; e NPs com revestimento de PEG vazias. Para as analises
das NPs produzidas, foram determinados o didmetro hidrodinamico por espalhamento de luz
dinamico e avaliagédo do potencial Zeta de superficie imediatamente apos a produgédo das NPs
e apos 15 dias (para verificagdo da estabilidade), sendo realizado um total de 3 analises para
cada tipo de NPs. Dos resultados obtidos foi possivel observar diversas alteragbes nas carac-
teristicas das NPs ao longo do periodo em analise, sendo que nas NPs sem revestimento foi
observado um maior didmetro hidrodinamico (Z-ave) da NP vazia, porém com Pdl menor no
momento da sintese; enquanto nas da NP com LH houve um aumento do Z-ave e diminui¢do
do Pdl apos 15 dias. Os valores de potencial Zeta se mantiveram com boa estabilidade varian-
do de +48 a +52 mV para as NPs com LH nos dias 0 e 15, respectivamente; e em +55 mV para
as NPs vazias. Ja as NPs com revestimento de PEG comparadas com as sem revestimento,
apresentaram o Z-ave e o Pdl maiores dos que as sem o revestimento. No periodo de analise
foi possivel observar uma grande alteragdo no Z-ave de ambas as NPs, sendo o menor Z-ave
registrado na analise apds 15 dias de formulagdo. O potencial Zeta para ambas se manteve
com estabilidade coloidal entre +48 a +54 mV. Apesar de relatos na literatura de que o reves-
timento com PEG tem a finalidade de aumentar a estabilidade das NPs, no presente estudo
foram observadas maiores variagdes fisico-quimicas e estruturais nas NPs com esse revesti-
mento do que as que ndo apresentaram.

Apoio: Embrapa, Capes e CNPq.

1 Med. Veterinaria, graduacéo, Fac. Integradas Unido Educacional do Planalto Central-Faciplac
2 Nanociéncia e Nanobiotecnologia, M.Sc., Universidade de Brasilia-UnB
3 Nanobiotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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11 - ECOLOGIA COMPORTAMENTAL DE PARASITOIDES

DE OVOS E SUA APLICAGAO NO CONTROLE BIOLOGICO:
RESPOSTA DO PARASITOIDE Telenomus podisi A
FEROMONIOS SEXUAIS DE HOSPEDEIROS ALTERNATIVOS

Campos, G. F. B."; Borges, M.2; Blassioli-Moraes, M. C.3; Schimmelpfeng, P. H.
C.%4 Laumann, R. A5

O uso de vespas parasitoides no controle biolégico oferece solugdes de baixo custo e com-
pativeis com o Manejo Integrado de Pragas. Os cairom0nios, originados dos hospedeiros ou
plantas podem ser uma ferramenta para controlar a distribuicdo espacial dos parasitoides e
concentra-los em locais de interesse, visando incrementar seu impacto nas populagdes das
pragas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos feromdnios sexuais dos percevejos
Piezodorus guildinii e Nezara viridula no comportamento de busca de hospedeiros pelo para-
sitoide Telenomus podisi. Em trabalhos anteriores foi demonstrado que o parasitoide & atraido
para o feromdnio sexual do seu principal hospedeiro, o percevejo Euschistus heros. Neste
trabalho a hipotese avaliada foi: o parasitoide discrimina os feroménios dos hospedeiros al-
ternativos, ndo sendo atraido pelos mesmos. Foram realizados bioensaios em olfatbmetro de
dupla escolha, onde avaliou-se a primeira escolha e o tempo de residéncia em cada brago do
olfatdbmetro. O feromonio de P. guildinii (7R-(+)-B-sesquifelandreno) foi obtido a partir de sintese
quimica laboratorial e o feroménio de N. viridula (trans e cis -(Z)-epoxibisaboleno 3:1) foi obtido
a partir de aeracdo de machos. Os feroménios foram diluidos em n-hexano e utilizados nos
bioensaios nas concentra¢des de 0,001 a 1 mg/ml, intervalo que inclui os valores de producao
e liberacao destes compostos pelos machos das espécies de percevejos. Para os bioensaios,
cada solugao foi aplicada em papeis de filtro (5 pyL/bioensaio) e contrastada com n-hexano (5
pL). Para cada combinagéo de tratamentos foram realizadas 35 a 40 repeti¢cdes (bioensaios)
com fémeas de 24 horas e a resposta comportamental foi avaliada durante 600 s. Os dados
foram analisados pelo teste [J* para avaliar a hipotese de néo preferéncia pelos odores con-
trastados e pelo teste de Wilcoxon para comparar o tempo de residéncia em cada brago do
olfatdbmetro. Os resultados indicam que T. podisi ndo mostrou preferéncia para nenhuma das
solugdes avaliadas, confirmando a hipétese de que a resposta a feromonios nestes parasitoide
€ é seletiva e somente relacionada ao feroménio sexual do seu hospedeiro preferencial.

Apoio: Embrapa, CNPq, FAP-DF.

1 Agronomia, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB, bolsista PIBIC

2 Ecologia Quimica, Ph.D. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Quimica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Zoologia, M.Sc., Universidade de Brasilia-UnB

5 Biologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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12 - FLUTUAGAO POPULACIONAL DA PRAGA
INVASORA MOSCA-AFRICANA-DO-FIGO Zaprionus
indianus (DIPTERA: DROSOPHILIDAE)

Silva, S. B."; Lopes-da-Silva, M.?

A espécie Zaprionus indianus (Diptera, Drosophilidae), a mosca-africana-do-figo,& uma espécie
invasora que teve uma grande disseminagao no Brasil a partir de seu primeiro relato em 1999.
Este trabalho tem o objetivo de estudar a flutuagéo populacional de Zaprionus indianus e tam-
bém da recente espécie invasora de Drosophilidade registrada no Brasil (Drosophila suzukii) e
a relagdo de suas abundancias com outros drosofilideos. Utilizou-se seis tipos de armadilhas
visual/odorifera,composto por potes de plastico de 12 a 15 cm com tampa fechada e peque-
nos furos nas laterais com papel PVC amarelo. As armadilhas continham vinagre de maca
como atraente sendo colocadas a cada 5 dias e retirada para triagem e separagéo através de
analise morfolégica. As coletas foram realizadas na area da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia préoximas ao Parque Estacédo Biolégica, DF. Foram efetuadas 29 coletas, nas
quais 76% foram Drosophilideos pertencentes principalmente ao género Drosophilae 24% Z.
indianus. Nenhum espécime coletado era Drosophila suzukii. A tendéncia da flutuagdo popu-
lacional dos drosofilideos foi de diminuicdo de individuos coletados entre abril a outubro. E
importante considerar que quase a totalidade das espécies de drosofilideos alimentam-se de
matéria organica em decomposicao (principalmente frutos). Entretanto, as larvas de Z. indianus
alimentam-se de frutos maduros e a manutencao de uma populagdo constante indica a utiliza-
¢ao de frutos da flora nativa.

Apoio: Embrapa, FAP-DF.

1 Ciéncias Bioldgicas, graduagao, Universidade Paulista-UNIP
2 Entomologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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13 - IDENTIFICAGAO MOLECULAR DE Scaphytopius
(HEMIPTERA: CICADELLIDAE) COMO POTENCIAIS VETORES DO
FITOPLASMA ASSOCIADO AO HUANGLONGBING (GREENING)

De Souza, S. L. B."; Lopes-da-Silva, M.?; Silva, S. B.3; Santos, L. S."

As cigarrinhas do género Scaphytopius (Deltocephalinae, Cicadellidae) podem ser vetoras de fi-
toplasma do grupo IX, que causam sintomas semelhantes ao Huanglongbing (HLB). Entretanto,
mais estudos neste grupo sao necessarios em virtude de fitoplasma do grupo IX ter sido en-
contrado apenas na espécie S. marginelineatus. A taxonomia do grupo é obscura, e por isso,
€ necessario o uso de mecanismos que proporcionem uma identificagéo eficiente das cigarri-
nhas. As ferramentas de diagndstico molecular encaixam-se como um instrumento rapido de
identificagdo de insetos quando associados a estudos morfoldgicos. O objetivo deste trabalho
foi amplificar a regido COI do DNA mitocondrial de Scaphytopius spp., a fim de obter maior pre-
cisdo taxondmica a nivel de género. Os espécimes foram coletados em pomares de citrus no
Distrito Federal e apds identificagdo morfoldgica genérica foram selecionados quinze exempla-
res do inseto, que tiveram seu DNA extraido e quantificado. Posteriormente, foram realizados
testes até obtengdo de protocolo de PCR satisfatorio para amplificagdo do DNA mitocondrial.
As quinze amostras foram enviadas para sequenciamento, e o resultado foi comparado com re-
gides amplificadas contidas no GenBank e Boldsystems. Como resultado preliminar, em todas
as amostras amplificadas foram vizualizadas bandas na altura aproximada de 700bp, utilizando
os primers LepR1 e MHemF. O protocolo de identificagdo foi eficiente para a confirmagéo do
género Scaphytopius que podera viabilizar a identificagdo com maior eficiéncia, facilitando a
diferenciagao entre o DNA de Scaphytopius.

Apoio: Embrapa.

1 Ciéncias Bioldgicas, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
2 Entomologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Ciéncias Bioldgicas, graduagao, Universidade Paulista-UNIP
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14 - INFLUENCIA DE COMPOSTOS VOLATEIS DE SOJA
INDUZIDOS POR HERBIVORIA, NA ATRAGAO DE PARASITOIDES
DE OVOS DE PERCEVEJOS EM CONDIGCOES DE CAMPO

Ribeiro, J. L.'; Michereff, M. F. F.2; Borges, M.%; Laumann, R. A.3; Blassioli-Moraes,
M.C.*

Atualmente no Brasil, o controle de insetos-praga nas culturas, como os percevejos, € realizado
através unicamente de aplicacéo de pesticidas. No entanto, devido a presséo da sociedade
por uma agricultura mais sustentavel e alimentos mais saudaveis, ha uma busca por métodos
alternativos para o controle de pragas como o controle biolégico e uso de semioquimicos.
Uma dessas alternativas tem sido a utilizagdo de compostos de plantas volateis induzidos por
herbivoria (VPIH) que agem na atragdo de parasitoides de ovos o como Telenomus podisi
(Platygastridae). Dois compostos volateis da soja, (E, E) -a-farneseno e salicilato de metila,
testados previamente no laboratério, atrairam o parasitoide T. podisi em olfatometria de dupla
escolha. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a aplicacdo desses compostos usando
sistema de liberagdo controlada sobre a atragdo de parasitoides em campo de soja. O expe-
rimento no campo foi formado por 16 parcelas de soja (3 X 2.5 m?). Foram preparados septos
sintéticos de borracha contendo (E, E)-a-farneseno (0,5 mg), salicilato de metila (0,5 mg), (E,
E)-a-farneseno + salicilato de metila (0,5:0,5 mg) e éter etilico (controle). Quando a soja atingiu
o estagio V7 os septos foram colocados aleatorimente, através de sorteio, em cada uma das
parcelas de soja. Foram realizadas quatro replicatas por tratamento. Para monitorar os para-
sitoides foram colocadas 3 cartelas com 50 ovos sentinelas e 3 armadilhas adesivas amarelas
em cada parcela. Para avaliar os percevejos foram sorteadas 10 plantas e avaliadas. Os resul-
tados ndo mostraram diferencga significativa quanto aos padrdes de distribuicdo dos percevejos,
mas com relagéo aos parasitoides as parcelas com os septos com compostos sintéticos da soja
atrairam uma maior quantidade de Platygastridae, mostrando o potencial dos compostos orga-
nicos volateis para a atragdo e manutengao dos parasitoides no campo e consequentemente o
controle populacional dos percevejos.

Apoio: Embrapa, CNPq e FAP-DF.

1 Biologia, graduagao, Universidade Paulista-UNIP

2 Bidloga, Ph.D., ISCA Tecnologias

3 Ecologia quimica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos Biotecnologia
4 Quimica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos Biotecnologia
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15 - PROSPECGAO DE PEPTIDEOS COM ATIVIDADE CITOTOXICA
EM CELULAS DE INSETOS E SEU POSSIVEL EFEITO INSETICIDA

Baraviera-Dutra, T. T."; Ribeiro, Z. M. A.%; Dias, S. C.3; Castro, M. E. B.*

Varios estudos em biotecnologia demonstram a existéncia de peptideos com atividade anti-
microbiana, representando uma alternativa em distintas areas como médica, farmacéutica e
veterinaria. Com o intuito de verificar se peptideos com atividade antimicrobiana poderiam tam-
bém exercer alguma atividade inseticida, foram testados 24 peptideos em cultivo de células de
inseto (Spodoptera frugiperda - Sf9 e IPLB-SF-21-AE), na faixa de concentragédo de 200-1200
MM. Doze peptideos foram selecionados nesses testes preliminares baseados em alteragdes
morfoldgicas celulares, observadas por microscopia o6tica, sejam resultantes de alguma ativi-
dade apresentada por esses peptideos. Visto que esses resultados foram bastante similares
em ambas as linhagens celulares, apenas a linhagem SF-21 foi usada para testes com os
peptideos selecionados em concentragdes mais baixas visando avaliar a auséncia ou presenga
de citotoxicidade nessa linhagem celular. As células foram cultivadas em meio TNMFH, distri-
buidas em placas de 96 pogos na concentragdo de 2x10* células por pogo e foram expostas a
adicao dos peptideos na concentracao final de 10uM. Os efeitos foram observados por micros-
copia 6tica logo apos a adigcdo dos peptideos (zero hora) e também as 24, 48 e 72 horas apos
incubagao a 27°C, condicao usual para cultivo de células de insetos. Dos 12 peptideos testa-
dos, dois apresentaram citotoxicidade nessa concentragdo. O peptideo Polybia-MPII provocou
intensa lise celular e a Pelgipeptina provocou formagéo de vacuolos nas células e lise celular.
Ao teste de MTT, para verificagdo da viabilidade celular, foi confirmada a morte das células
tratadas com esses dois peptideos em comparagdo com o grupo controle (células sem adigéo
de peptideos). Os demais peptideos, embora tendo provocado alguma alteragéo a observagao
em microscopia 6tica, demonstraram manutencgao da viabilidade celular. A partir desses resul-
tados, sera dada continuidade de testes com os dois peptideos que provocaram morte celular
em menores concentragdes. Na tentativa de elucidar a agao de cada um dos peptideos, serdo
utilizadas coloragao com fluorescéncia para verificar possivel indugédo de apoptose e microsco-
pia eletrénica de transmisséo, para observar membranas e organelas. Em continuidade, serdo
feitos bioensaios in vivo com larvas de Aedes aegypti para confirmar a atividade larvicida dos
peptideos candidatos.

Apoio: Embrapa, Universidade Catolica de Brasilia, FAP-DF.

" Veterinaria, mestrado, Universidade Catdlica de Brasilia-UCB

2 Fitopatologia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Biologia Molecular, Ph.D., Universidade Catdlica de Brasilia-UCB

“ Virologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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16 - AVALIAGAO DA VASCULARIZAGAO E TAMANHO
DO CORPO LUTEO NA TRANSFERENCIA DE
EMBRIOES EM RECEPTORAS Bos indicus

Fernandes, G. O."; Fidelis, A. A. G."; Kawamoto, T. S.%; Leme, L. 0.3; Dode, M. A. N.*

O Corpo Luteo (CL) é uma estrutura glandular que se desenvolve no ovario apds a ovulagao,
sendo responsavel pela sintese de progesterona, horménio fundamental para o estabelecimen-
to e manutencéo da prenhez em bovinos. O objetivo deste estudo é relacionar o fluxo sangui-
neo e o tamanho do CL com a taxa de prenhez em fémeas bovinas submetidas a transferéncia
de embrides (TE). Para este estudo 142 receptoras foram sincronizadas para o estro, o dia
da ovulagao foi considerado como dia 0 e a TE foi realizada 7 dias depois. O diagndstico de
prenhez foi realizado 30 dias apds o estro e confirmado aos 60 dias. Para a avalicdo dos paréa-
metros relacionados ao CL, foi utilizado o ultrassom Collor doppler (MyLab™30GoldVet, Italia).
O tamanho do CL foi determinado pela medicdo do seu didmetro. Em relagao ao fluxo sangui-
neo, escores de 1 a 5 foram atribuidos, sendo o grau 1 de menor vascularizacéo (até 20%), 2
(21-40%), 3 (41-60%), 4 (60-80%) e 5 de maior vascularizagao (80-100%). Para a analise dos
dados foi utilizado o teste wilcoxon-mann-whitney, no qual, néo foi observada diferenga estatis-
tica (p>0,05), comparando graus de fluxo sanguineo e diametro de CL entre os grupos de vacas
prenhes e ndo prenhes. Neste estudo, a taxa de prenhez obtida aos 30 dias foi de 36% (51/142)
€ aos 60 dias de 29% (42/142). Dentre as 142 receptoras submetidas a TE, a maior taxa de pre-
nhez aos 60 dias foi obtida com doppler grau 3 (11,27%). Concluimos que a avaliagédo do fluxo
sanguineo e o tamanho do CL no momento da TE n&o s&o relevantes para influenciar na taxa
de prenhez, tornando dispensavel o uso do doppler a campo, para esta biotecnologia animal.

Apoio: Embrapa, UnB, Capes e CNPq.

 Ciéncias Animais, doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB

2 Ciéncias Veterinarias, doutoranda, Universidade Federal de Uberlandia-UFU

3 Ciéncias Animais, pds-doutoranda, Universidade Federal do Espirito Santo-UFES
4 Medicina Veterinaria, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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17 - AVALIAGAO DE FENOTIPOS DE EQUINOS
LOCALMENTE ADAPTADOS QUANTO A
SAZONALIDADE REPRODUTIVA DA FEMEA

Quadros, A. P. N."; Mattos, P. S. R.2

A ciclicidade reprodutiva na espécie equina costuma apresentar um carater estacional. As fé-
meas séao fotoperiodicas positivas, portanto suas atividades hipotalamicas sao estimuladas nas
estagdes de maior intensidade luminosa. Nesse contexto, o periodo de anestro sazonal se
manifesta nas estagdes de outono e inverno. A influéncia do fotoperiodo na reproducao desses
animais pode estar diretamente relacionada a localizagdo geografica e € mais evidente em
regides de latitudes mais elevadas. Com o intuito de definir os efeitos da sazonalidade emre-
gido de latitude intermedidria (15°54’ 41,3” - Distrito Federal, Fazenda Sucupira), foi realizada
a caracterizagao da dinamica folicular ovariana em equinos fora da estacdo de monta. Foram
utilizadas 05 éguas da raga Campeira e 03 da raca Pantaneira, as quais eram criadas a pasto,
com fornecimento de agua e sal mineral ad libitum. Os animais foram expostos a variagdo sa-
zonal natural da luz. Foram realizadas avaliagbes ultrassonograficas por via trans-retal, trés
vezes por semana, nos 40 dias de menor fotoperiodo do ano, compreendendo 20 dias antes e
20 dias depois do solsticio de inverno (21/06). O cio foidetectado antes das avaliagdes ultrasso-
nograficas a partir do comportamento das éguas na presenga do garanh&do. Foram medidos os
foliculos em crescimento, os pré-ovulatérios e anovulatorios. A ocorréncia do foliculo anovula-
toério hemorragico (FAH), foi considerada com a visualizagdo de uma estrutura hiperecéica, de
consisténcia trabecular e formato esférico, com dimensodes préximas as do precedente foliculo
pré-ovulatério. Durante todo o periodo de avaliagéo ultrassonografica, as tréséguas campeira-
sevidenciaram sinais de cio com evolugéo para FAH. Destaca-se o fato que, em duas ocasides,
as éguas apresentaram sinais de cio com evolugdo de FHA. No entanto, apds a regressao
desses foliculos houve desenvolvimento de um novo foliculo dominante,com indicativos de ex-
trusdo ovulatéria. Também, foi detectado um foliculo que apresentou-se dominante;no entanto,
houve uma regressao da sua dimensao sem indicativos de ovulagéo (atresia) e sem sinais de
cio aparente. Em relacdo as éguas pantaneiras, foram observadas evolugdes para FHA, em
todos os animais, sendo que apenas duas apresentaram a formagao desses foliculos, mani-
festando sinais de cio precendente. A alta incidéncia de foliculos anovulatérios hemorragicos,
diagnosticados em 100% das éguas pantaneiras e 60% das campeiras, durante um periodo
considerado de anestro pode estar relacionada a influéncia sazonal no ciclo estral das fémeas,-
na regido em que foi realizado o estudo.

' Medicina Veterinaria, graduagéo, Universidade de Brasilia-UnB
2 Medicina Veterinaria, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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18 - CARACTERIZAGAO I;PIGENI'ETICA E FUNCIONAL
DO TRANSCRITO ESPECIFICO DO X INATIVO (XIST)
DURANTE O DESENVOLVIMENTO INICIAL EM BOVINOS

Mendonga, A. S."; Vargas, L. N.2; Caetano, A. R.3; Dode, M. A. N.3; Franco, M. M.2

Na janela do desenvolvimento de mamiferos que inclui a gametogénese e a embriogénese
inicial, ocorre o evento da inativagcdo do cromossomo X (ICX) em fémeas, o qual é regido
primariamente por fatores epigenéticos. Na espécie murina sabe-se que o IncRNA transcrito
especifico do X inativo (XIST), juntamente com um pequeno RNA denominado RepA, séo es-
senciais para a iniciagao da ICX. Neste estudo, foram caracterizados os padrées de metilagcao
e de expressdo de genes envolvidos na iniciagdo da ICX, objetivando identificar marcadores
epigenéticos para qualidade de gametas e embrides bovinos. Foram avaliados os padrdes
de metilagdo do DNA em duas regides dentro do éxon 1 do XIST (RepA e XIST) em game-
tas, embrides e placenta, além da expressado de XIST e do seu RNA antisense TSIX em ovo6-
citos e embrides. O DNA obtido para gametas, embrides e tecido placentario (alantocérion)
foi tratado com bissulfito de sédio usando o kit EZ DNA Methylation Lightning (Zymo) e sub-
metido a amplificagdo por PCR para as regides XIST e RepA. Os amplicons foram clonados
em células DH5a e sequenciados. Para a expressdo génica foram produzidos embrides in
vitro a partir de sémen sexado para fémeas. Células embrionarias individuais tiverem o RNA
XIST/TSIX detectados usando o kit Single Cell-to-CT (Ambion). Blastocistos intactos e amos-
tras de parénquima testicular tiveram o seu RNA extraido usando o kit RNeasy Plus Micro
(Qiagen). A sintese do cDNA foi feita usando primers gene-especificos para XIST ou TSIX
e amplificagdo por PCR em tempo real foi realizada utilizando Fast Sybr Green Master Mix
(Applied Biosystems). O padrao de metilacdo do DNA para espermatozoides, ovdcitos ima-
turos, ovocito maturos, embrides de 8-16 células, morula, MCI de blastocisto, trofoectoder-
ma de blastocisto, placenta de fémeas A e B e placenta de machos A e B para XIST foram
3,33%%1,05, 79,54%+6,56, 89,59%+2,31, 0,00%+0,00, 0,84%+0,57, 1,07%+0,72, 3,93%+1,24,
89,38%+2,70, 70,92%+10,70, 94,67%=%1,18 e 94,44%*1,58, respectivamente. Ja para RepA
foram encontrados 10,36%+3,73, 12,29%+4,21, 74,27%+8,77, 92,18%*2,22, 95,33%0,51,
1,97%%1,41, 0,00%+0,00, 26,92%+11,27, 89,24%+2,50, 88,78%+5,40 e 92,22%+2,07, respec-
tivamente. Foi detectado RNA XIST/TSIX em ovdcitos e células individuais de embrides do
estagio de 2-células até morula, além da deteccédo de XIST e TSIX em embrides integros e
testiculo. Os padrées de metilagdo encontrados sugerem um carater imprinted dessas duas
regides, além de fornecer indicios de que podem ser diferentes transcritos. O fato de XIST/
TSIX estar sendo expresso a partir de ovécitos até blastocistos indica que o controle da trans-
cricdo pode estar sendo feito por outros mecanismos epigenéticos, além da metilagao do DNA,
e que a ICX em bovinos ocorre precocemente na embriogénese. O conhecimento sobre esse
fendmeno em bovinos pode melhorar as técnicas de reprodugéo assistida, ja que € um evento
relacionado com o desenvolvimento normal do embri&o.

Apoio: Embrapa e Capes

1 Genética e Bioquimica, doutorado, Universidade Federal de Uberlandia-UFU
2 Genética e Bioquimica, mestrado, Universidade Federal de Uberlandia-UFU
3 Reprodugdo Animal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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19 - CONCENTRAGCOES HORMONAIS E
CARACTERISTICAS OVARIANAS EM BEZERRAS
NELORE (Bos taurus indicus) SUPEROVULADAS

Kawamoto, T. S."; Zacarias, T. A."; Guimaraes, A. L. S.?; Scaliante Junior, J. R.3;
Rodrigues, S. A. D.%; Figueiredo, R. A.*

A possibilidade de incluir fémeas bovinas pré-puberes em manejos reprodutivos pode permitir
uma aceleragéo no ganho genético de rebanhos por diminuir o intervalo entre geragées. Porém,
os ovocitos destas fémeas apresentam menor competéncia, produgéo de blastocistos e taxas
de prenhez, se comparados aos das puberes. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as
concentragdes séricas de FSH e AMH em bezerras Nelore de 4 a 7 meses de idade, supero-
vuladas (Grupo tratado-GT) ou ndo (Grupo controle-GC) e as respectivas quantidades e qua-
lidade dos ovdcitos aspirados (OPU, LaparoscopioStorz Xenon300W. Tuttlingen-Alemanha).
Nove bezerras em delineamento cross-over foram distribuidas no GC (n=9), em que foi feita
a ablagédo, com auxilio de ultrassonografia transretal (MyLab 30VetGold, Esaote, transdutor
5-7,5MHz. Génova-ltalia), dos maiores foliculos em D2 (5 dias antes da OPU). E no GT (n=9),
no qual o DO representou o inicio do protocolo com a insercao de dispositivo intravaginal de
Progesterona (P4, 0,33g. Eazi-Breed-CIDR, Pfizer Saude Animal, Brasil) e uma injegdo de 2mg
de Benzoato de Estradiol (IM. Ric-BE, Tecnopec-Brasil). A partir de D4, foi administrado em 3
dias, 6 inje¢bes de FSH (IM, 12/12h: 1x40mg + 5x20mg = 140mg; Folltropin, Bioniche Animal
Health, Belleville-Ontario, Canadd). Junto a ultima dose, foi administrado 2,5mg de LH (IM.
Lutropin, Bioniche Animal Health, Belleville-Ontario, Canada). Foi realizada, entdo, a OPU 20-
24h apos a ultima injecado de FSH (D7) e os dispositivos (P4) foram removidos apds esta. Os
foliculos foram contabilizados e os COC'’s foram avaliados quanto a qualidade. As coletas para
dosagens de FSH foram realizadas 2 dias antes, no dia e 1 dia apos a OPU e, para AMH, efe-
tuadas em D5 e D8. Os dados foram analisados pelos testes de Kruskal-Wallis, ANOVA, teste
T e Qui-quadrado. O GT apresentou maiores concentragdes de FSH sérico (p<0,05) nos dias
5 (1,16 £ 0,31 ng/ml), 6 (1,21 £ 0,45 ng/ml) e 7 (0,95 + 0,26 ng/ml) do que o GC (0,56 + 0,17
ng/ml em D5, 0,60 *+ 0,25 ng/ml em D6 e, 0,60 + 0,14 ng/ml em D7). Além disso, maior nUmero
de foliculos aspirados (152 vs. 95) e maior quantidade de ovdcitos graus | e Il (59% vs. 25%)
foram observados no GT comparado ao GC, respectivamente (p<0,05). O GC apresentou mais
ovocitos grau lll e IV quando comparado ao GT (53,3% vs 37,1%), enquanto a concentragao
média de AMH( ) (1,48 + 0,37 ng/ml) nao foi diferente entre GT e GC e nem entre os dias de
coleta (p>0,05). Assim, o protocolo de superovulagéo utilizado levou as maiores concentragdes
séricas de FSH, que possivelmente contribuiram para uma maior quantidade e melhor qualida-
de dos ovocitos recuperados, sem alterar os niveis séricos de AMH nos animais.

Apoio: Embrapa, Capes, Fapemig e FAP-DF.

" Medicina Veterinaria, doutoranda, Universidade Federal de Uberlandia-UFU
2 Medicina Veterinaria, doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB

3 Reprodugao Animal, doutorando, Universidade Estadual Paulista-UNESP

4 Reprodugéo Animal, mestranda, Universidade de Brasilia-UnB

5 Reprodugéo Animal, Dr., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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20 - EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN VITRO:

A INFLUENCIA DO TOURO NA CINETICA DE
DESENVOLVIMENTO E NA RELAGAO MACHO/FEMEA, E O
EFEITO DO SEXO, NA VITRIFICAGAO POR CRYOTOP

Leme, L. O.'; Dode, M. A. N.2

Diversos estudos tém mostrado que embrides machos e fémeas sao diferentes ndo sé quanto
a velocidade de desenvolvimento, mas também quanto ao metabolismo, padrao de expressao
de genes, padrdes epigenéticos e a resposta ao estresse. Este estudo objetivou esclarecer pri-
meiro os efeitos que o touro tem no desenvolvimento embrionario quanto a cinética e ao sexo
e depois se a resposta a criopreservagédo nos embrides varia de acordo com o sexo. Ovdcitos
obtidos de ovarios de abatedouro foram submetidos a maturagéo in vitro (MIV) por 24 horas,
foram inseminados com 1 x 106 de espermatozoides/mL (para o experimento | utilizou-se 5
touros Nelore, previamente testados, aqui designados T1, T2, T3, T4 e T5; para o experimento
11, utilizou-se 1 touro dentre estes, o T5, que ndo apresentou diferenga significativa para a rela-
¢ao macho/fémea), co-incubados em meio FIV por 16 — 18 horas, e entdo os possiveis zigotos
foram transferidos para meio de cultivo in vitro (CIV) por 8 dias. Avaliou-se taxas de clivagem
no dia 2 (D2), de blastocistos em D6, D7 e D8. Em D7, embrides em estégio de blastocisto ex-
pandido com qualidade |, segundo critérios da International Embryo Technology Society (IETS),
foram removidos do CIV e divididos em dois tratamentos: controle (C) e vitrificados (V) por
Cryotop. Apds o processo de desvitrificacdo, os embrides voltaram para as condi¢cdes de CIV
por 24 horas adicionais, para avaliagdo das taxas de sobrevivéncia (embrides que ndo degene-
raram) e evolugao de estagio. Entdo, os embrides de ambos os tratamentos (Experimento | — C:
n=129; V: n=165; Experimento Il — n=347 embrides) foram armazenados individualmente em
DM-PBS com tampao de lise a -20 °C para determinagéo do sexo, que foi realizada por reagéao
em cadeia da polimerase e visualizagao em gel de agarose 1,5%. Os dados de produgao (taxas
de clivagem e blastocistos) foram analisados pelo teste de Tukey e determinagédo do sexo pelo
teste de Mann-Whitney (P <0,05). No experimento |, as taxas de clivagem (65,1%, P=0,046) e
total de blastocistos (19%, P=0,032) foram inferiores para o T2 (n=616) do que para os outros
touros [T1 (n=1832, 81,7% e 39,2%), T3 (n=1779, 90,7% e 47,8%, T4 (n=2172, 82,4% e 43,7%)
e T5 (n=1056, 83,4% e 39,6%)]. Nao foram observadas diferencgas entre touros na cinética do
desenvolvimento embrionario. Com relagédo a razdo macho/fémea, apenas o T5 produziu mais
embrides machos do que fémeas em D6 (n=27, 66,7%/33,33%; P=0,015) e D8 (n=15, 80%/20%;
P=0,004), no entanto esta diferenga nao foi observada em D7 (n=24, 50%/50%; P=1). Apenas o
T2 mostrou maior propor¢gao macho/fémea em D7 (n=29, 69%/31%; P=0,004). A predominancia
de machos foi também detectada em D8 para o T3 (n=20, 75%/25%; P=0,008). No segundo
experimento, ao avaliar a criotolerancia ligada ao sexo do embrido, a porcentagem de embrides
machos (n=57 [44%] e n=89 [53,9%]) e fémeas (n=72 [55,8%] e n=76 [46%]) foi semelhante
tanto para o grupo C como para o grupo V (P>0,05), respectivamente. Nos embriées V néo foi
observada diferenca entre os embrides machos e fémeas com relagéo a taxa de sobrevivéncia
(n=87 [55,1%)] e n=71 [44,9%], respectivamente), porcentagem de embrides que evoluiram
do estagio de blastocisto expandido para blastocisto eclodido (n=61 [52,4%] e n=50 [47,6%],
respectivamente) e taxa de degeneragéo (n=2 [28,6%] e n=5 [71,4%)], respectivamente). Estes
resultados mostram que o touro, apesar de nido afetar a cinética do desenvolvimento, afeta a
producao e o sexo dos embrides. E que embrides machos e fémeas possuem a mesma tole-
rancia a vitrificagéo pelo Cryotop.

Apoio: Embrapa e Capes.

1 Ciéncias Animais, pos-doutoranda, Universidade Federal do Espirito Santo-UFES, bolsista Capes
2 Reprodugdo Animal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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21 - ESTUDO DA CINETICA DA MATURAGAO
NUCLEAR DE OVOCITOS BOVINOS COM
DIFERENTES GRAUS DE COMPETENCIA

Rodrigues, S. A. D."; Pontelo, T. P.2; Kawamoto, T. S. 3; Caixeta, F. M. C.4; Dode,
M. A. N.5

A maturagdo nuclear ovocitaria € um processo complexo que envolve modificagdo da cromatina
do estagio de vesicula germinativa (VG) a metafase Il (Mll). Estudos tem relatado que ovécitos
procedentes de grandes foliculos tem maior capacidade de desenvolvimento do que ovdcitos
derivados de pequenos foliculos, gerando uma melhor produgdo de embrides in vitro. Além
disso, a configuragdo da cromatina no estagio de VG também tem sido relacionada a qualidade
do ovdcito. Entretanto, o comportamento desses ovocitos de diferentes competéncias durante a
maturagao ainda ndo esta bem estabelecido, principalmente devido aos diferentes métodos de
cultivo e tipos de avaliagbes utilizados. O objetivo deste estudo foi avaliar o grau de condensa-
¢do da cromatina e cinética de maturacao nuclear em ovocitos com diferentes graus de compe-
téncia. Para isso, foram utilizados foliculos pequenos (FP = 1,0-2,9 mm de didmetro com ovéci-
tos menos competentes; n=120) ou grandes (FG = 6,0-8,0 mm com ovdcitos mais competentes;
n=130) dissecados do cortex ovariano (Caixeta et al., 2009). O grupo controle (Con; n=151)
foi obtido por aspiragéo de foliculos de 3-8 mm de didmetro. Os ovécitos de cada grupo foram
fixados nos momentos 0 e 24 horas de maturagéo. Apds a fixagdo os ovocitos foram corados
com lacméide para a determinagéo do estagio de meiose (VG- VGO, VG1, VG2, VG3; VGBD;
ML, Al, TI, MIl e anormais). Os dados foram analisados por Qui-quadrado (P<0,05). Os resulta-
dos mostraram que no momento Oh uma maior porcentagem (P<0,05) de ovécitos em VG no
grupo FP (98,33%; 59/60) em relagédo ao grupo Con (89,77%; 79/88). No momento 24 h, os
grupos Con e FG n&o apresentaram nenhum ovécito em VG, sendo que o grupo FG apresentou
93,4% (57/61) de MII. Ja o grupo FP ainda possuia 10%(6/60) de ovdécitos em VG (P<0,05) e
apenas 81,7%(49/60) em MIl. Em relagéo a presenca dos diferentes graus de condensagao da
cromatina observou-se diferenca (P<0,05) na porcentagem de VGO entre os grupos FP (20%;
12/60) e Con (2,27%; 2/88). Porém, ndo houve diferenca (P>0,05) entre os grupos em relagéo
as taxas de VG1, VG2 e VG3. Conclui-se com esse estudo que ovacitos de foliculos pequenos
tém menor capacidade de atingir o estagio de Mll, e que o grau de condensagéo da cromatina
em VG, quando avaliado pela coloragdo com lacmoide, ndo € um bom parametro para estimar
a competéncia de ovocitos em bovinos.

Apoio: Embrapa, CNPq e Capes.

1 Ciéncias Animais, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB

2 Ciéncias Veterinarias, doutorado, Universidade Federal Lavras-UFLA

3 Ciéncias Animais, doutorado, Universidade Federal de Uberlandia-UFU

4 Ciéncias Animais, doutorado, Universidade de Brasilia-UnB

5 Reprodugao Animal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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22 - EXTRATOS DE PLANTAS DO CERRADO COMO AGENTES
ANTIOXIDANTES NO CULTIVO EMBRIONARIO IN VITRO

Fidelis, A. A. G."; Dode, M. A. N.2

Diversos compostos antioxidantes ja foram utilizados para minimizar os efeitos deletérios do
estresse oxidativo em embrides produzidos in vitro (PIVE) e, consequentemente, melhorar sua
qualidade. O presente estudo avaliou o efeito de extratos etandlicos obtidos de plantas do
cerrado, com altas taxas de polifendis (fungéo antioxidante), na PIVE em bovinos. Ovarios de
abatedouro foram usados para obtengéo dos ovdcitos grau | e Il, os quais foram submetidos
as etapas de maturacéo, fecundagao (DO) e cultivo in vitro. Diferentes concentracdes 0; 1; 0,1
e 0,01mg/mL - dos extratos de cagaita (Eugenia dysenterica) e murici (Byirsonima crassifélia)
foram adicionadas ao meio de cultivo. Os parametros analisados foram: taxa de clivagem em
D3, taxa de blastocisto em D6, D7 e o numero de células totais e apoptoticas pelo método de
TUNEL. A capacidade desses extratos de sequestrar radicais livres do meio de cultivo foi anali-
sada pelo método colorimétrico ABTS. Para isso, retirou-se uma aliquota dos meios de cultivo,
de cada tratamento, em dois momentos distintos (DO e D7). Os dados foram analisados por
analise de variancia — ANOVA e as médias comparadas por TUKEY, com nivel de significancia
de 5%. Os resultados da produgéo embrionaria néo diferiram entre o grupo controle (clivagem
80,5%; D6 30,2% e D7 41%) dos grupos tratados com murici 0,1mg (81,9%; 23,6% e 35,2%) e
0,01mg (78%; 32%; 38,7%). O total de células embrionarias e a proporgéo de células apoptoti-
cas nos blastocistos expandidos (BX) em D7 também néo diferiram (P>0,05) entre os grupos.
Exceto para o grupo 1mg, no qual demonstrou alta toxicidade e morte desde a clivagem. Com
relagcdo a capacidade de sequestro dos radicais livres pelos polifendis, ndo houve diferenga
(P>0,05) entre os grupos controle, 0,1 e 0,01mg do extrato de murici. Entretanto, maior (p<0,05)
quantidade de radicais livres foi observada para o grupo 1mg/ml. Ja o extrato de cagaita, em
todas as concentragdes testadas, demonstrou um comportamento similar (P>0,05) ao grupo
controle nas taxas de clivagem. Entretanto, a taxa de blastocisto, em D6, foi menor (p<0,05) no
grupo 1mg (12%) em relagédo ao controle (25,7%), 0,1mg (25,5%) e 0,01mg (34%). Esse mes-
mo perfil foi observado em D7, com 45,5% de embrido no controle; 35% no grupo 1mg (p<0,05);
42% em 0,1mg e 50% no grupo com 0,01mg/ml do extrato. O numero de células em BX foi se-
melhante entre todos os grupos, entretanto, a proporgao de células apoptéticas foi mais baixa
(p<0,01) para o grupo com 0,01mg de cagaita (2,8%) quando comparado aos demais (controle:
8,33%; 1mg 5% e 0,1mg: 5,4%). Os valores do ABTS para cagaita foram similares em todos
0s grupos. A partir dos resultados obtidos, observou-se uma toxicidade dos extratos na con-
centracdo de 1mg/ml das plantas testadas. Entretanto, quando diluido mil vezes, nota-se uma
acéo benéfica do extrato de cagaita com 0,01mg na diminuicdo de células apoptéticas. Essa
diluicdo no extrato de murici ndo influenciou em nenhum dos parametros avaliados. Conclui-se
que o extrato etandlico de cagaita (E. dysenterica), na concentragdo de 0,01mg, pode ser uma
alternativa como adjuvante para a diminuicdo do estresse oxidativo causado pelas condi¢des
adversas da PIVE.

Apoio: Embrapa.

1 Ciéncias Animais, pos-doutoranda, Universidade Federal do Espirito Santo-UFES, bolsista Capes
2 Reprodugdo Animal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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23 - INFLUENCIA DO FOTOPERIODO NO
DESEMPENHO REPRODUTIVO DE OVINOS SANTA
INES CRIADOS NO DISTRITO FEDERAL

Duarte, A. M. P."; Silva, T. A. S. N.z Almeida, F. B.3; Silva, B. D. M.*

A atividade reprodutiva em ovinos é caracterizada por uma sazonalidade influenciada por diver-
sos fatores, dentre eles o fotoperiodo (duragédo dos dias). O objetivo deste trabalho foi avaliar
a influéncia do fotoperiodo crescente e decrescente nos padrdes reprodutivos e na qualidade
do sémen fresco de carneiros da raca Santa Inés criados no Distrito Federal. Foram utilizados
cinco carneiros sob a mesma dieta ao longo do experimento. O exame androldgico, realiza-
do a cada 15 dias, incluiu a avaliagdo da circunferéncia escrotal e da consisténcia testicular,
além da coleta do ejaculado e analise dos parametros de motilidade, concentracdo, morfologia
espermatica e integridade da membrana plasmatica. Os par&dmetros consisténcia testicular e
motilidade espermatica apresentaram diferengas estatisticas entre as duas estag¢des avaliadas,
24%+0,9x3,2% +£0,7e75% +7,5x81% + 7,5, periodo crescente e decrescente, respectiva-
mente. A consisténcia testicular apresentou diferentes graus de firmeza, porém, nunca flacidez.
A quantidade de células espermaticas morfologicamente normais se manteve satisfatéria, néo
havendo diferenga estatistica também sobre a circunferéncia escrotal, concentragdo esperma-
tica e integridade de membrana plasmatica. O fato de haver ligeira melhora no verdo comprova
que ovinos, considerados animais de dias curtos, na verdade podem ser considerados animais
de periodo decrescente de luminosidade, pois, simplesmente o fato da duragéo dos dias co-
mecarem a diminuir provocou melhora, mesmo os dias do verdo ndo sendo menores que do
outono e inverno. Confirmando assim que a diminuicdo da duragédo do dia pode melhorar o
desempenho reprodutivo dos carneiros Santa Inés no Distrito Federal.

Apoio: Embrapa e CNPq.

1 Medicina Veterinaria, graduagéo, Centro Universitario de Desenvolvimento do Centro Oeste-UNIDESC
2 Reprodugéo Animal, pés-doutorado, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Reprodugao Animal, mestranda, Universidade de Brasilia-UnB

4 Reprodugéo Animal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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24 - MATURAGAO NUCLEAR DE OVOCITOS BOVINOS
SUBMETIDOS AO SISTEMA DE MATURAGAO IN VIVO
ATRAVES DA TRANSFERENCIA INTRAFOLICULAR
DE OVOCITOS IMATUROS (TIFOI)

Dias, L. R. O.'; Faria, O. A. C.%; Caixeta, F. M. C."; Rodrigues, S. A. D.3; Spricigo,
J. F. W.%; Dode, M. A. N.5

Objetivou-se avaliar a cinética de maturagdo nuclear de ovoécitos bovinos submetidos ao sis-
tema de maturagéo in vivo através da transferéncia intrafolicular de ovdcitos imaturos (TIFOI).
Para isso, vacas ovuladoras foram previamente sincronizadas. Foram utilizados 890 ovécitos
de grau 1 e 2 obtidos de ovarios de abatedouro, onde 417 foram utilizados para TIFOI e o
restante foi utilizado como Controle. No grupo controle os ovdcitos foram colocados na MIV
e retirados as 0, 8, 12 e 16h. Para TIFOI foram transferidos 30 ovdcitos por vaca ovuladora,
que as 8, 12 e 16h pods-injecdo foram recuperados por ovum pick up (OPU). Os tratamen-
tos e o numero de ovécitos avaliados por tratamento foram: Controle Oh (n=51); Controle 8h
(60); Controle 12h (n=60); Controle 16h (n=38); TIFOI 8h (n=79); TIFOI 12h (n=88); TIFOI 16h
(n=7). Os ovocitos de todos os grupos foram desnudados por sucessivas pipetagens e fixados
para posterior avaliagdo da maturagao nuclear através do corante lacmoide. Os ovécitos foram
classificados de acordo com o estagio em: vesicula germinativa (VG), quebra da vesicula ger-
minativa (VGBD), metafase | (MI), anafase | (Al), telofase | (Tl), metafase Il (MIl) e anormais.
Os dados foram analisados pelo teste Chi-quadrado (P<0,05). As Oh, antes da maturagéo ou
injecdo, 96,1% dos ovécitos encontrava-se em estagio de VG. As 8 h, a maioria dos ovdcitos
do grupo Controle estava em MI (76,6%), ja o grupo TIFOI 8h apresentou uma maior (P<0,05)
porcentagem dos ovdcitos nesse estagio (97,5%). A porcentagem de ovdcitos em Ml as 12h foi
semelhante (P>0,05) entre o Controle (81,7%) e o TIFOI 12h (73,9%) e ambos apresentavam
ovocitos em estagios mais avancados da meiose (Controle= Tl 13,3%, MIl 1,7%; TIFOI= Al
4,5%, T17,9%). O grupo Controle 16h apresentou ovocitos anormais (2,6%), em Ml (52,6%), Al
(18,4%), em TI (21,1%) e em MII (5,3%). Os resultados sugerem que o sistema de maturacéo
in vivo utilizando o método da TIFOI mostrou-se adequado, uma vez que os ovoécitos expostos
a esse sistema apresentaram cinética de maturagdo semelhante aos in vitro, inclusive sendo
mais homogéneo do que os in vitro com 8h de maturagéo.

Apoio: Embrapa; Capes e UnB.

1 Ciéncias animais, doutorado, Universidade de Brasilia-UnB

2 Medicina Veterinaria, graduagao, Unido Pioneira da Integragéo Social-UPIS

3 Ciéncias animais, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB

4 Medicina Veterinaria, pds-doutorado, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
5 Reprodugao Animal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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25 - METILAGAO DO DNA DO GENE TRANSCRITO ESP!ECiFICO
DO X INATIVO (XIST) EM OVOCITOS IMATUROS DE SUINOS

Silva, T. C."; Braga, T. F.2; Mendonga, A. S.3; Silveira, M. M.%; Franco, M. M.5

O gene transcrito especifico do X inativo (XIST) é responsavel pelo inicio da inativagéo do cro-
mossomo X (ICX) em células de mamiferos fémeas para compensar a dosagem de genes. Este
evento é regulado por varios fatores epigenéticos, incluindo a metilagdo do DNA, que controla
a expressao imprinted do XIST no camundongo. Apesar de relativamente bem caracterizada
no camundongo, a ICX é mal compreendida em outras espécies de mamiferos, incluindo sui-
nos. Neste estudo, caracterizamos o padrdo de metilagdo de uma regido no exon 1 de XIST
em ovocitos imaturos de porcas. Estes ovocitos estavam no estagio de vesicula germinativa
(VG), que é o primeiro periodo de retencdo meidtica. O DNA gendmico foi acessado a partir
de um pool de 60 ovécitos imaturos usando um protocolo baseado em choque térmico. Em
seguida, o DNA foi tratado com bissulfito de sddio usando o kit EZ DNA Methylation™ (Zymo
Research, Orange, CA, EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apos o tratamento
com bissulfito, um nested PCR foi realizado para amplificar uma regido de DNA contendo 448
pares de bases e 17 CpGs. Os amplicons foram purificados a partir de gel de agarose usando
o kit Wizard Gel SV e PCR System (Promega Corp., Madison, WI, EUA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A seguir, os amplicons foram clonados no sistema de vetores pCR™
II-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e sequenciados. Apenas as sequéncias com um mi-
nimo de 98% de identidade e conversao de bissulfito foram utilizadas. Os resultados mostraram
27,2% de metilagéo para esta regido de XIST. Considerando que estes sdo ovdcitos imaturos, €
importante também caracterizar o padrédo de metilagdo do DNA nos ovdcitos maturados in vitro
(MII). Assim, podemos verificar se esse padrdao de metilagdo muda durante a maturagéo in vitro
(MIV). O conhecimento desta dinamica de metilagdo durante a maturacdo dos ovécitos pode
ser util no contexto da produgao in vitro de embrides.

Apoio: Embrapa, Capes.

" Medicina Veterinaria, mestrado, Universidade Federal de Uberlandia-UFU
2 Medicina Veterinaria, doutorado, Centro Universitario do Cerrado-Unicerp
3 Biologia, doutorado, Universidade Federal de Uberlandia-UFU

4 Médica Veterinaria, doutorado, Universidade Federal de Uberlandia-UFU
5 Reprodugdo Animal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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26 - NiVEIS DE METILAGAO E HIDROXIMETILAGAO
GLOBAIS NO DNA DE CORDAO UMBILICAL DE
BEZERROS CLONES COM DIFERENTES FENOTIPOS

Silveira, M. M."; Silva, T. C.2; Bayao, H?; Mendonga, A. S.%; Borges, N. A.%; Vargas,
L. N.2; Rumpf, R.3; Franco, M. M.®

A transferéncia nuclear de células somatica (TNCS) é uma tecnologia de reprodugdo com mui-
tas aplicagbes na pecuaria e medicina regenerativa. Ao longo das ultimas duas décadas, varias
espécies animais foram clonadas com éxito pela TNCS, incluindo bovinos. No entanto, as taxas
de mortalidade neonatal dos bezerros clonados permanecem altas. As principais alteragdes
relatadas no nascimento incluem o corddo umbilical grosso, a sindrome do bezerro gigante e
os placentomas aumentados. Essas alteragdes podem estar associadas a uma reprogramagao
epigenética incorreta do genoma da célula doadora apds a transferéncia nuclear. A metilagao
do DNA é uma das principais modificagdes epigenéticas do genoma de mamiferos, ocorrendo
pela modificagdo covalente de uma citosina para 5-metilcitosina (5mC) pelas enzimas DNA
metiltransferases (DNMTs). A recém descoberta familia de enzimas ten-eleven translocation
(TET) facilita a oxidagao de 5mC a 5-hidroximetilcitosina (5hmC) como parte do processo de
desmetilagdo gendmica ativa. Assim, neste estudo, testamos a hipétese de que os padrdes de
metilagédo e hidroximetilagdo do DNA nado sdo adequadamente estabelecidos apds a transfe-
réncia nuclear e que esses padrdes alterados estdo associados a fenétipos aberrantes especi-
ficos (cordao umbilical grosso, edema placentario, placentomas grandes, sindrome do bezerro
gigante e liquido amnidtico tingido de mecdnio). Usando corddo umbilical de dez bezerros clo-
nados produzidos por TNCS, comparamos os padrées globais de metilagdo e hidroximetilagao
do DNA entre bezerros aberrantes e saudaveis. O DNA genémico foi isolado a partir de bidpsias
do cordao umbilical usando um protocolo de salting out e purificagéo por fenol: cloroférmio. Em
seguida, utilizou-se o DNA gendmico (100 ng) em analise de metilagéo global e hidroximetila-
¢ao usando o kit de DNA ELISA de 5 mC e o kit DNA ELISA Quest 5-hmC ™, respectivamente
(Zymo Research Corp., Irvine, CA, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Nosso
estudo revelou que os niveis de metilagéo global e hidroximetilagao foram maiores em bezerros
machos clonados saudaveis em comparagdo com os aberrantes. Nas fémeas, os animais con-
trole, produzidos por inseminagéo artificial (IA), apresentaram niveis aumentados de metilagao
global quando comparados com bezerros clonados exibindo fenétipos aberrantes e saudaveis.
Quanto a comparagao entre os sexos, as fémeas clonadas saudaveis apresentaram niveis
mais baixos de metilacdo global em comparagdo com machos clonados saudaveis; em con-
traste, em relagao aos animais que apresentam fenétipos aberrantes, as fémeas apresentaram
niveis mais elevados em relagdo ao macho. Quanto a comparagado entre as biotecnologias
reprodutivas, os animais produzidos pela TNCS apresentaram menor nivel de metilagéo global
quando comparados aos animais produzidos por |IA. Esses resultados, que caracterizam a me-
tilagéo global do DNA e a hidroximetilagdo no gado Nelore (Bos Taurus indicus) clonado, podem
apoiar o desenvolvimento e adaptagédo de novos protocolos para clonagem.

Apoio: Embrapa, Geneal, CNPq e Capes.
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27 - NIVEL DE TRANSCRITOS DE ENZIMAS ENVOLVIDAS
NA ACETILAGAO DE HISTONAS EM OVOCITOS
BOVINOS DE DIFERENTES COMPETENCIAS

Pontelo, T. P.'; Rodrigues, S. A. D.2; Kawamoto, T. S.3; Leme, L. O.%; Zangerénimo,
M. G.5; Franco, M. M.5; Dode, M. A. N.®

A competéncia ovocitaria se refere a capacidade de um ovécito passar pela maturagao, ser
fecundado e ter desenvolvimento embrionario normal. Estudos tem relatado a importancia das
enzimas envolvidas na acetilagdo das histonas na maturagéo ovocitaria e, uma possivel asso-
ciagdo dessas proteinas com a competéncia. O objetivo do presente estudo foi analisar o perfil
da expresséo de genes envolvidos nos processos de acetilagéo e desacetilacdo de histonas
em ovécitos bovinos de diferentes competéncias durante a maturagéo. Esses foram obtidos de
foliculos de 1,0-3,0 mm (menos competentes) e de 6,0-8,0 mm de didametro (mais competentes)
dissecados do cortex ovariano. Os ovocitos de cada grupo foram maturados in vitro por 0, 8 e
24 horas e armazenados para analise de expresséo génica. O RNA total foi extraido de 4 pools
de 15 ovdcitos, de cada tratamento para cada um dos tempos de maturagéo. O nivel dos trans-
critos de genes envolvidos na acetilagéo (HAT1, KAT2A) e desacetilagéo de histonas (HDACH1,
HDACS3) foi determinado por gPCR, sendo os valores de expressao normalizados pelo gene
constitutivo PPIA. Os dados foram analisados por ANOVA, e as médias de cada tratamento
foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de significancia p<0,1. Os resultados mostra-
ram que o padrdo de expressdo dos genes estudados foi semelhante (p>0,1) para ovdcitos
mais e menos competentes, ndo variando durante a maturacao, com excecéo do gene HAT1,
em que seus transcritos aumentaram (p=0,05) entre 0 e 8 horas de maturagdo no grupo mais
competente. Quando os diferentes grupos foram comparados no mesmo tempo de maturagéo,
0 grupo mais competente apresentou maior expressao (p=0,06) de HAT1 e HDAC1 (p=0,03)
as 8 horas de maturacdo que o grupo menos competente. As outras comparagdes entre os
diferentes tratamentos em relagdo aos transcritos desses genes ndo apresentaram diferenca
(p>0,1). Conclui-se que, durante a maturacéo, ocorreu a transcrigdo do gene HAT1 no grupo
mais competente e que esse grupo apresenta uma maior expressao dos genes HAT1 e HDAC1
as 8 horas de maturagédo que os menos competentes, sugerindo que esses podem ser utiliza-
dos como marcadores para a competéncia ovocitaria.

Apoio: Embrapa e Fapemig.

' Ciéncias Veterinarias, doutorado, Universidade Federal Lavras-UFLA
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5 Ciéncias Animais, Ph.D., Universidade Federal de Lavras-UFLA
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28 - PADROES DE METILAGAO DO DNA NA REGIAO
SATELITE BOVINE TESTIS ESTAO ASSOCIADOS COM
ABERRANTE PLACENTAGCAO EM BEZERROS CLONES

Silveira, M. M."; Bayao, H.2; Mendonga, A. S.3; Borges, N. A.3; Vargas, L. N.#; Rumpf,
R.%; Franco, M. M.5

A transferéncia nuclear de célula somatica (TNCS) é uma técnica de reprodugao assistida que
tem muitas aplicagdes potenciais, como a multiplicagédo de animais com alto valor genético
e de espécies ameagadas de extingédo, pesquisas com transgénicos e células tronco, assim
como clonagem terapéutica e medicina regenerativa. Apesar de ser uma técnica utilizada ro-
tineiramente, sua eficiéncia permanece muito baixa, em gestagdes por TNCS, os problemas
de placentagéo séo a principal causa da baixa taxa de sobrevivéncia, com apenas 5 a 10% de
viabilidade neonatal dos embrides bovinos produzidos. Essas alteragbes podem estar associa-
das com uma aberrante reprogramagéao epigenética da célula doadora de genoma. O genoma
da célula soméatica diferenciada é reprogramado durante um curto periodo de tempo antes da
ativagdo do genoma embrionario. E no estagio de blastocisto, as células trofoblasticas podem
estar anormalmente metiladas, resultando em patologias placentarias. Portanto, neste estudo,
testamos a hipotese que os padrées de metilacdo do DNA néo estao apropriadamente esta-
belecidos apds a transferéncia nuclear e que esses padrdes alterados estdo associados com
fendtipos aberrantes especificos (placentomas grandes, edema de placenta, cordao umbilical
grosso, sindrome do bezerro gigante e liquido amniético tingido de mecdnio). Comparamos os
padrdes especificos de metilagao placentario entre bezerros produzidos por TNCS com fenoti-
pos aberrantes e saudaveis. Analisamos a metilagdo do DNA na regido repetitiva bovine testis
satellite | (Satellite 1) (Genbank AH001157.2) em amostras de cotilédones fetais provenientes
de dez gestagdes por TNCS. O DNA gendmico foi isolado utilizando um protocolo baseado
em salting out e a purificagcdo por fenol:cloroférmio. Em seguida, o DNA foi tratado com bis-
sulfito de sédio utilizando o kit EZ DNA Methylation-Lightning™ (Zymo Research, Orange, CA,
USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds o tratamento com bissulfito, a regido
do DNA com 23 sitios CpG foram amplificadas por PCR. Os amplicons foram purificados do
gel de agarose utilizando o kit Wizard SV Genomic DNA Purification System (Promega Corp.,
Madison, WI, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante. Os amplicons foram clonados
no pCR™|]I-TOPO® vector system (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), e sequenciados. Somente
sequéncias com no minimo de 95% de homologia e conversao do bissulfito foram utilizados.
Nossas analises revelaram que os cotilédones fetais de bezerros produzidos por TNCS com
fendtipos aberrantes exibiram menor padrdo de metilagdo na regido satellite | do que os de
bezerros clones saudaveis. Com relagéo a viabilidade perinatal, a regido satellite | demonstrou
que a maioria das sequéncias estavam hipermetiladas em amostras de cotilédone de bezerros
que sobreviveram comparados com as amostras obtidas de bezerros que morreram durante a
primeira semana de vida. Nossos resultados sugerem que a regido satellite | pode ser utilizada
como um biomarcador epigenético para predizer a viabilidade do recém-nascido, dando supor-
te ao desenvolvimento e adaptagdo de novos protocolos de clonagem.

Apoio: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Geneal e CNPq.
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29-PERFILTRANSCRICIONALDEENZIMASMETILTRANSFERASES
EM CORDAO UMBILICAL DE BEZERROS CLONES

Vargas, L. N.'; Leme, L. O.2; Silveira, M. M.?; Bayao, H.4; Mendonga, A. S.3; Rumpf,
R.%; Franco, M. M.5

A metilagdo do DNA e as modificagdes pos-traducionais em histonas sdo marcas epigenéticas
que sdo essenciais para a regulagao de génica. As DNA metiltransferases (DNMTs) s&o res-
ponsaveis pela metilagdo do DNA, que normalmente ocorre em bases de citosina em sitios de
CpG. Entre estas enzimas, a DNMT3A catalisa a metilagdo de novo criando novos padrdes de
metilacdo. DNMT1 é responsavel pela manutencao dos padroes de metilagédo e também tem
papel na metilagéo de novo. Em relagao a metilagdo das histonas, esta é controlada pelas his-
tonas metiltransferases (HMTs), como o supressor da variegacao 3-9 homologo 1 (SUV39H1),
enzima que metila especificamente a lisina 9 da histona 3. Para o desenvolvimento embrionario
normal, o perfil epigenético do genoma somatico deve ser corretamente reprogramado apés a
transferéncia nuclear e antes da ativagdo do genoma embrionario em animais produzidos pela
transferéncia nuclear de células somaticas (SCNT). No SCNT, esta reprogramagéo néo ocorre
de forma eficiente, o que leva a alteragdes do padrdo de metilagdo, como mudangas no perfil
de expressao génica, resultando em fenodtipos de prole anormais. Neste estudo, determina-
mos os niveis de MRNA de 3 genes alvo (DNMT1, DNMT3A e SUV39H1) em cordao umbilical
de bezerros clones aberrantes (sindrome da prole grande, edema placentéario, placentomas
aumentados, cordao umbilical aumentado, liquido amniético corado com mecdnio e morte peri-
natal) e bezerros produzidos com SCNT saudaveis. O RNA total foi isolado do corddo umbilical
utilizando o kit de purificagdo de RNA TRIzol ™ Plus (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), seguindo
as instrugdes do fabricante. O RNA total foi submetido a uma reagéo de transcrigao reversa
utilizando o Supermix Superthesis First-Strand Synthesis (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), de
acordo com as instrugdes do fabricante. A analise de PCR em tempo real foi executada em
7500 Fast RealTime PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) usando o SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Cada amostra foi analisada em triplicata e a
especificidade de cada produto de PCR foi determinada pela analise da curva de melting. Os
niveis de expressado dos genes alvo foram normalizados pela expressao do gene constitutivo
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). A expressao relativa de cada gene foi calcu-
lada usando o método AACt com corregéo de eficiéncia usando o método de Pfaffl. Nao foram
encontradas diferengas significativas quando comparamos os trés genes individualmente entre
0s bezerros aberrantes e saudaveis produzidos por SCNT e entre os sexos. Diferentemente,
quando foi comparado os niveis totais de mMRNA de ambos, DNMT3A e DNMT1, que estéo rela-
cionados a metilagao do DNA, os animais que apresentam fenoétipos aberrantes apresentaram
niveis mais baixos de mRNA do que os animais saudaveis (p valor = 0,0390). Nossos resulta-
dos sugerem que esta expresséo alterada de DNMTs no corddo umbilical de bezerros clones
pode estar associada aos padrées de metilagdo do DNA alterados frequentemente encontrados
em alguns animais produzidos por SCNT.

Apoio: Embrapa.
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30 - PRODUGAO DE EMBRIOES BOVINOS IN VITRO APOS
A TRANSFERENCIA NUCLEAR DE PLACA METAFASICA

Caixeta, F. M. C.'; Sousa, R. V.2; Spricigo, J. F. W.3; Rodrigues, S. A. D.% Fidelis, A.
A. G."; Dode, M. A. N.5

A transferéncia nuclear de genoma (TNG), na qual o DNA de um ovécito afetado é transferido
com o auxilio de um micromanipulador para um citoplasma de ovdcito viavel, € uma alternativa
para resgatar material genético de ovdécitos com citoplasma comprometido, como ocorre nos
vitrificados. O objetivo desse estudo foi avaliar a viabilidade da técnica TNG utilizando placa
metafasica (TNG-PM) em ovdcitos bovinos. Para isso, foram realizados trés experimentos. No
primeiro experimento, foi avaliada a capacidade das estruturas reconstruidas de se desenvol-
verem até o estagio de blastocisto. No segundo avaliou-se a capacidade das estruturas recons-
truidas de serem fecundadas. No terceiro avaliou-se a taxa producao de blastocisto com ovoé-
citos submetidos @ TNG-PM. No primeiro experimento, complexos cumulus-ovécitos (CCOs)
obtidos de ovarios de abatedouro foram maturados por 21 horas e divididos em trés grupos:
1) TNG-PM e submetidos a ativagé@o partenogenética (PA); 2) controle PA e 3) controle produ-
¢ao in vitro de embrides (PIVE). No segundo experimento, para avaliar a taxa de fecundagéo,
0sCCOs foram maturados, micromanipulados e divididos em 3 grupos: 1) TNG-PM fecundados
com 1x108 espermatozoides (sptz)/ml; 2) TNG-PM fecundados com 0,5x108sptz/ml; 3) Controle
PIVE (fecundados com 1x10%sptz/ml). Apdés 18 horas de fecundagéo, as estruturas foram fi-
xadas, coradas com lacmoide e classificadas em fecundados, nédo fecundados, polispérmicos
e anormais. No terceiro experimento os CCOs foram divididos em dois grupos: 1) TNG-PM
fecundados com 1x108sptz/ml e cultivados até o dia 7 (D7); 2) Controle PIVE (fecundados com
1x108sptz/ml) e cultivados até o D7. No D7 foi avaliada a taxa de produgdo de blastocisto. Os
dados foram analisados pelo teste de Qui-Quadrado (P< 0,05). No primeiro experimento, os
grupos PA controle e PIVE controle nao diferiram (P>0,05) quanto a taxa de clivagem (83% e
80,4%, respectivamente) e de blastocisto (46,1% e 38,7%, respectivamente). Porém, o grupo
TNG-PM apresentou taxas de clivagem (63,4%) e blastocisto (18,8%) inferiores aos dois gru-
pos controle. No segundo experimento, a taxa de fecundados do grupo controle (76,1%) foi
maior do que dos TNG-PM fecundados com 1x10°%sptz/ml (46,9%) e TNG-PM fecundados com
0.5x10%sptz/ml (46%), que ndo diferiram entre si. A taxa de polispermia foi semelhante entre
o grupo controle PIVE (18,5%) e os grupos TNG-PM fecundados com 1x108sptz/ml (17,2%)
e com 0.5x10%sptz/ml (17,5%). Quanto a produgdo de embrido, o grupo TNG-PM fecundados
com 1x108sptz/ml apresentou taxa de clivagem em D2 e blastocistos em D7 (50% e 13,6%, res-
pectivamente) inferiores ao grupo controle (82% e 34,9%, respectivamente). Pode-se concluir
que as estruturas reconstruidas pela técnica de TNG-PM s&o capazes de se desenvolver em
embrido, e podem ser fecundados usando o mesmo protocolo utilizado na PIVE, sem aumento
na taxa de polispermia. Confirmando a técnica de TNG como uma possivel ferramenta para o
aproveitamento de ovdcitos bovinos que apresentam citoplasma danificado.

Apoio: Embrapa, UnB e Capes.
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31 - PRODUGAO DE EMBRIOES UTILIZANDO
ESPERMATOZOIDES DO EPIDIDIMO SUBMETIDOS
A DIFERENTES METODOS DE SELEGAO E SUA
INFLUENCIA NO SEXO DO EMBRIAO

Cunha, A. T. M."; Leme, L. O.%2; Guimaraes, A. L. S.; Carvalho, J. 0.%; Dode, M. A. N.*

Espermatozoides recuperados do epididimo e seu uso em tecnologias de reprodugéao assistida,
como a producao in vitro (PIV), ttm um papel importante na multiplicagdo de material genético
de touros que morrem repentinamente ou adquirem insuficiéncia reprodutiva. No entanto, a fim
de estabelecer um procedimento adequado para utilizagédo deste tipo especifico de espermato-
zoides na PIV, um melhor conhecimento sobre o seu comportamento fisioldgico diante de eta-
pas como a selegao espermatica é necessario. Os objetivos deste estudo foram avaliar diferen-
tes métodos de selegao espermatica para uso na fecundacao in vitro (FIV), e sua influéncia no
sexo do embrido. Foi utilizado pool contendo espermatozoides criopreservados, recuperados
do epididimo (EP) e do ejaculado (EJ), obtidos de sete touros Gir através de eletroejaculacao
seguida de orquiectomia bilateral. O pool de amostras dos dois grupos foi selecionado em
trés diferentes métodos: gradiente de Percoll 45%90% (GE Healthcare Bio Science, Uppsala,
Suécia), gradiente PureSperm 40%80% (Nidacon Laboratories AB, Gothenborg, Suécia) e
lavagem em Lactato e Piruvato de Albumina Tyrode (SpTALP). Foram formados quatro gru-
pos: ejaculado no Percoll (EJ-P), grupo controle; epididimo no Percoll (EP-P); epididimo no
PureSperm (EP-PS) e epididimo no SpTALP (EP-T). Apds a selecéo, espermatozoides foram
co-incubados com complexos cumulus-ovécitos (COC’s) em meio de fecundagao, utilizando
um total de 759 COC’s em 7 réplicas. As estruturas foram avaliadas dois dias (D2), seis dias
(D6), sete dias (D7) e oito dias (D8) apds a fecundagao e os embrides foram armazenados para
avaliagdo do sexo. A identificagdo do sexo foi feita de acordo com Sousa et al (Theriogenology,
90, p.25, 2017) utilizando a técnica PCR. Os dados das taxas de embrides foram analisados
utilizando Qui-quadrado (média + DP, P<0,05) e os dados referentes ao sexo foram analisados
usando Wilcoxon pelo software Prophet 5.0 (média + DP, P <0,05). O grupo EP-PS resultou em
maior taxa de clivagem, em D2 (80%), e maior producao de blastocistos em D6 (48%) quando
comparado aos demais grupos. Em D7 e D8, as taxas de blastocistos foram similares (P>0,05)
entre os grupos EP-P (D7 54%; D8 55%) e EP-PS (D7 37%; D8 37%). Os grupos EP-T e EJ-P
foram similares (P>0.05) quanto as taxas de blastocistos em D6 (27%; 32%), D7 (37%; 44%)
e D8 (37%; 45%), sendo menores em comparagdo aos demais grupos, que usaram esperma-
tozoides EP. A proporgao de embrides machos e fémeas mostrou diferengas apenas no grupo
EP-P (38% e 62%, respectivamente), sendo semelhante (P>0,05) nos demais grupos. Pode-se
concluir que o PureSperm e Percoll foram os melhores métodos de selegao espermatica, para
a producéo de embrides. Além disso, a relacdo de embrides machos x fémeas sé apresentou
diferengas com o uso do gradiente de Percoll, onde foi possivel observar maior quantidade de
embrides fémeas.

Apoio: CNPq e Embrapa.

1 Biologia Animal, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB

2 Ciéncias Animais, doutorado, Universidade de Brasilia-UnB

3 Medicina Veterinaria, Ph.D., Universidade Federal do Espirito Santo-UFES
4 Perpodugdo Animal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



Microrganismos






XXII Encontro do Talento Estudantil da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 57

32 - AGRESSIVIDADE E VIRULENCIA DE POPULAGOES
DE Meloidogyne paranaensis EM Coffea spp.

Santos, M. F. A."; Peixoto, J. R.2; Mattos, V. S.3; Silva, J. G. P.4; Moita, A. W.5; Salgado,
S. M. L.5; Carneiro, R. M. D. G.7

Os nematoides das galhas (NG), Meloidogyne spp., representam uma grande ameaga a ca-
feicultura no Brasil e nas Américas. A espécie Meloidogyne paranaensis destaca-se devido a
agressividade de seu parasitismo, com severa destruicdo do sistema radicular. O objetivo do
estudo foi avaliar a agressividade e viruléncia de sete populagdes de M. paranaensis em Coffea
spp., com genes de resisténcia ao NG. Todas as popula¢des foram identificadas pela caracte-
rizagao bioquimica e molecular. As mudas de café foram inoculadas em casa de vegetagao e,
apos oito meses o fator de reproducéo foi avaliado nas diferentes cultivares. As populacgdes Est
P2a (Guatemala) e Est P2 (Herculandia, SP, Brasil) foram as mais agressivas nas duas cultiva-
res suscetiveis (Catuai IAC 81 e Mundo Novo 379-19) de C. arabica. Nenhuma das populagdes
de M. paranaensis foi virulenta, confirmando a resisténcia dos gendétipos as sete populagoes
de M. paranaensis. As cultivares de café resistentes, Clone 14 ‘INCAPER’, Catuai Vermelho x
Amphillo MR2161 (E1 16-5 Ill), Apoata IAC 2258, Hibrido do Timor UFV 408-01 (E1 6-6 Il) e
IPR 100, exibiram segregacao para resisténcia na proporc¢ao de 0%, 2,4%, 12%, 26% e 29%,
respectivamente. O estudo valida a resisténcia de diferentes fontes genéticas de Coffea spp.,
mostrando que sdo promissoras para incorporagdo de genes em cultivares comerciais melho-
radas ou utilizagdo como porta enxertos, como ‘Apoatd’ e ‘Clone 14’.

Apoio: Consorcio Brasileiro do Café, CNPq, Capes, INCT-café, Fapem.

' Fitopatologia, pds-doutorado, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista CNPg- DTI-A
2 Agronomia, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB

3 Fitopatologia, doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB

“ Fitopatologia, M.Sc., bolsista-Embrapa Café

5 Matematica,M.Sc., Embrapa Hortaligas

8 Agronomia, Ph.D., Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais-Epamig

”Nematologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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33 - ATIVIDADE DE NANOPARTICULAS MAGNETICAS
NA FORMAGAO DE BIOFILME E SWARMING EM
Escherichia coli E Staphylococcus aureus

Araujo-Neto, L. A."; Bonatto, C. C.%; Silva, L. P.3

Nanoparticulas magnéticas (NPMs) vém sendo utilizadas para distintas finalidades, dentre elas
as aplicagbes biomédicas se destacam. Uma técnica que tem recebido destaque crescente
envolve a formagdo de uma massa celular em 3D por meio da utilizagdo de NPMs que ao
associarem com as células (ou até mesmo organismos microscopicos inteiros), quando ex-
postos a um campo magnético gerado por um ima, respondem a este formando um aglome-
rado celular. Agrupamentos de microrganismos em diversas espécies caracterizam-se como
fendmenos naturais recorrentes, mesmo em organismos unicelulares muitas vezes planct6-
nicos como bactérias. De fato, as bases literarias corroboram e discutem a relagdo do biofil-
me bacteriano e do fendbmeno de swarming com relagéo a sua viruléncia, abrindo um espaco
para novas perspectivas e acdes com a nanobiotecnologia, por exemplo, mimetizando esses
agrupamentos de células utilizando magnetismo. Assim, o objetivo do presente trabalho foi
associar NPMs, recobertas e ndo recobertas com moléculas estabilizantes, a duas cepas de
microrganismos, avaliando suas possiveis citotoxicidades e tendo como possibilidade realizar
modulagbes de seus comportamentos por meio de campos magnéticos fornecidos por drivers
constituidos por imas. Inicialmente foi realizada a avaliagdo do potencial citotéxico das NPMs,
previamente desenvolvidas em parceria com a empresa TecSinapse, pelo método denominado
como Concentragao Inibitéria Minima (CIM ou do inglés MIC), por 24, 48 e 72 h. Os modelos de
microrganismos utilizados foram a bactéria Gram-negativa Escherichia coli (ATCC® 8739) e a
Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC® 25923). Estes microrganismos foram cultivados
em meio Luria-Bertani em microplacas de 96 pogos a uma OD de 0,05 a A 625 nm. As NPMs
foram diluidas em série, obtendo concentragdes de 1/102, 1/10%, 1/10* e 1/10° a partir da con-
centragéo estoque. Os antibiéticos penicilina e estreptomicina foram utilizados como controles
positivos. Durante os intervalos de tempo estipulados, foi observado que as NPMs, recobertas
e nao recobertas com moléculas estabilizantes, ndo apresentaram nenhuma atividade citotoxi-
ca contra ambos os microrganismos. Diante do exposto, aferimos que esse fato oferece a opor-
tunidade de utilizar estas NPMs associadas a microrganismos, como os apresentados acima,
para avaliar os possiveis mecanismos de indugéo da formagao de biofilmes e modificagdo do
swarming natural por meio da impresséo e/ou esferoidizagdo magnética.

Apoio: Capes, CNPq, FAP-DF, Embrapa, Nano3D Biosciences, Fundagao Araucaria,
TecSinapse.

1 Ciéncias Farmacéuticas, mestrado, Universidade Federal do Parana-UFPR
2 Nanotecnologia, Ph.D., Pesquisa Aplicada, TecSinapse
3 Bionanotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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34 - ATIVIDADE INSETICIDA DE ISOLADOS DE Chrysodeixis
includens NPV EM LARVAS DE Chrysodeixis includens

Costa, R. A."; Santos, L. A. V. M.%; Ribeiro, Z. M. A.3; Soares, C. M. S.% Castro, M.
E.B.S

A lagarta falsa-medideira (Chrysodeixis includens, Walker, 1858) é um inseto da ordem
Lepidoptera de ampla distribuicdo geografica, que se alimenta de cerca de 174 espécies de
plantas. No Brasil, essa praga vem causando grandes prejuizos, desde 2002, em varias cultu-
ras, como soja, algodao, feijao e tomate. Dentre os diferentes métodos de controle de pragas,
os inseticidas biolégicos a base de baculovirus vem sendo cada vez mais utilizados por serem
de especificidade restrita e altamente patogénicos a seus hospedeiros sem causar danos ao
meio ambiente. O presente trabalho teve como objetivo analisar por meio de bioensaios o grau
de patogenicidade de quatro isolados virais de Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus
(ChinNPV), obtidos de lagartas mortas coletadas em culturas de soja e algodéo no estado de
Mato Grosso. Para tal objetivo foi preparada uma dieta artificial com a adi¢do do isolado viral
antes da dieta solidificar. Para cada isolado viral, os tratamentos testados constituiram de trés
concentragdes: 1,6x10%, 1x10* e 2,5x10° OBs/ml de dieta. Os bioensaios foram realizados em
triplicata, utilizando larvas de C. includens em 3° instar, sendo 40 larvas/tratamento, 2 larvas/
copo. Desses isolados virais analisados, o ChinNPV-MT.B demonstrou ser o mais patogénico,
apresentando uma mortalidade de 100% de larvas na maior concentracéo testada, com um
tempo médio de morte de 6,1 dias. A concentragéo letal média (CLso) desse isolado foi de 5.305
OBs/ml, sendo esta a menor CLs, dentre os isolados virais testados. Este trabalho contribuira
para a utilizagdo de um novo isolado viral como ingrediente ativo na producgéo de bioinseticidas
para controle da praga C. includens.

Apoio: Embrapa, CNPq e IMAmt.

1 Ciéncias Bioldgicas, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB.

2 Ciéncias Bioldgicas, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

3 Fitopatologia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Entomologia, Ph.D., Colaborador, Instituto Mato-Grossense do Algod&o - IMAmt
5 Virologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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35 - AVALIAGAO DA EXPRESSAO DE GENE RELACIONADO A
PATOGENESE (TgPR10.1) NA INTERAGCAO DE CUPUAGUZEIRO
(Theobroma grandiflorum) E Moniliophthora perniciosa

Neves, M. S."; Gomes, A. C. M. M.2; Falcao, L. L.2; Neves, B. S.3; Albuquerque, P. S.
B.% Alves, R. M.5; Silva-Werneck, J. 0.%; Dusi, D. M. A.”; Marcellino, L. H.®

O cupuaguzeiro, Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schumm., € uma fruteira nativa da
Amazonia, bastante explorada na agricultura familiar, com enorme potencial econémico devido
as multiplas utilidades de sua polpa e améndoa. Varios produtos s&o fabricados com a polpa do
cupuaguzeiro, como sucos, sorvetes, licores, doces e etc. Das améndoas pode-se obter o 6leo
para fabricagdo de cosméticos, além de um produto similar ao chocolate, denominado cupulate.
O cupuaguzeiro é suscetivel a doenga vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo Moniliophthora
perniciosa, sendo esta também a principal doenga do cacaueiro. A doenga pode atingir frutos,
flores e ramos, sendo os tecidos meristematicos os alvos da infecgao. Os ramos infectados
apresentam crescimento anormal, com super brotamento de gemas laterais e hipertrofia, que
em seguida secam, prejudicando a planta e a produg¢éo. O conhecimento a respeito dos aspec-
tos moleculares envolvidos no estabelecimento e desenvolvimento da doenga é essencial para
a proposicao de ferramentas biotecnoldgicas para seu controle. Diversos genes podem estar
envolvidos na resposta a M. perniciosa, como por exemplo os genes PR (pathogenesis related).
Recentemente, foi isolado de cupuaguzeiro o gene de uma proteina do tipo PR10 (TgPR10.1),
similar a TcPR10 de cacaueiro, com potencial atividade antifungica, podendo estar envolvida
na resposta da planta ao ataque do patégeno. O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao
do gene TgPR10.1 em tecido meristematico de ramos de cupuaguzeiro, em fungéo da infec-
¢ao por M. perniciosa. Para tal, a expressédo deste gene foi avaliada por hibridizagao in situ.
Inicialmente, o gene foi clonado no vetor pGEM-T Easy (Promega) e utilizado para obtengéo
da sonda marcada com digoxigenina para hibridizacdo em apices caulinares coletados apods
8h de inoculacao. A hibridizag&o ocorreu nos primérdios foliares e no tecido meristematico das
amostras infectadas, ndo tendo sido observada nas amostras controle ndo inoculadas. Este re-
sultado indica que TgPR10.1 esta envolvido na resposta da planta ao patégeno. Estudos mais
detalhados, como a expressao do gene em condigdes contrastantes (por exemplo, cupuaguzei-
ro resistente e suscetivel, e diferentes tempos de inoculagéo), estdo em andamento. Este é o
primeiro estudo de citolocalizagao da expressédo de genes em cupuaguzeiro, contribuindo para
o entendimento das bases moleculares do desenvolvimento da doenga.

Apoio: Embrapa, CNPq, Capes.

1 Ciéncias Bioldgicas, graduagao, Universidade Paulista-UNIP

2 Ciéncias Agrarias, MSc., Embrapa Recursos genéticos e Biotecnologia

3 Agroecologia, graduagdo, Instituto Federal de Brasilia-IFB

“ Fitopatologia, PhD., Centro de Pesquisas do Cacau-CEPLAC-PA

5 Genética e melhoramento, Ph.D., Embrapa Amazénia Oriental-CPATU

% Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

7 Biologia Molecular e Celular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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36 - AVALIAGAO DA FITOTOXICIDADE DE NANOPARTICULAS
DE PRATA COM AGAO NEMATOTOXICA PARA
O CONTROLE DE Meloidogyne incognita

Pupe, J. M."; Bonatto, C. C.2; Silva, L. P.3; Soll, C. B.%; Rocha, T. L.5; Polez, V. L. P.5

Os nematoides da espécie Meloidogyne incognita sao endoparasitas que causam perdas agri-
colas mundiais expressivas. A nanotecnologia verde € uma estratégia que pode ser utilizada
para o controle de M. incognita devido ao custo baixo, a biocompatibilidade, a auséncia/baixa
toxicidade, menor impacto adverso ao meio ambiente, a saude animal e humana. Neste senti-
do, foram sintetizadas nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando-se extratos aquosos de dez
espécies provenientes do Banco de Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas para
avaliagdo do possivel controle de M. incognita. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
possivel fitotoxicidade das AgNPs selecionadas com atividade nematotéxica in vitro contra M.
incognita utilizando-se a planta modelo Nicotiana tabacum. As reacdes de sintese das AgNP-4
e AgNP-10 foram realizadas utilizando-se extratos aquosos (planta 4 e planta 10) e nitrato de
prata na concentragdo de 1 mM. A reacao de sintese ocorreu a 70°C durante 2 h e 30 min e as
absorbancias das amostras foram medidas a cada 30 min em seguida foram armazenadas a
-4°C. Posteriormente, as AgNPs foram caracterizadas por espalhamento de luz dindmico (DLS)
e potencial Zeta. Os bioensaios in vitro foram realizados empregando sementes de N. tabacum
em solo com as AgNPs e seus respectivos controles (extrato aquoso de folhas e nitrato de prata)
na concentragao que controla in vitro o nematoide e também trés vezes mais alta. Apds o tempo
de exposigao de 10 e 20 dias, foram medidos: o indice de germinagao e o desenvolvimento da
raiz [comprimento da raiz apical (cm) e nimero de raizes laterais]. A caracterizagdo das AgNPs
por DLS indicou formagéao de particulas com didametro hidrodindmico médio na faixa nanométri-
ca (AgNP-4: 75,84nm e AgNP-10: 66,63nm), indice de polidispersividade - Pdl (AgNP-4: 0,426
e AgNP-10: 0,6053) e potencial Zeta (AgNP-4: -20,96mV e AgNP-10: -35,43mV). Além disso, os
resultados mostraram que as AgNP-4 e AgNP-10 nao apresentaram agao fitotoxica nos ensaios
de germinacao para N. tabacum nas duas concentragdes testadas. Adicionalmente, as AgNP-4
e AgNp-10 ndo apresentarao fitotoxicidade no desenvolvimento vegetal (comprimento da raiz
e numero de raizes laterais) em N. tabacum, na concentragédo que controla M. incognita, indi-
cando o uso das AgNPs como uma estratégia promissora para o controle desse fitonematoide.

Apoio: Embrapa, CNPq, FAP-DF, Capes e Funbio.

1 Biotecnologia, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB

2 Biologia Animal/Nanotecnologia, Ph.D., pesquisa aplicada, TecSinapse

3 Bionanotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
4 Biologia, Universidade de Brasilia-UnB

5 Bioquimico, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

8 Evolugao Molecular, ,Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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37 - AVALIAGAO DA PRESENGA DO VIRUS COWPEA
APHID-BORNE MOSAIC VIiRUS EM PLANTAS DE
Passiflora spp. DO BANCO DE GERMPLASMA
“FLOR DA PAIXAO” NA EMBRAPA CERRADOS

Nogueira, .'; Vidal, A. H.2; Abreu, E. F. M.3; Faleiro, F. G.%; Peixoto, J. R.%; Lacorte,
C.5; Ribeiro, S. G.7

O endurecimento do fruto do maracujazeiro € uma virose que causa perdas severas na produ-
¢ao cultura. A doenga também diminui a vida util dos pomares de maracuja fazendo com que
os produtores renovem as plantas anualmente. No Brasil, a doenga é causada pelo potyvirus
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) e prevalece nos campos de maracuja. A Embrapa
Cerrados possui uma colegéo de germoplasma de espécies selvagens de Passiflora (BAG “Flor
da Paixao”) que sao utilizadas em programas de melhoramento como fonte de caracteristicas
de interesse para cultivares comerciais de maracuja. Como parte de uma pesquisa da ocorrén-
cia de virus nas plantas do BAG “Flor da Paixao”, este estudo teve como objetivo identificar os
acessos infectados pelo CABMV. A avaliagao foi realizada em 58 acessos pertencentes a 45
diferentes espécies de Passiflora. Folhas de plantas assintomaticas e plantas com sintomas
de mosaico, bolhosidade, manchas amarelas e deformagao foram coletadas, e o RNA total foi
isolado usando o reagente TRIzol. Trés microgramas de RNA total foram depositados em uma
membrana de nylon e hibridizados com uma sonda derivada do CABMV marcada com a®2P-
dCTP. O CABMV foi detectado em 77,6% das plantas testadas, indicando uma alta incidéncia
do virus nas plantas de Passiflora do banco de germoplasma da Embrapa Cerrados. Das treze
plantas negativas para CABMV, 12 apresentaram sintomas de mosaico, o que indica que essas
plantas, provavelmente estao infectadas por outros virus.

Apoio: Embrapa, CNPq, Capes, FAP-DF.

1 Agronomia, doutorado, Universidade de Brasilia-UnB

2 Ciéncias Naturais Biotecnologia, mestrado, Universidade Federal de Campina Grande-UFCG
3 Biologia Molecular, Dr., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Genética e Biotecnologia, pés-doutorado, Embrapa Cerrados

5 Agronomia, Dr. , Universidade de Brasilia-UnB

8 Biotecnologia Vegetal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

7 Virologia Molecular, Ph.D, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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38 - AVALIAGAO DO USO DE RESORCINOL COMO
INDUTOR DE IN’GESTAO DE PROTEINAS DE Bacillus
thuringiensis TOXICAS A Meloidogyne incognita

Santos, J. B."; Aguiar, |. R.2; Batista, V. A.2; Borges, M. G.2; Eckstein, B.3;
Monnerat, R. G.*

Dentre as principais ameacgas a produgao agricola mundial, destacam-se os fitone-
matoides do género Meloidogyne. Estes parasitas colonizam mais de 2.000 plantas
hospedeiras e tém sido controlados, com baixa eficiéncia, através de produtos qui-
micos. Uma opcao de combate poderia ser o uso de agentes de controle bioldgico,
dentre os quais a bactéria Bacillus thuringiensis. Este microrganismo esta difundido
na natureza e produz inclusdes cristalinas, também conhecidas como proteinas Cry,
toxicas a diversas pragas. As proteinas Cry séo classificadas em 74 familias com
base na sua sequéncia de aminoacidos, sendo que as toxinas das familias Cry5,
Cry6, Cry12, Cry13, Cry14, Cry21, e Cry55 apresentam atividade nematicida. Para
que essas toxinas atuem €& necessario que as mesmas sejam ingeridas pelo nema-
toide, assim, a execugao de testes é limitada pela dificuldade dos mesmos em ingerir
materiais dispersos no meio de cultivo. Segundo a literatura, o composto quimico
resorcinol (CsHsO,) atua como neuroestimulador em nematoides, induzindo a inges-
tdo de pequenas substancias dispersas no meio. O uso conjunto de resorcinol e as
toxinas Cry poderia viabilizar a sele¢éo de toxinas. No entanto, a dose de resorcinol
citada na literatura foi letal a M. incognita. Assim, este trabalho teve dois objetivos; 1)
verificar a viabilidade do uso do resorcinol que garanta a fungdo neuroestimulante,
mas que nao seja tdxica aos nematoides €, 2) selecionar estirpes de B. thuringiensis
téxicas a M. incognita. Para se obter a concentragdo néo letal de resorcinol, juvenis de
segundo estagio (J2) foram submetidos a diferentes doses do produto, verificando-se
que a concentracéo de 0,2% nao causou mortalidade. Em seguida, foram realizados
ensaios visando avaliar se a concentragdo de 0,2% proporcionava a ingestéo da to-
xina CryBA e, para tal, avaliou-se a mortalidade dos nematoides apds 24 horas em
contato com as suspensdes da proteina. A mortalidade de J2s foi 10 vezes superior
na presenca de Cry6Aa quando comparada ao controle (sem Cry6Aa). Por ultimo,
14 estirpes de B. thuringiensis foram testadas, resultando em niveis de mortalidade
variando de 4 a 36%.

Apoio: Embrapa, CNPq e Capes.

1 Agronomia, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB

2 Biologia, graduagéo, Centro Universitario de Brasilia - UniCEUB

3 Fitopatologia, D. Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
4 Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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39 - CARACTERIZAGAO DE UM NOVO
CYTORHABDOVIRUS INFECTANDO FEIJOEIRO COMUM
TRANSMITIDO POR Bemisia tabaci MEAM 1

Lima, B. P."; Alves-Freitas, D. M. T.2; Melo, F. L.3; Pereira-Carvalho, R. C.4; Faria, J.
C.5 Ribeiro, S. G.°

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris) € uma importante fonte proteica na América Latina e
Africa e seu cultivo é afetado pela incidéncia de diferentes virus. O sequenciamento de alto ren-
dimento foi empregado para identificar virus com genoma de RNA em feijoeiros no estado de
Goias (GO). Apds analise bioinformatica identificaram-se contigsde um provavel cytorhabdovi-
rus (familia Rhabdoviridae) com baixa semelhanga com o Northern cereal mosaic virus (NCMV)
e foi denominado Bean associated cytorhabdovirus (BaC). Os cytorhabdovirus tém particulas
envelopadas, genoma de ssRNA negativocom 11-14 kb e s&o transmitidos por pulgdes ou ci-
garrinhas. Um isolado de Luziania, GO, (BaC_Luz) foi utilizado para a caracterizacao viral. As
extremidades 3’e 5’ do BaC foram identificadas por RACE (Rapid Amplification cDNAs Ends) e
o genomarecuperado por PCR de fragmentos sobrepostos totalizando 13,449 nt. O genoma é
composto por cinco genes essenciais aos rhabdovirus (N: nucleoproteina, P: fosfoproteina, M:
proteina matriz, G: glicoproteina e L: polimerase) flanqueados por duas regides nao transcritas
leader e trailer, além de um gene localizado entre P e M que codifica uma provavel proteina
de movimento. Analises filogenéticas realizadas com a sequéncia de aminoacidos da nucleo-
proteina mostraram que o BaC agrupou-se em um ramo com virus do género Cytorhabdovirus
que infectam monocotileddneas e sdo transmitidos por cigarrinhas, o NCMV e Barley yellow
striate mosaic virus. OBaC_Luz foi transmitido por moscas brancas a partir de uma planta
infectada para feijoeiros‘Jalo’, ‘Pérola’ e ‘BRS FC 401 RMD’por um periodo de acesso de ino-
culacado (PAI) de 14 dias, resultando em 100% de eficiéncia. Sob condi¢des controladas, mos-
cas brancas adultas aviruliferas foram submetidas a um periodo de acesso de aquisi¢cao de 7
dias em plantas infectadas e um PAI subsequente de 7 dias em plantulas saudaveis de soja
(Glycine max) ‘BR16’,caupi (Vigna unguiculata) e feijao comum ‘BRS FC 401 RMD’, com taxas
de transmissao de 25, 50 e 75%, respectivamente. Este estudo relata a identificagéo do primei-
ro rhabdovirus infectando feijdes e, pela primeira vez, um membro da familia Rhabdoviridae
transmitido por Bemisia tabaci MEAM1.

Apoio: Embrapa, Capes, CNPq e FAP-DF.

1 Biologia Molecular, doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB

2 Biologia Molecular, Dr., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista PDE-CNPq
3 Microbiologia, Dr., Universidade de Brasilia-UnB

“ Fitopatologia, Dr., Universidade de Brasilia-UnB

5 Fitopatologia, Ph.D., Embrapa Arroz e Feijao

8 Virologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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40 - CARACTERIZAGAO E IDENTIFICAGAO DE LINHAGENS
DE Trichoderma PERTENCENTES A COLEGAO DA
EMBRAPA RECURSOS GENETICOS E BIOTECNOLOGIA

Macédo, K. B."; Inglis, P. W.2; Martins, I.3; Sifuentes, D. N.#; Souza, D. A.5; Valadares-
Inglis, M. C.%; Mello, S. C. M.”

Linhagens de Trichoderma, conservadas na Colegdo de Agentes de Controle Bioldgico de
Fitopatogenos e Plantas Daninhas, da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foram ca-
racterizadas aos niveis morfoldgico, molecular e por MALDI-TOF. Linhagens foram retiradas da
colegédo e plaqueadas em meio BDA. Colbnias crescidas por 05 dias foram fotografadas para
registro morfolégico. Amostras de trés regides de crescimento foram analisadas em espectro-
metro de massa (MicroFlex LRF MALDI-TOF — Bruker Daltonics GmbH). Os dados de aquisi¢ao
foram analisados utilizando o software Biotyper (Bruker Daltonics) e os agrupamentos tiveram
seus respectivos espectros avaliados para posterior identificacdo. Micélios das amostras foram
coletados e utilizados para extragdo de DNA gendmico. As regides ITS e TEF1 foram amplifi-
cadas por PCR, sequenciadas e utilizadas para a analise filogenética, usando os métodos de
inferéncia Bayesiana e Maximo verosimilhanga (ML). Um total de 192 amostras foi analisado,
mostrando a diversidade de linhagens de Trichoderma, sendo que estes resultados sao impor-
tantes para o conhecimento da representatividade de linhagens das espécies deste género, na
Colecao. A correta identificagéo das linhagens permitira a disponibilizacdo de materiais com
taxonomia conhecida, para o desenvolvimento de biopesticidas.

Apoio: Embrapa, FAP-DF.

1 Biologia, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

2 Genética Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Agronomia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Bioquimica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

5 Biologia Molecular, Dr., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

8 Genética Molecular de Microrganismos, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
" Fitopatologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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41 - COLEGAO DE BACTERIAS DE INVERTEBRADOS, UMA
DAS QUATRO COLEGOES BRASILEIRAS DA REDE GLOBAL
DE RECURSOS BIOLOGICOS - DESAFIOS E EXPECTATIVAS

Almeida, Z. G."; Praga, L. B.%; Da Silva, E. Y. Y.3; Monnerat, R. G.*

Em 2005, iniciou-se um projeto apoiado pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia para preparar
colecgdes brasileiras para atuar como Centros Nacionais de Recursos Biolégicos. Foram avalia-
das 16 colegbes no tocante a conformidade com os requisitos da Norma ABNT NBR ISO/IEC
17025 e, destas, foram selecionadas quatro colegdes com o objetivo de implementar o Sistema
de Qualidade (SQ), a fim de comprovar sua competéncia na prestagéo de servigos técnicos
e especializados e na oferta de materiais biolégicos certificados. A Colegao de Bactérias de
Invertebrados Brasileiros, da Embrapa, foi uma das quatro colegdes selecionadas pelo projeto.
Desde entéo, a equipe da colegéo e o Nucleo de Gestao da Qualidade da Embrapa realizaram
as seguintes atividades para implementar a ISO 17025: diagnéstico da situagéo real da cole-
¢ao em relagao aos requisitos da Norma, treinamento de pessoal, mapeamento de processos,
preparagéo dos documentos do SQ (Manual de Qualidade, lista principal, 37 procedimentos
técnicos e 31 gerenciais; 11 instrugdes de equipamento), implantagao do programa 5S e geren-
ciamento de residuos, validagdo de métodos, controle de qualidade dos ensaios, adequagao de
infraestrutura, manutencéo, calibragédo e qualificacdo de equipamentos e avaliagbes externas.
Durante quatro anos, a Colegao foi por auditada (?) trés vezes (2005, 2007 e 2009), receben-
do34, 21 e 4 nao-conformidades, respectivamente. Estes resultados mostram o grande pro-
gresso das atividades de Colegado com relagdo a Norma. Como resultado desse esforgo, a co-
legéo, além de atender aos requisitos da ISO 17025, implementou os requisitos da Norma para
Centro de Recursos Bioldgicos da Organizagédo de Cooperagéo e Desenvolvimento Econémico
(OCDE). Assim, a colegéo pode ser reconhecida como Centro de Recursos Biolégicos pois o
Inmetro estabeleceu um programa especifico para avaliar a conformidade das colec¢des bra-
sileiras. Para atender a Norma da OCDE (NIT DICLA 061), todas as informagbes da colegao
foram inseridas em um banco de dados e as mais de 2.600 estirpes foram preservadas sob
dois métodos (papel de filtro e liofilizagado). Essas agdes levaram a colegéo a obter trés ensaios
acreditados pela Cgcre/Inmetro em 2015, e manutengéo dessa acreditagdo em 2017: identifica-
¢ao, teste de viabilidade e pureza de Bacillus thuringiensis e Lysinibacillus sphaericus.

Apoio: Embrapa.

' Biomedicina, graduagéo, colaboradora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
2 Agronomia, Dra., Técnica da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Engenharia de Alimentos, Doutora, Colaboradora da Embrapa Recursos e Biotecnologia
4 Microbiologia, Ph.D., Pesquisadora da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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42 - COLONIZACAO DE Bacillus thuringiensis EM
PLANTAS DE TOMATEIRO: EFEITO NO CRESCIMENTO
VEGETAL E SOBRE Helicoverpa armigera

Costa, F. S. S.'; Gomes, A. C. M. M.%; Soares, C. M. S.3; Monnerat, R. G.*

Dentre as hortaligcas cultivadas no Brasil, o tomateiro (Solanum lycopersicum Mill.) € uma das
mais importantes considerando-se os aspectos socioecondmicos. O Bacillus thuringiensis (Bt)
€ 0 microrganismo base para um produto amplamente comercializado e utilizado no contro-
le bioldgico de insetos-praga. Estudos realizados por este grupo de pesquisa tém observado
cepas de Bt capazes de induzir crescimento em plantas, promovendo-lhes um maior vigor, e
ainda produzindo efeitos negativos sobre insetos lepidopteros que se alimentam de seus teci-
dos vegetais. O presente estudo propds avaliar a capacidade de colonizagdo das cepas S1450,
S1905, S2122 e S2124 de Bt em tomateiro, no crescimento da planta e sobre Helicoverpa
armigera (Hubner). Ao final do ensaio, com 27 dias da bacterizagéo nas raizes, ndo foram ob-
servadas diferengas de crescimento das plantas entre os tratamentos com a bactéria. Porém
foi possivel recuperar o Bt de raizes, do caule e de folhas dos tratamentos com a cepa S1450
e S2122, sendo que para esta ultima observada somente nas raizes. A colonizagao das bac-
térias foi comprovada pela capacidade de colonizagdo e esporulagéo provenientes de secdes
de raizes de plantas 7 dias ap6s o tratamento e com a utilizagdo de microscopia eletronica de
varredura dos tecidos de raiz, caule e folha com a estirpe S1450. As larvas expostas a alimen-
tagdo em plantas tratadas com S1450 apresentaram tamanho e peso menores em relagéo a
testemunha e as pupas mostraram deformidades. Entretanto, novos ensaios serdo realizados
com o objetivo de estudar a interagédo plantas de tomate/Bt no sentido de elucidar seus efeitos
sobre a praga.

Apoio: Embrapa e Capes.

' Agronomia, doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB

2 Biologia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Agronomia, Ph.D., IMAmt — Instituto Mato-Grossense do Algodao

4 Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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43 -DESENVOLVIMENTO DE MODELOS DE NANOECOTOXICIDADE
PARA A AVALIAGCAO DOS POTENCIAIS EFEITOS AMBIENTAIS DE
NANOPARTICULAS DE PRATA

Fernandes, J. B."; Bonatto, C. C.2; Silva, L. P.3

A nanotecnologia € uma area do conhecimento com potencial para aplicagdes em diversos
setores, desde eletrénicos até medicina e alimentagdo. Entretanto, em adicdo aos efeitos be-
néficos promovidos por diversos tipos de nanomateriais, incluindo nanoparticulas, muitas vezes
se faz necessaria também a investigacdo de eventuais efeitos deletérios desses novos mate-
riais. Portanto, em muitos casos ha a necessidade de estudar a nanoecotoxicidade de sistemas
nanoparticulados para entender seu possivel impacto ao meio ambiente, em particular aos
diferentes niveis troficos. O presente estudo tem como estratégia introduzir diferentes tipos de
nanomateriais como, por exemplo, nanoparticulas de prata (AgNPs), em micro ecossistemas
fechados ou semi-abertos, os quais tenham sido previamente estabilizados, visando analisar
fatores bidticos e abidticos, como variagdo de gases; taxa de crescimento populacional; e a
disponibilidade e concentragdo de nutrientes. Os fatores analisados serdo escolhidos a partir
dos organismos presentes nos micro ecossistemas, podendo estes ser um aquario, um terrario
ou até mesmo uma vidraria tradicional (e.g. baldes de vidro e placas de cultivo). Até o momento
foi realizada a avaliagdo dos padrbes de crescimento em condigbes controladas das bactérias
Escherichia coli e Staphylococcus aureus isolados e posteriormente esses serdo comparados
aos padrdes de crescimento dos mesmos microrganismos em co-cultivo para identificacéo de
possiveis alteragdes. Apds a selegdo de uma condicdo em que ambas as bactérias coexistam
de forma estavel, havera a introdu¢do de AgNPs em diferentes concentragdes e sera realizada
uma investigacdo acerca de possiveis mudangas nas caracteristicas de crescimento individual
previamente estabelecidas.

Apoio: Embrapa e CNPq.

1 Ciéncias Ambientais, graduagado, Universidade de Brasilia-UnB
2 Nanotecnologia, pesquisa aplicada, TecSinapse
3 Bionanotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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44 - DESENVOLVIMENTO DE UM SISTEMA MULTIPLEX qPCR
PARA IDENTIFICAGAO DE GENES Cry DE Bacillus thuringiensis

Posso, M. C.'; Martins, E. S.%; Praga, L. B.3; Silva, P. Q.#; Monnerat, R. G.5

Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis) € uma importante bactéria do grupo Bacillus cereus
sensu lato devido as suas propriedades entomopatogénicas e inseticidas. Esse microrganismo
apresenta alta variabilidade genética e suas estirpes produzem diferentes toxinas Cry, conheci-
das como 6-endotoxinas, que sdo as principais responsaveis pelo efeito toxico em insetos-pra-
gas agricolas e em insetos vetores de doengas humanas. Cada estirpe pode expressar uma
variedade de genes cry, de um total de 789 genes descritos até o momento. A detecgéo desses
genes é muito importante para a caracterizagao das estirpes, pois pode indicar o seu potencial
téxico. Diversas formas de caracterizacao de estirpes de B. thuringiensis foram propostas, mas
uma das técnicas mais utilizadas € a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir de inicia-
dores que detectam a presencga dos genes cry. Esta técnica foi aperfeicoada para uma forma
mais rapida, eficiente e segura através da realizagdo de um ensaio de PCR quantitativo multi-
plex em tempo real (QPCR) em que se pode detectar a presenga de trés genes em uma unica
reacao. Neste trabalho, foi desenvolvido um ensaio em multiplex para identificar a presenca
de genes das familias cry1A, cry1C e cry1F, cujas respectivas toxinas estdo presentes tanto
em bioinseticidas quanto em plantas transgénicas comerciais para controle de lagartas. Neste
trabalho, foram desenhados iniciadores especificos para a identificagado das familias dos genes
citados e o sistema foi validado com amostras que foram sequenciadas por NGS. O sistema
foi implementado e utilizado para caracterizar 214 estirpes. Dessas, oito foram submetidas a
PCR convencional, e os resultados foram coincidentes, confirmando novamente a validagédo do
sistema. Assim, a aplicacédo da técnica proposta permite a avaliagdo confiavel através de um
sistema para a detecgdo da presencga dos genes das familias cry1A, cry1C e cry1F em amos-
tras de B. thuringiensis.

Apoio: Embrapa, UnB, Capes e CNPq.

' Biologia Microbiana, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB

2 Biologia Molecular, Ph.D., Instituto Matogrossense do Algod&o-IMAmt

3 Agronomia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

“ Biologia Molecular, Ph.D., Instituto Matogrossense do Algodao-IMAmt/UniCEUB
5 Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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45 - ESTRATEGIAS DE PRODUGAO DE
BACULOVIRUS PARA CONTROLE DE Chrysodeixis
includens (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Silva, C. E. P."; Souza, M. L.?; Sihler, W.3; Benito, N. P.%; Ferreira, M. B. C.5; Gomes,
S. D.5; Sanches, M. M.”

O baculovirus Pseudoplusia includens single nucleopolyhedrovirus (PsinSNPV) tem sido testa-
do com sucesso no controle de Chrysodeixis includens. No entanto, para sua efetiva utilizagao
no controle biolégico desta praga, € necessario obter uma estratégia de produ¢cdo com o menor
custo possivel. O objetivo deste trabalho foi testar o isolado Buritis de PsinSNPV em infecgdes
in vitro e também avaliar a produgéo in vivo em diferentes condi¢gdes. Foram avaliadas células
de trés linhagens celulares: Trichoplusia ni (BTI-Tn-5B1-4) e S. frugiperda (IPLB-SF21AE e
Sf9). As células foram semeadas a uma densidade de 1X108 por placa de 60mm?. Os virus
foram obtidos a partir de hemolinfa de larvas infectadas aos 4 d.p.i. e inoculados para adsorgéo
a células durante 1 hora (PO0). Células infectadas foram mantidas em meio TNMFH completo a
27°C. Analises morfoldgicas foram inicialmente monitoradas por microscépio 6tico durante cin-
co dias. Posteriormente, os sobrenadantes foram coletados para novas infecgbes (P1) usando
o mesmo procedimento. Aos 5 d.p.i. 0s sobrenadantes foram coletados para a segunda passa-
gem (P2). A quantidade de DNA obtida de Budded Viruses (BVs) das trés passagens foi moni-
torada por PCR em tempo real (QPCR) usando sistema Sybr green com primers desenhados
para photolyase de PsinSNPV. O experimento foi repetido duas vezes. Também foi realizado o
experimento para produgéo de PsinSNPV in vivo, ou seja, em larvas de Chrysodeixis includens
em 3° e 4° instares. O indculo foi aplicado em duas diferentes doses (5x10°% e 5x107pol/ml),
incubadas em trés diferentes temperaturas (23°C, 26°C e 29°C). A avaliagdo ocorreu em um
periodo de 5 dias para cada tratamento. A incubagéo a 23°C e a 26°C das larvas infectadas
com o virus se mostrou eficaz para a produgao de poliedros in vivo. As doses iniciais do virus e
estagios larvais ideais para a producéo dependeram da temperatura, porém a melhor produgao
foi obtida na dose inicial 5x107 poliedros/ml em larvas de 4° instar. A incubacgao dos tratamentos
a 29°C mostrou menor eficacia para a produgéo de PsinSNPV, devido a fatores como mortalida-
de rapida com a ruptura do tegumento das larvas, além de um rapido desenvolvimento da larva
a fase de pupa. A producéo de PsinSNPV em cultivo in vitro n&o foi satisfatéria nas linhagens
celulares testadas, com baixa produgao de poliedros e BVs.

Apoio: Embrapa e FAP-DF.

' Biologia, graduagao, Universidade Paulista-UNIP

2 Virologia molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Biologia Molecular, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
4 Entomologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

5 Biologia, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

% Biologia, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

7 Virologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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46 - IDENTIFICACAO E INFECTIVIDADE DE ISOLADOS
VIRAIS EM LAGARTAS FALSA-MEDIDEIRA

Ferreira, A. C. Q."; Ruffo, G. C.%; Santos, L. A. V. M.2; Ribeiro, Z. M. A.3; Castro, M.
E.B.?

A lagarta falsa-medideira Chrysodeixis includens (Walker,1857) (Lepdoptera: Noctuidae) ga-
nhou recentemente maior destaque nas pesquisas de controle de bioldgico por ter se torna-
do uma praga primaria das plantagdes de soja no Brasil. O uso progressivo de baculovirus
em controle de pragas tem ocorrido, visto as caracteristicas inseticidas e de especificidade
apresentadas por esses patdogenos, além de ndo causar riscos ao meio ambiente e a saude
humana. Neste trabalho, novos isolados virais foram identificados visando selecionar virus que
possuam alto grau de viruléncia e patogenicidade em seus insetos hospedeiros. Um isola-
do de nucleopoliedrovirus (NPV) obtido de larvas mortas coletadas em plantagao de soja em
Minas Gerais foi identificado por microscopia e nomeado como Chrysodeixis includens NPV-
MG (ChinNPV-MG.A). Inicialmente, ensaios de multiplicagdo do virus foram realizados para
formagéo de um estoque viral e para avaliar a infectividade desse isolado. Bioensaios prelimi-
nares foram realizados usando as concentragdes de 1,6x10°%, 4x10* e 1x10* OBs/mL de dieta,
larvas C. includens de terceiro instar, 2 larvas/copo, totalizando 40 larvas por repeticdo. Esses
ensaios foram realizados em ftriplicata e incubados em condigbes adequadas de crescimento
de insetos (BOD). A mortalidade diaria das larvas foi registrada a partir de 3 dias pés-infeccao
(dp.i). Na maior concentragao viral testada (1,6x10° OBs/mL de dieta) foi observada uma mor-
talidade larval de 100%, sendo coletadas larvas mortas a partir do 5dp.i. atingindo a totalidade
de larvas mortas no 8 a 9dp.i. Nas concentragées menores, nesse mesmo periodo de infecgao
(9d.pi.), as taxas variaram em torno de 50% de larvas mortas pelo virus. Além da avaliagéo da
atividade inseticida desse isolado viral e testes de infecgdo em linhagens celulares de insetos,
analises gendmicas comparativas serao realizadas como suporte a obtengéo de isolados virais
mais eficazes para o controle bioldgico da praga.

Apoio: Embrapa, IMAmt, CNPq.

1 Biomedicina, graduagéo, Centro Universitario de Brasilia-UniCEU

2 Ciéncias Bioldgicas, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
3 Fitopatologia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Virologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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47 - IDENTIFICACAO MOLECULAR DE Fusarium spp.
INTERCEPTADAS EM QUARENTENA VEGETAL

Aguiar, P. R."; Souza, E. S. C.%; Urben, A. F.3; Carvalho, E. A.#

A quarentena vegetal € uma medida fitossanitaria legal baseada no principio da exclusédo. Desta
forma, a Estagdo Quarentenaria da Embrapa (EQ) realiza anadlises fitossanitarias de germo-
plasma e outros materiais vegetais destinados a pesquisa visando impedir a entrada de pragas.
Dentre estas pragas, destacam-se os fungos como o grupo de patégenos mais numeroso. O
objetivo deste trabalho foi identificar espécies de Fusarium interceptadas em quarentena vege-
tal por marcadores moleculares. Foram selecionados 16 isolados de Fusarium spp. intecepta-
dos no Laboratérios de Micologia de 09 diferentes espécies hospedeiras: arroz (Oryza sativa),
brachiaria (Brachiaria sp.) cevada (Hordeum vulgare), pinus (Pinus sp.), soja (Glycine max),
lUpulo (Humulus lupulus), milho (Zea mays), panicum (Panicum maximum) e uva (Vitis vinifera).
A extragdo do DNA total dos isolados, amplificagao da regido ITS (Internal Transcribed Spacer)
do rDNA por meio de PCR (Polymerase Chain Reaction) foram realizadas no Laboratério de
Diagndstico Molecular da EQ, em Brasilia, Distrito Federal. O sequenciamento dos fragmentos
amplificados foi realizado pelo método “BigDyeTerminator” por sequenciamento capilar auto-
matizado pela Plataforma ABI PRISM 3730 XL (Macrogen, Korea). As sequéncias foram ana-
lisadas, editadas e confrontadas com o banco de dados do GenBank por meio da ferramenta
Blastn. As sequéncias que apresentaram similaridade e/ou identidade foram ulilizadas para as
reconstrugdes filogenéticas por Maxima Verossimilhanga. O resultado da filogenia, baseada
apenas na regiao ITS, nao foi suficiente para a identificagdo das espécies. Apenas um isolado,
encontrado em arroz, foi identificado como Fusarium equiseti. Portanto outros marcadores mo-
leculares como EF e RPB2 deveréo ser incluidos na andlise para maiores robustez e resolugao
da analise filogenética.

Apoio: Embrapa, CNPq e Funbio.

1 Biologia, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

2 Biologia Microbiana, Dra., Colaboradora, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Biologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Fitopatologia, Dr., Embrapa Quarentena Vegetal
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48 - IDENTIFICACAO MOLECULAR DE GENES
COM POTENCIAL DE USO NO BIOCONTROLE DE
INVERTEBRADOS EM ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis

Hortencio, A. C."; Queiroz, P. R.2; Martins, E. S.3; Monnerat, R. G.*

As culturas de soja, algodao e milho sofrem grande perdas anuais de produgao devido a agéo
dos insetos. O controle é realizado por meio de produtos quimicos, cujos efeitos cumulativos
ocasionam grandes prejuizos ambientais e a saude humana, destacando-se ainda a rapida
selecado de insetos resistentes. O controle biolégico por entomopatdgenos como Bacillus thurin-
giensis (Bt) € uma alternativa eficaz devido a sua alta especificidade, auséncia de resisténcia
nos insetos alvos e baixo efeito residual no meio ambiente. A agdo de Bt é por meio da pro-
ducéo de cristais proteicos e proteinas secretadas com atividade contra varias espécies de
invertebrados. O objetivo deste trabalho foi identificar molecularmente genes em estirpes de
B. thuringiensis com potencial de uso no biocontrole de invertebrados. Foram selecionadas 50
estirpes de B. thuringiensis cujos DNAs gendmico e plasmidial foram extraidos e submetidos
a reagdes especificas de PCR para a detecgéo dos quatro genes com potencial de biocontrole
contra invertebrados. A analise mostrou que a presenga desses genes nas estirpes de Bt tem
frequéncia variada e que uma mesma estirpe de Bt ndo possui todos os genes em seu genoma.
Esse resultado demonstra a variabilidade na distribuicdo dos genes nas estirpes de Bt. Essa
estratégia é importante visando a identificagéo de estripes de Bt com potencial de biocontrole
contra varias espécies de invertebrados.

Apoio: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Instituto Mato-grossense do Algodéo
(IMAmt).

1 Biomedicina, graduagéo, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

2 Biologia Molecular, Pesq. Visitante, Instituto Mato-Grossense do Algodao-IMAmt/UniCEUB
3 Biologia Molecular, Pesq. Visitante, Instituto Mato-Grossense do Algod&do-IMAmt

4 Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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49 - INFECGAO EM LINHAGENS CELULARES DE INSETOS
CAUSADA POR ISOLADOS DE Chrysodeixis includens NPV

Santos, L. A. V. M."; Ferreira, A. C. Q.%; Ribeiro, Z. M. A.3; Castro, M. E. B.*

Chrysodeixis includens é um inseto polifago, conhecido como lagarta falsa-medideira, consi-
derado uma praga que causa sérios danos econémicos em varias culturas agricolas no Brasil.
Os baculovirus apresentam caracteristicas vantajosas e atrativas para os sistemas agricolas
no controle de pragas e para outras aplicagdes tecnolégicas como vetores de expresséo génica
em células de insetos e terapia génica. Esses virus sdo capazes de causar infeccdo em insetos
e em linhagens celulares de insetos. Durante o ciclo de infecgdo, em ambos os sistemas in vivo
e in vitro, séo produzidas duas formas virais ODV (occlusion derived virus) e BV (budded virus).
Essas particulas séo altamente infectivas, sendo as particulas oclusas usadas para infecgbes
via oral e os virus extracelulares (BV) via intrahemocélica e em sistemas de células em cultivo.
Ensaios de infecgao in vitro foram realizados visando identificar linhagens celulares de insetos
suscetiveis a isolados de Chrysodeixis includens NPV. Os isolados ChinNPV-MT.B e ChinNPV-
IE, selecionados anteriormente como os mais patogénicos em seus insetos hospedeiros, fo-
ram testados em quatro linhagens celulares Tn5B1-4, SF-21AE, Sf9 e UFLAG-286. Alteragdes
morfoldgicas foram observadas e monitoradas por 6 dias pds-infecgao via microscopio 6tico de
inversdo. Os efeitos observados em células suscetiveis a infecgéo viral foram arredondamen-
to celular, hipertrofia do nucleo e, em fases finais da infecgdo, produgéo de particulas virais
oclusas - OBs (corpos de oclusdo chamados de poliedros) e por vezes lise celular. Dentre as
linhagens celulares testadas, Tn5B1-4 foi suscetivel e produtiva aos isolados virais, seguida de
SF-21AE. O isolado ChinNPV-IE causou infeccdo em 70% do total de células Tn5B1-4 apre-
sentando 7x108 OBs/mL (144 hp.i.) e o isolado ChinNPV-MT.B, 60% do total de células apre-
sentaram sinais de infecgdo, mas somente 40% das células continham poliedros (4,1x108 OBs/
mL, 144 hp.i.). A presenca de poliedros nessas células foi também confirmada pela detecgao
da poliedrina (33 kDa) em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). Dois outros isola-
dos, ChinNPV-MG.A e ChinNPV-MG.B, também estdo sendo testados nas linhagens celulares
Tn5B1-4 e SF-21AE. Resultados preliminares mostraram que a linhagem Tn5B1-4 foi mais
suscetivel a esses isolados, apresentando elevada produgédo de poliedros em seus nucleos,
suportando a indicacdo dessa linhagem como uma hospedeira alternativa. A expectativa é que
a linhagem Tn5B1-4, mesmo sendo derivada de inseto hospedeiro heterdlogo para esse virus,
podera ser Util em estudos sobre os mecanismos envolvidos no processo de infecgdo viral € na
interacéo virus x hospedeiro.

Apoio: Embrapa, IMAmt, CNPq.

1 Ciéncias Bioldgicas, graduagéo, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
2 Biomedicina, graduagéo, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

3 Fitopatologia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Virologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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50 - Meloidogyne brasiliensis CHARQHAR &
EISENBACK (2002), UM SINONIMO JUNIOR DE
Meloidogyne ethiopica WHITEHEAD, 1968

Monteiro, J. M. S.'; Cares, J. E.%; Correa, V. R.3; Pinheiro, J. B.%; Mattos, V. S.5; Silva,
J. G. P%; Gomes, A. C. M. M.7; Santos, M. F. A.%; Carneiro, R. M. D. G.°

A populagéo tipo de Meloidogyne brasiliensis foi sinonimizada com Meloidogyne ethiopica com
base nas similaridades morfolégicas e morfométricas, caracterizagdo bioquimica e molecular, e
estudo de filogenia. Meloidogyne ethiopica foi descrita pela primeira vez em 1968 na Tanzania
através de estudos de espécimes provenientes de uma Unica massa de ovos multiplicada em
tomateiro, e redescrita em 2004 usando um isolado do Brasil. M. brasiliensis foi descrita em
2002 no Brasil, de espécimes coletadas de tomateiro cv. Rossol (populagao tipo) provenientes
de Londrina, e em ervilha cv. Mikado no Distrito Federal. Estudos envolvendo comparagdes
da descricdo e da redescricdo de M. ethiopica com a descricdo de M. brasiliensis revelaram
importantes similaridades na maior parte dos caracteres morfolégicos e morfométricos. A ca-
racterizagdo dos fenétipos da enzima esterase realizada para trés populagdes de M. ethiopica
provenientes do Brasil, Chile e Quénia, e duas populagbes de M. brasiliensis de Brasilia e
Londrina, resultou em apenas um padrdo de esterase (E3), conhecido de M. ethiopica. Em
ensaio de PCR, o fragmento de 350 pares de base do marcador SCAR espécie-especifico de-
senvolvido para M. ethiopica foi amplificado das duas populagdes de M. brasiliensis testadas.
Em analises de filogenia baseadas nas sequéncias da regido ITS1- 5.8S - ITS2 e do fragmento
D2D3 do gene 28S do rDNA, e nos dados dos marcadores RAPD e AFLP, as populagdes de
ambas espécies se agruparam no mesmo clado com altos niveis de suporte de bootstrap.
Esses resultados forneceram evidéncias suficientes de que M. brasiliensis nao é uma espécie
valida, mas sim, um sinénimo junior de M. ethiopica.

Apoio: CNPg, FAP-DF.

1 Fitopatologia, pds-doutorado, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista FAP-DF

2 Nematologia, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB

3 Fitopatologia, Ph.D., Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do Tocantins-IFTO

“ Fitopatologia, Ph.D., Embrapa Hortalicas

5 Fitopatologia,doutorado, Universidade de Brasilia-UnB

% Fitopatologia, M.Sc., bolsista Embrapa Café

7 Ciéncias agrarias, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

8 Fitopatologia, pds-doutorado, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista-CNPg- DTI-A
® Nematologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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51 - METODO SEMI-AUTOMATIZADO PARA A SEMEADURA
DE MICRORGANISMOS EM MEIO SOLIDO

Carvalho, B. S."; Bonatto, C. C.%; Silva, L. P.3

A robotizacao de atividades laboratoriais auxilia na otimizagdo de experimentos. Além da pa-
dronizagdo e controle dos ensaios experimentais, metodologias automatizadas aumentam a
reprodutibilidade e a confiabilidade dos dados obtidos. O objetivo deste estudo foi validar a apli-
cabilidade de um método semi-automatizado para a semeadura de bactérias em meio sélido
utilizando plataforma robética baseada em controle numérico computadorizado (CNC). A partir
de uma cepa de bactéria modelo do bacilo Gram-negativo Escherichia coli (ATCC® 8739), foram
realizadas as semeaduras ou repiques do isolado em placas de Petri contendo meio LB com
agar solidificado. A semeadura foi realizada utilizando-se uma plataforma robética comercial
modificada e também de forma manual (convencional) para comparagao das duas metodolo-
gias. Apds o repique, as placas foram armazenadas em uma estufa a 37°C durante 24h para
avaliagdo do processo de crescimento e observagéo de possivel formagao de coldnias isoladas.
Os testes iniciais com a plataforma robética tém sido realizados e demonstram semeaduras de
microrganismos viaveis e em alguns casos com colbnias isoladas. Sendo assim, a metodologia
semi-automatizada indica ser promissora em sua aplicagdo na pratica microbioldgica.

Apoio: Embrapa, FAP-DF, CNPq, Capes e UnB.

" Nanociéncia e Nanobiotecnologia, mestranda, Universidade de Brasilia-UnB
2 Nanotecnologia, Ph.D., TecSinapse
3 Bionanotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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52 - MONITORAMENTO DA SUSCEPTIBILIDADE
DE Helicoverpa armigera A TOXINAS Bt

Macedo, C. L."; Martins, E. S.%; Queiroz, P. R.3; Ferreira, B. C.4; Praga, L. B.%; Soares,
C. M. S.5; Moreira, H.7; Grisi, |.8; Soberén, M.%; Bravo, A.°; Monnerat, R. G."°

As culturas transgénicas que expressam genes de proteinas inseticidas de Bacillus thuringien-
sis (Bt) sédo usadas em todo o mundo contra diversas pragas. Em 2013, foi detectada a pre-
senca de Helicoverpa armigera, praga altamente polifaga, encontradaem diversas culturas de
importancia econdmica e que se tornou alvo da tecnologia Bt. Ainda em 2013, houve a detec-
cao de populagdes de Spodoptera frugiperda resistentes as plantas transgenicas expressando
toxinas Bt. A pressao de selegdo e 0 mau uso da tecnologia de plantas Bt, podera tambem sele-
cionar populacdes resistentes de H. armigera. Assim, este trabalho teve por objetivo monitorar
a susceptibilidade de H. armigera a toxinas Bt e identificar novas proteinas toxicas a este inseto.
O monitoramento da resisténcia foi realizado através de bioensaios e pela determinagao da ati-
vidade especifica dos receptores aminopeptidase-N (APN) e alcalino fosfatase (ALP) presentes
na superficie do intestino médio dos insetos. A populagdo avaliada ndo apresentou sinais de
resisténcia. Foram realizados ainda bioensaios com oito proteinas geneticamente modificadas,
dentre as quais duas se mostraram toxicas, podendo ser candidatas a serem inseridas na plan-
ta, caso ocorra resisténcia no futuro.

Apoio: Embrapa, FAP-DF, Instituto Mato-grossense do Algodao (IMAmt).

1 Biologia Microbiana, pés-doutoranda, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista FAP-DF
2 Biologia Molecular, Pesq. Visitante, Instituto Mato-Grossense do Algodao-IMAmt

3 Biologia Molecular, Pesq. Visitante, Instituto Mato-Grossense do Algod&do-IMAmMt/UniCEUB

4 Patologia molecular, pés-doutoranda, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista FAP-DF
5 Agronomia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

5 Agronomia, Ph.D., Instituto Mato-Grossense do Algoddo-IMAmt

" Pedagogia, Assistente, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

8 Medicina Veterinaria, B.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

9 Biologia, Ph.D., Universidad Nacional Autonoma de México, Cuernavaca — Morelos

19 Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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53 - NOVAS TOXINAS Cry DE Bacillus thuringiensis,
UMA FERRAMENTA PARA O CONTROLE DO BICUDO
DO ALGODOEIRO (Anthonimus grandis BOHEMAN)

Hirbs, J.'; Batista, N.2; Martins, E. S.3; Queiroz, P. R.%; Ferreira, B. C.%; Praga, L.
B.5; Monnerat, R. G.”

Anthonomus grandis é um inseto da ordem Coleoptera, € possui uma extraordinaria capacida-
de de reproduco. E considerado a principal praga do algodoeiro, tanto pelos danos que causa,
quanto pelas dificuldades de seu controle e apresenta ampla distribuicdo geografica no Brasil.
Os botdes florais localizados no tergo superior da planta sédo os preferidos para alimentacao e
oviposigcao, mas, pode atacar flores, magéas pequenas, folhas jovens e peciolo. Apds o ataque,
os botdes tornam-se amarelos, as bracteas abrem-se e os botdes caem. Varias formas de
controle vém sendo pesquisadas e utilizadas com o intuito de minimizar os efeitos danosos da
perda de producdo. Uma alternativa para viabilizar o mecanismo de resisténcia de plantas a
fitofagos é a construgao de cultivares transgénicas que expressem genes de resisténcia a inse-
tos. A bactéria Bacillus thuringiensis € um candidato natural como fonte de genes de resisténcia
a insetos. O objetivo deste trabalho foi selecionar genes candidatos, expressa-los individual-
mente e testa-los contra o bicudo do algodoeiro. Em parceria com o Instituto Mato-Grossense
do Algodao, cinco estirpes tiveram seu genoma completamente sequenciado e anotado e 15
genes foram selecionados para clonagem e expressao. As estirpes recombinantes foram tes-
tadas contra larvas neonatas de A. grandis adicionando-se 1 mL de cultura final (cultivada por
72h). O ensaio foi mantido em ambiente aclimatado a 28 °C +/- 2 °C e fotofase de 14h/10h.
Ap0ds sete dias foi feita a leitura e descarte do bioensaio. Das amostras testadas, quatro (/ma6,
Ima7, Ima10 e Ima15) mostraram um importante potencial para controle deste inseto, podendo
ser utilizados na construgdo de novas cultivares de algodao resistente ao bicudo.

Apoio: Embrapa, IMAmt, CNPq e Funbio.

' Biologia, graduagao, Universidade Paulista-UNIP

2 Biomedicina, graduagdo, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

3 Biologia Molecular, Pesq. Visitante, Instituto Mato-Grossense do Algod&do-IMAmt

4 Biologia Molecular, Pesq. Visitante, Instituto Mato-Grossense do Algodao-IMAmt/UniCEUB

5 Patologia Molecular, pés-doutoranda, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista FAP-DF
8 Agronomia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

" Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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54 - PROSPECGAO DE BACTERIAS ESPORULANTES COM
ATIVIDADE CONTRA Meloidogyne javanica IN VITRO

Batista, V. A."; Aguiar, I. R."; Santos, J. B.%; Borges, M. G.'; Praga, L. B.3; Monnerat,
R. G.%; Carneiro, R. M. D. G.5; Eckstein, B.®

A utilizagéo de bactérias esporulantes para controle fitopatdgenos vem trazendo bons resulta-
dos e tornando mais viavel a utilizagdo de métodos de controle bioldgico de doengas, incluin-
do as meloidoginoses. Uma das abordagens para se identificar bactérias com efeito sobre
nematoides séo os testes in vitro. Em testes realizados na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, foram identificadas bactérias ativas contra nematoides da espécie Meloidogyne
incognita in vitro. Considerando que nematoides da espécie M. javanica causam grandes pre-
juizos no Brasil, o objetivo desse trabalho foi avaliar estirpes de bactérias do género Bacillus
(pré-selecionadas em M.incognita) contra M. javanica in vitro. Para os testes, nove estirpes
bacterianas crescidas em meio TSB liquido foram adicionadas na concentracéo de 16% a sus-
pensao de juvenis de segundo estagio (J2s) de M. javanica. Apdés 24h foi avaliada a porcen-
tagem da mortalidade dos nematodides tratados com bactérias e do tratamento “testemunha”
(sem bactéria). Para cada estirpe foram realizadas quatro repetigdes. A mortalidade média dos
J2s com as nove bactérias variou entre 9,52 e 99,2%, na testemunha foi de 3,5%. Cinco estir-
pes causaram mortalidade acima de 80% in vitro e serdo submetidas a testes em condicao de
casa de vegetacéo para avaliar o controle in vivo dessa espécie de nematoides na cultura do
tomateiro.

Apoio: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, CNPq e UniCEUB.

' Biologia, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

2 Agronomia, mestrando, Universidade de Brasilia-UnB

3 Agronomia, Dra., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
5 Nematologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
% Fitopatologia, Dra., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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55 - PROSPECGAO DE BACTERIAS PARA O CONTROLE
DE Meloidogyne incognita EM TOMATEIRO

Aguiar, I. R."; Borges, M. G.'; Santos, J. B."; Batista, V. A.2; Praga, L. B.3; Monnerat,
R. G.%; Carneiro, R. M. D. G.5; Eckstein, B.®

As meloidoginoses sdo um problema crescente no Brasil, por isso, pesquisas para o seu con-
trole, incluindo o controle biolégico s&o de grande importancia. Bactérias esporulantes, como as
dos géneros Bacillus e Paenibacillus séo frequentemente descritas como agentes de controle
bioldgico de nematoides, no entanto, poucas pesquisas sao realizadas nessa area no Brasil. O
objetivo desse trabalho foi prospectar bactérias esporulantes para o controle de Meloidogyne
incognita em tomateiros. Testes in vitro foram realizados para identificar bactérias toxicas aos
juvenis de segundo estagio (J2) da espécie citada. Quatro estirpes com alta toxicidade in vitro
foram selecionadas e testadas quanto a inibigdo da penetragéo dos J2s em raizes de tomatei-
ros. Para tal, sementes da cv. Santa Clara foram microbiolizadas com as bactérias e aos 27 dias
apods a semeadura (DAS) procedeu-se a contagem do nimero de J2s nas raizes das plantas
(os quais foram inoculados aos 21 DAS). Houve reducgéo na penetragao dos J2s nas raizes em
todos os tratamentos com bactérias. Um isolado bacteriano proporcionou redugéo estatistica-
mente diferente da testemunha (sem bactéria) no teste de Tukey (a=0,05), comprovando que
esta bactéria interfere na penetragéo de M. incognita em tomateiros. A bactéria sera identificada
ao nivel de espécie e submetida a testes robustos para avaliar seu potencial no controle de
meloidoginoses.

Apoio: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, FAP-DF e CNPq.

" Biologia, graduag&o, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

2 Agronomia, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB

3 Agronomia, Dra., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
5 Nematologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
¢ Fitopatologia, Dra., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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56 - RELAGOES FILOGENETICAS ENTRE
ISOLADOS DE Chrysodeixis includens NPV DE
DIFERENTES REGIOES GEOGRAFICAS

Santos, L. A. V. M.'; Craveiro, S. R.%; Inglis, P. W.3; Ribeiro, Z. M. A.%; Castro, M.
E.B.5

O baculovirus Chrysodeixis includens nucleopolyhedrovirus (ChinNPV) € um patégeno da la-
garta falsa-medideira, Chrysodeixis includens, praga que vem causando grandes prejuizos
econdmicos ao pais. Estudos realizados por esse mesmo grupo de pesquisa relatam a ocor-
réncia de variabilidade genética entre quatro isolados de ChinNPV (MT.A a MT.D) coletados em
plantagdes de soja e algodéo no estado do Mato Grosso, sugerindo a realizagdo de uma inves-
tigagdo mais detalhada quanto as possiveis variagdes ocorridas nos genomas destes isolados.
Com esse objetivo, DNAs dos quatro isolados foram purificados e utilizados para amplificagdo
de genes conservados em baculovirus (lef-8, lef-9, e polh). Os produtos de PCR (reagéo em ca-
deia da polimerase) apresentaram fragmentos de tamanhos correspondentes aos genes ana-
lisados por eletroforese em gel de agarose 1%. Esses produtos foram sequenciados para com-
provacao de seus genes correspondentes e para analises filogenéticas entre os quatro isolados
e os demais isolados de ChinNPV depositados no GenBank. O alinhamento das sequéncias
nucleotidicas dessas trés regides amplificadas revelou a presencga de polimorfismos de base
unica (Single Nucleotide Polimorfism — SNPs). A comparagéo da identidade desses isolados
com outros sete ja descritos na literatura variou entre 98,5% a 99,7%. As analises filogenéticas
de maxima parciménia evidenciaram que os quatro isolados estudados apresentam variagoes
e agruparam em um clado separado dos outros sete isolados estudados anteriormente. Essas
analises revelam que isolados de diferentes regides geograficas contém variagdes genéticas.
Entretanto, o significado funcional dessas variagdes precisam ser mais estudadas por meio
de analises mais complexas utilizando-se do sequenciamento do genoma completo desses
isolados virais. Este estudo auxiliara no entendimento da diversidade genética, comumente
encontrada em isolados virais de campo, e em estudos de interagéo de virus-hospedeiro.

Apoio: Embrapa, IMAmt, CNPq e Capes.

1 Ciéncias Bioldgicas, graduagéo, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

2 Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Microbiologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
“ Fitopatologia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

5 Virologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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57 - RIZOCOMPETENCIA EM ALGODOEIRO E ATIVIDADE
ANTAGONISTA DE BACTERIAS ESPORULANTES
CONTRA Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum

Borges, M. G.'; Aguiar, I. R."; Batista, V. A.%; Praga, L. B.3; Mello, S. C. M.%; Soares,
C. M. S.5; Monnerat, R. G.5; Eckstein, B.*

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores de algodao. O fungo Fusarium oxysporum
f. sp. vasinfectum (Fov), agente causal da murcha de fusarium é responsavel por danos signifi-
cativos na cultura. Rizobactérias esporulantes, como as do género Bacillus e Paenibacillus, sao
importantes agentes de controle bioldgico de patdégenos radiculares. O objetivo desse trabalho
foi selecionar bactérias esporulantes com atividade in vitro contra Fov e rizocompeténcia em
algodoeiro. Para tal, 16 estirpes pré-selecionadas contra Fusarium spp. Foram submetidas
a testes de antagonismo contra Fov (isolado CCMF-CNPA 007) in vitro e avaliadas quanto a
rizocompeténcia em cultivar CNPA 2008-1708, através da microbiolizagéo das sementes e re-
cuperacgéao das bactérias das raizes aos 14 dias apds a semeadura. Das 16 bactérias testadas,
oito reduziram o crescimento didmetro do micélio do patdgeno in vitro, apresentaram diferenca
estatistica significativa quando comparados a testemunha (sem bactéria). Das oito bactérias
antagonistas in vitro, trés delas foram rizocompetentes, uma caracteristica importante para o
biocontrole de patégenos radiculares. As trés rizobactérias antagonistas ao fungo in vitro serao
avaliadas quanto ao potencial de controle da murcha de fusarium na cultura do algodéo.

Apoio: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, FAP-DF e CNPq.

' Ciéncias Bioldgicas, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
2 Agronomia, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB

3 Agronomia, Dra., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

“ Fitopatologia, Dra., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

5 Entomologia, Ph.D., Instituto Mato-Grossense do Algoddo-IMAmt

¢ Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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58 - TAXONOMIA INTEGRATIVA DE Meloidogyne oryzae
(NEMATODA: MELOIDOGYNIDAE) PARASITANDO
ARROZ IRRIGADO NO SUL DO BRASIL

Mattos, V. S."; Cares, J. E.2; Gomes, A. C. M. M.3; Alimeida, M. R. A.%; Monteiro, J. M.
S.5; Gomez, G. M.%; Gomes, C. B.”; Castagnone-Sereno, P.3; Carneiro, R. M. D. G.°

Uma espécie de nematoide das galhas parasitando o arroz irrigado (Oryza sativa L.) no estado
de Santa Catarina foi identificada como Meloidogyne oryzae Maas, Sanders e Dede, 1978,
através de diferentes abordagens. A espécie foi estudada a partir dessa populacéo brasileira
e comparada com a descricdo de M. oryzae do Suriname, com caracterizagdes morfolégicas,
bioquimicas e moleculares. A fémea apresentou estilete mais longo (15,0 um) que o de M.
graminicola Golden & Birchfield, 1965 (11,2 um), com bulbos irregulares, vulva ‘off-set’ e a pre-
senga de ligeira protuberancia na regido posterior. A anelagédo pés-labial foi distinta do primeiro
anel do corpo, o disco labial e os ldbios medianos fundiram-se em uma estrutura em forma de
ancora. Padrdes perineais foram semelhantes aos de M. graminicola. O macho apresentou
regido labial alta e a presenca de algumas linhas curtas e irregulares na regido anterior; labios
medianos divididos, ndo fundidos com disco labial; e estilete (18,2 ym) maior que em M. gra-
minicola (16,8 um). A cauda do juvenil de segundo estagio (J2) (75,8 um) foi maior que a de M.
graminicola (70,9 pym), com porgao hialina estreita e muito longa (22 ym em M. oryzae e 17,9
pm em M. graminicola). Bioquimicamente, M. oryzae apresentou um perfil de esterase distinto
(Est O1) que permitiu diferencia-la de M. graminicola (Est VS1). O niumero de cromossomos foi
3n = 50-56 e em arvore filogenética de sequéncias de DNA da regido ITS1-5.8S-ITS2 RNAr, as
duas populagbes de M. oryzae agruparam-se com outras espécies partenogenéticas mitéticas,
diferenciando-se de M. graminicola, que apresentou n = 18 cromossomos e suas populagdes
agruparam-se com outras espécies partenogenéticas meidticas. Este estudo relatou a primeira
deteccao de M. oryzae no Brasil e a segunda no mundo, apés a descricdo da espécie.

Apoio: CNPq e FAP-DF.

' Fitopatologia, doutorado, Universidade de Brasilia-UnB

2 Nematologia, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB

3 Ciéncias Agrarias, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Quimica, graduagéo, bolsista Embrapa Café

5 Fitopatologia, pds-doutorado, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista FAP-DF
8 Melhoramento Genético, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista CNPq
7 Agronomia, Ph.D., Embrapa Clima Temperado

8 Fitopatologia, Ph.D., INRA, Université Cote d’Azur, CNRS, ISA, Franga

? Nematologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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59 - TRANSLOCACAO DE Bt EM ALGODOEIRO
(Gossypium hirsutum L.) E AQUISICAO POR
Bemisia tabaci (HEMIPTERA: ALEYRODIDAE)

Costa, F. S. S."; Gomes, A. C. M. M.2; Monnerat, R. G.2

O Bacillus thuringiensis (Bt) € um dos organismos utilizados dentre as estratégias de controle
microbiano de insetos-praga. A mosca branca, Bemisia tabaci (Gennadius, 1899) biétipo B € um
fitéfago sugador e vetor de virus causador de doencas em algodoeiro. Seu manejo é dificultado
seja por sua alta disperséo populacional, pelo uso excessivo e em grande parte indiscriminada
de inseticidas sintéticos e pela permanéncia da sua fase larval na superficie abaxial da folha.
Sabendo da capacidade de colonizagaodo Bt em plantas, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a translocagéo de Bt em algodoeiro e verificar a capacidade de aquisi¢cao por B. tabaci. Para
tanto, foi utilizada a estirpe que codifica o gene Green fluorescent protein (GFP) multiplicada em
meio liquido suplementado com eritromicina (10 ug/mL) por 24 horas, a 28°C e 200 rpm. Um
volume de 5 mL da suspenséo obtida foi inoculado no solo envolvendo o sistema radicular da
planta. Um tratamento com agua estéril foi usado como testemunha. Apés 5 dias de realizado
o tratamento, adultos ndo-sexados de B. fabaci foram expostos e confinados em plantas com
a estirpe por 48 horas para que se alimentassem e ovipositassem em suas folhas. Em seguida
foram coletados, desinfestados superficialmente e pulverizados na presenca de NaCl 0,9%.
Uma aliquota foi semeada em placas de Petri contendo meio solido seletivo e incubada por 24
horas quando suas colbnias foram visualizadas por microscopia de fluorescéncia. O mesmo foi
realizado para ninfas aos 13 dias de ocorrida a exposigao dos adultos, mas sem que ocorresse
a desinfestagdo. Como resultado foi demonstrado que tanto o adulto quanto a ninfa de B. fabaci
foram capazes de adquirir a bactéria marcada com GFP, o que expde a capacidade de raizes
das plantas em absorver a bactéria inoculada no solo, a translocacéo sistémica da bactéria
capaz de alcancar tecidos foliares e estar disponivel no sistema floematico. Este resultado abre
novas perspectivas de uso do Bt para o controle de insetos sugadores.

Apoio: Embrapa e Capes.

' Agronomia, doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB
2 Biologia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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60 - VALIDAGAO DE METODOLOGIA DE BIOSENSAIO
VISANDO AVALIAR A MORTALIDADE DO PERCEVEJO
Dichelops melacanthus PELA BACTERIA
ENTOMOPATOGENICA Bacillus thuringiensis

Costa, F. S. S.'; Castro, M. T.%2; Monnerat, R. G.3

O percevejo Dichelops melacanthus (Dallas, 1851) (Hemiptera: Pentatomidae), reconhecida
praga secundaria, atualmente passou ao status de praga-chave em algumas lavouras, devido
a instalacdo de sistemas de cultivos nas entressafras e adogédo em larga escala do plantio di-
reto. Este modelo de producéo agricola promove a sucesséo de espécies hospedeiras na soja,
milho e cereais de inverno (trigo e aveia). O controle desse inseto tem sido realizado através do
uso frequente de inseticidas quimicos, provocando desequilibrio no agroecossistema, intoxica-
¢ao de trabalhadores, possibilidade de resisténcia dos insetos-praga e, consequentemente, a
perda de ingredientes ativos. Algumas toxinas Cry da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) e com
efeito sobre hemipteros tém sido identificadas. Esse trabalho teve como objetivo desenvolver
um sistema de alimentagéo artificial e testar a aquisicdo por percevejos para que ensaios se-
letivos possam ser realizados utilizando cepas da Colecédo de Bactérias Entomatogénicas, do
Cenargen. Inicialmente, o sistema utilizou ninfas de segundo instar de D. melacanthus, pro-
venientes da Plataforma de Criagao de Insetos, também do Cenargen. O sistema artificial foi
composto por tubo Falcon estéril contendo cinco individuos de D. melacanthus e a confecgao
de um saché em Parafilm® contendo dieta liquida para afideos (Dadd & Mittler 1966), mantidos
em incubadora a 26 + 2 °C, UR de 60 + 10% e fotofase de 14hs. Para comprovar a capacidade
de aquisigdo do alimento por ninfas, o sistema artificial foi novamente montado, desta vez com
a adigdo de marcador azul (anilina) a dieta. O tratamento controle recebeu somente a dieta
liquida. Os tubos foram mantidos em incubadora por 24 horas, quando foi observada a colo-
ragdo da excreta dos percevejos no interior do tubo. Verificou-se a coloragédo azul da excreta
no tratamento marcado com anilina, o que demonstra a viabilidade da metodologia proposta.

Apoio: Embrapa e Capes.

1 Agronomia, doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB
2 Agronomia, Ph.D., Colaborador na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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61 - ADAPTAGAO DE PROTOCOLO PARA TRANSFORMACAO
DE TOMATEIRO MICRO-TOM VISANDO A AVALIACAO DE
GENES RELACIONADOS A RESPOSTA A VASSOURA-DE-
BRUXA EM CUPUACUZEIRO (Theobroma grandiflorum)

Freitas, R. M.'; Cerqueira, L. G. R."; Barros, L. M. G.2; Falcao, L. L.3; Cabral, G. B.%;
Marcellino, L. H.%; Silva-Werneck, J. 0.2

O cupuaguzeiro, Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schumm., é uma fruteira arbérea
nativa da Amazénia que tem enorme potencial econdmico e grande importancia socioeconémi-
ca e ambiental para a regido. Varios produtos sdo obtidos a partir de sua polpa e améndoas,
COmo sucos, sorvetes, licores, doces, cosméticos e cupulate, produto similar ao chocolate ob-
tido do cacau. A cultura do cupuagu, assim como a do cacau, é afetada pela vassoura-de-bru-
xa, causada pelo fungo Moniliophthora perniciosa, responsavel por grande redugdo na pro-
dugédo. Ainda sdo necessarias informagdes sobre a genética molecular do cupuaguzeiro que
possibilitem o desenvolvimento de ferramentas que auxiliem seu programa de melhoramento e
facilitem a obtencao de cultivares resistentes ao patégeno. O projeto “Interacdo entre T. gran-
diflorum e M. perniciosa: Estudos de Associacdo e Gendmica Funcional”’, em execugdo, tem
entre seus objetivos: ampliar a base de dados por RNASeq, identificando genes envolvidos
com a resposta ao patdgeno e avaliar funcionalmente genes selecionados. Parte dos estudos
funcionais serado feitos por transgenia em tomate Micro-Tom, planta modelo para a interagéo
Moniliophthora-Theobroma. O objetivo do presente trabalho foi adaptar um protocolo para rege-
nerar e transformar tomateiro Micro-Tom com genes de cupuacu selecionados. Apés a analise
das sequéncias de RNA obtidas, foram selecionados 3 genes de proteinas relacionadas a pa-
togénese: TgPR5, TgPR8 e TgPR10.1. Foram, entao, construidos trés vetores binarios, basea-
dos em pBI121, contendo estes genes. A estirpe de Agrobacterium tumefaciens GV3101 esta
sendo transformada com os mesmos. Para regeneracgéo e transformagéo de tomateiro Micro-
Tom, foram testadas alteracdes em um protocolo descrito na literatura, com relacdo a concen-
tragédo e tempo de cultivo em diferentes reguladores de crescimento e substancias antioxidan-
tes. Em nossas condigdes, a brotagéo foi favorecida pelo seguinte regime de cultivo: 15 dias em
meio de regeneragéo [sais de MS, vitamina B5, sacarose 3% e BAP (6-Benzilaminopurina) 4,4
pM], seguido de transferéncia para o mesmo meio sem BAP e cultivo até obteng&o dos brotos.
Quanto ao enraizamento, o meio contendo sais de MS, vitamina B5, sacarose 3%, acrescido de
AIB (Acido indolbutirico) 4,9 uM foi o mais adequado. Este trabalho ira contribuir para o estudo
da funcdo de genes PR de cupuaguzeiro em resposta a M. perniciosa.

Apoio: Embrapa, Capes, Agropolis, INCT Biologia Sintética.

1 Biologia, graduagéo, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

2 Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Produgéo Vegetal, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Biologia Celular e Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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62 - ALTERAGOES NA ORGANIZAGAO GENOMICA DO AMENDOIM
(Arachis hypogaea L) E UM ALOTETRAPLOIDE INDUZIDO DE
Arachis (IpaDur2) DETECTADAS POR CITOGENETICAMOLECULAR

Nascimento, E. F. M. B."; Marques, L. O. C.%; Valls, J. F. M.3; Brasileiro, A. C. M.%;
Guimaraes, P. M.%; Aratjo, A. C. G.5

O amendoim cultivado (Arachis hypogaea L.) € uma espécie alotetraploide recente, formada
pelo cruzamento de duas espécies silvestres dipldides, A. duranensis (genoma A) e A. ipaénsis
(genoma B), seguido pela duplicagdo cromossémica esponténea,que restaurou a fertilidade
desse hibrido, cuja domesticacédo se da ha mais de 5000 anos. Com o intuito de compreender
alteracdes no genoma apéds a hibridacao e poliploidizacado dessas espécies genitoras, as duas
primeiras geragdes de um alotetraploide induzido (A. ipaénsis x A. duranensis)*, designado
IpaDur2 estdo sendo investigadas citogeneticamente. Padrdes de bandas heterocromaticas
DAPI+, mapeamento in situ de sequéncias de DNAr por hibridizag&o in situ por fluorescéncia
(FISH) e afinidade gendmica porhibridizacao in situ gendmica (GISH) foram realizadas em cro-
mossomos metafasicos desse alotetraploide sintético, de A. hypogaea e dos silvestres diploi-
des. Semelhancas derivadas dos genitores foram observadas em ambos alotetraploides, tais
como o numero e a morfologia dos cromossomos; intensidade e posi¢cdo de bandas heterocro-
maticas DAPI+ e o numero de sitios de DNAr 5S. Entretanto, apenas trés sitios de DNAr 45S
foram detectados nos cromossomos de diferentes individuos das duas geragdes de IpaDur2,
diferindo dos cinco sitios observados em A. hypogaea. GISH comprovou maior afinidade dos
cromossomos de cada subgenoma (A e B) dos alotetraploides pelas sondas dos respectivos
genomas diploides. No entanto, um par de cromossomos, nas duas geragdes de IpaDur2 apre-
sentou padrdes de hibridizagao alternado entre as sondas dos genomas diploides, sugerindo
possivel recombinagéo entre os subgenomas desse novo alotetraploide. Esses resultados tra-
zem uma nova luz sobre os efeitos imediatosda alotetraploidizagéo e poderdo contribuir para
o maior entendimento da jornada evolutiva bem como da organizagéo do genoma da espécie
cultivada.

Apoio: Embrapa, CNPqg e FAP-DF.

" Botanica, doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB

2 Ciéncias Biologicas, graduagéo, Universidade Catolica de Brasilia-UCB
3 Agrénomo, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
5 Biofisica, Ph.D, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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63 - ANALISE DA EXPRESSAO DE BbrizLOG EM OVARIOS DE
PLANTAS APOMITICAS E SEXUAIS DE Brachiaria brizantha

Ferreira, L. G."; Dusi, D. M. A.2; Irsigler, A. S. T.2; Gomes, A. C. M. M.3; Carneiro, V.
T.C.2

Brachiaria brizantha, forrageira da familia Poaceae, possui gendétipos de reprodugdo sexual
ou assexual por apomixia. Plantas apomiticas e sexuais apresentam estrutura diferenciada de
saco embrionario (SE), tipo Panicum e Polygonum, respectivamente. Resultados obtidos por
RNA-Seq indicaram genes envolvidos na via de fitorménios como diferencialmente expressos
em ovarios de B. brizantha sexual e apomitica. Entre eles foi selecionado o gene BbrizLOG
com similaridade ao gene LOG (LONELY GUY), primeiramente caracterizado em arroz e re-
lacionado com a ativagdo de citocinina. O objetivo deste estudo foi analisar a expressao de
BbrizLOG nos estadios iniciais de desenvolvimento de ovarios de plantas apomiticas e sexuais
de B. brizantha. RT-qPCR foi realizado em ovarios nos diferentes estadios do desenvolvimento
de plantas sexuais e apomiticas. Para analise por Southern blot foi utilizado DNA de ambos os
gendtipos e um fragmento de 606 pb do gene. A hibridizagéo in situ de BbrizLOG foi realizada
para entender a localizagédo celular deste gene nos eventos iniciais do desenvolvimento do
6vulo e inferir sobre sua relagéo com os principais eventos de diferenciagdo do SE. A analise de
expressao relativa de BbrizLOG mostrou maior expressao nos ovarios de plantas apomiticas,
nos estadios finais da megasporogénese e inicio da megagametogénese. Resultados obtidos
por Southern blot sugeriram que BbrizLOG esta presente em uma copia no genoma de ambas
as plantas, apomiticas e sexuais. A hibridizagao in situ de BbrizLOG em plantas apomiticas, no
estadio de megasporogénese, apresentou sinal de expressédo na célula mae do megasporo,
forte sinal na célula inicial apdsporica e fraco sinal de hibridizagdo nas células nucelares e
tegumentos. Nos ovarios de plantas sexuais, foi observada forte expresséo na célula mae do
megasporo e nas células nucelares proximas. Em estadios posteriores de desenvolvimento
dos ovarios, foi detectada forte expressao nas células nucelares e nas células do aparato da
oosfera, tanto nos ovarios de plantas apomiticas como de sexuais. A expresséo de BbrizLOG
fortemente detectada em células inicias apospdéricas, responsaveis pela formagdo do SE do
tipo Panicum, sugeriu a participacdo deste gene no inicio da formagao do SE de plantas apomi-
ticas. Além disso, foi detectada a expressao deste gene durante a fase final do desenvolvimento
do SE de plantas apomiticas e sexuais.

Apoio: Embrapa, CNPq e Capes.

1 Biologia Molecular e Celular, doutorado, Universidade de Brasilia-UnB
2 Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Ciéncias Agrarias, M.Sc., Analista, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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64 - ANALISE DE GRUPOS ORTOLOGOS DOS TRANSCRITOS
DE Elaeis guineensis, Jatropha curcas E Ricinus communis,
TRES ESPECIES COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO PARA
PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEIS, UTILIZANDO Orthofinder

Lemos, V. N. S.'; Togawa, R. C.%; Grynberg, P.2; Rech, E. L.}

Elaeis guineensis (dendé), Jatropha curcas (pinhao-manso) e Ricinus communis (mamona)
apresentam um grande potencial para a industria de biocombustiveis, pois possuem uma con-
centragao lipidica que pode ser utilizada como uma fonte renovavel para produgéo de ener-
gia. O conhecimento sobre as vias metabdlicas associadas a sintese de acidos graxos pode
contribuir com novos conhecimentos para abordagens de engenharia metabdlica visando a
melhoria de produgao. O objetivo deste trabalho foi identificar transcritos comuns e exclusivos
de cada espécie através da classificagao de grupos ortélogos (grupos de genes que possuem
a mesma fungdo em diferentes espécies). Pretendemos analisar as relagdes entre estas espé-
cies de forma a conhecer o seu relacionamento genotipico. Para isso transcritos de sementes
em ftriplicata biolégica de E. guineensis, J. curcas e R. communis foram sequenciados em
plataforma lllumina (paired-end). A busca dos grupos ortélogos foi realizada com o programa
Orthofinder. Trés outras espécies foram incluidas: Oriza sativa (arroz), Zea mays (milho) e
Glycine max (soja). O programa upsetR foi utilizado para visualizar graficamente as relagbes
entre as espécies e observar a distribuicdo dos grupos ortélogos. Os trés ultimos organismos
foram utilizados para aumentar possiveis numeros de grupos ortélogos minimizando o numero
de genes que ndo seriam agrupados. Os dados obtidos mostraram que 6.162 grupos ortélo-
gos sdo comuns entre todas as espécies. Cada grupo ortélogo apresentou, em média, 10,5
genes. Elaeis guineensis, J. curcas e R. communis apresentaram 46,5%, 24,7% e 24,4% de
genes nao classificados a grupos ortélogos respectivamente. As analises mostraram que J.
curcas e R. communis possuem 10.176 grupos em comum enquanto que E. guineensis possui
7.860 e 7.944 grupos em comum com J. curcas e R. communis respectivamente indicando
uma divergéncia evolutiva maior desta espécie em relagdo as demais. Este fato é corroborado
pela arvore evolutiva construida entre as espécies, onde J. curcas e R. communis sao filoge-
neticamente mais préximos entre si do que com E. guineensis. Isto também justifica o elevado
numero de genes de E. guineensis que nao foram classificados em nenhum grupo ortélogo. Os
resultados mostraram que E. guineensis é a espécie mais divergente dentre as trés de interes-
se biotecnolodgico. Possivelmente isso ira refletir quando concluirmos as buscas e identificagao
das vias metabdlicas de acidos graxos passiveis de serem utilizadas em estratégias de biologia
sintética.

' Tecnologia Quimica e Biologica, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB
2 Bioinformatica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Biologia Sintética, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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65 - ANALISE EPIGENETICA POR MARCADORES
AFLP (MSAP) DE HiBRIDOS INTERESPECIFICOS DE
PALMA DE OLEO (Elaeis oleifera x E. guineensis)
REGENERADOS VIA EMBRIOGENESE SOMATICA

Gomes, H. T.'; Bartos, P. M. C.2; Inglis, P. W.3; Azevedo, V. C. R.%; Scherwinski-
Pereira, J. E.5

A embriogénese somatica constitui uma excelente opgao para a produgdo de mudas de ge-
notipos superiores de palma de dleo. Contudo, em razdo dos tratamentos in vitro, verifica-se
que os regenerantes podem apresentar formagédo anormal da floragdo quando na fase adulta
(mantled), em consequéncia da ocorréncia de variantes somaclonais causadas especialmente
pela hipometilacdo do DNA gendmico. O objetivo do trabalho foi analisar o perfil epigenético de
variedades hibridas interespecificas (HIE OxG) elite de palma de 6leo regeneradas via embrio-
génese somatica de folhas imaturas por marcadores AFLP (MSAP). Para tanto, folhas jovens
de 36 clones das variedades elite B35-1733, B35-1729 e B35-2328, fornecidas previamente
pelo do Banco de Germoplasma da Embrapa Amazdnia Ocidental, foram utilizadas como fontes
doadoras de DNA. Ent&o, 100 ng do DNA gendémico desses individuos foram digeridos com a
enzima de corte raro EcoRI combinada com as enzimas de corte frequente sensiveis a metila-
¢ao Hpall e Mspl. Em seguida, para a amplificagdo dos fragmentos clivados por estas enzimas
de restrigao foram realizadas amplificagdes seletivas utilizando-se sete combinacgdes de primers
EcoRI/Hpall e EcoRI/Mspl. Por fim, o produto destas reac¢des foi separado em sequenciador.
Nessa analise, verificou-se a amplificacdo de aproximadamente 380 sitios, dos quais 69,6%
revelaram-se sensiveis a metilagdo, enquanto que 30,4% n&o se mostraram susceptiveis a
esta alteragdo. Na representacdo da analise de coordenadas principais dos locos sujeitos a
metilagéo, observou-se que todos os individuos avaliados, independentemente da variedade,
exibiram em seu epigenoma algum nivel de alteragdo. No entanto, observou-se que na varie-
dade B35-2328 essas variagbes ocorreram com maior frequéncia (69,8%) em decorréncia da
hipometilagdo do DNA gendmico, fato observado tanto na citosina interna (35,3%) quanto na
citosina externa (34,5%) do sitio de restrigao (5'-CCGG-3’) destas enzimas de corte frequente.
Por outro lado, nas variedades B35-1733 e B35-1729 as taxas de hipometilagdo, assim como
os indices de hipermetilagéo, giraram em torno dos 50%, resultado consideravelmente inferior.
Conclui-se que variedades elite de palma de 6éleo micropropagadas via embriogénese somatica
apresentam diferentes perfis epigenéticos, sugerindo a importancia de se avaliar as plantas re-
generadas em campo para comprovar possiveis altera¢des fenotipicas em razao das diferentes
etapas e tratamentos in vitro.

Apoio: Fundagéo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAP-DF).

1 Botanica, pés-doutorado, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista FAP-DF

2 Botanica, doutorado, Universidade de Brasilia-UnB

3 Genética e Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

5 Fisiologia do Desenvolvimento Vegetal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



94 XXII' Encontro do Talento Estudantil da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

66 - ANALISE FENOTIPICA DA SUPEREXPRESSAO
DE AtLOG4 EM Arabidopsis thaliana

Farias, C. S.'; Ferreira, L. G.2; Dusi, D. M. A.3; Irsigler, A. S. T.3; Florentino, L. H.%;
Carnauba, L. A."; Carneiro, V. T. C.3

Arabidopsis thaliana € uma das espécies mais utilizadas em pesquisas cientificas como planta
modelo. Possui um genoma relativamente pequenoe um ciclo de vida curto de seis semanas,
sendo de facil cultivo e manutencgéo. O objetivo deste trabalho foi analisar caracteristicas fenoti-
picas e morfolégicas de plantas transgénicas produzidas no Laboratério de Reprodugéo Vegetal
(LRV), superexpressando o gene AtLOG4, sob controle do promotor STK (SEEDSTICK), em
A.thaliana: AI9#1, AI9#3, AI9#4 e AI9#5. As sementes selvagens do ecotipo Columbia foram
inoculadas em meio MS 0,5x e as sementes das plantas transgénicas no mesmo meio acres-
cido do herbicida BASTA 5mg/L. As plantas foram mantidas em sala de crescimento com tem-
peratura controlada de 22 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 de escuro. Apds apro-
ximadamente 30 dias, foram transferidas para o substrato e mantidas nas mesmas condicoes.
Foi realizada PCR para amplificar o gene AtLOG4. Para analise da fertilidade das plantas foram
coletas dez siliquas verdes de cada. As contagens foram realizadas com o auxilio de micros-
copio estereoscopico e contador portatil. Inflorescéncias em diferentes estadios de desenvolvi-
mento foram coletadas e fixadas em FAA 70% por 24 horas e posteriormente transferidas para
etanol 70%. Para anadlise e visualizagdo dos 6vulos foi realizado clareamento em solugéo de
cloral hidrato/glicerol/agua (3:1:2). Os ovarios foram observados em microscépio 6tico. As plan-
tas transgénicas se desenvolveram normalmente, apresentando crescimento similar ao das
plantas selvagens. Dados da literatura mostram que as plantas selvagens do ecotipo Columbia
possuem entre 30 e 60 sementes por siliqua enquanto as plantas A{LOG4 apresentaram entre
29 e 46 sementes por siliqua, portanto, dentro da mesma faixa de produgédo. Quanto as anali-
ses de fertilidade, as plantas transgénicas apresentaram entre 80% e 96% do total de 6vulos
férteis, entre 2% a 15% de aborto de 6vulos e 2% e 4% de aborto de sementes. As andlises
de clareamento de ovarios em diferentes estadios de desenvolvimento estdo em andamento.
A morfologia de ovarios das plantas A{LOG4 AI9#3 e selvagens sugerem similaridade. Novas
analises estdo em andamento desta mesma planta e serdo apresentadas. Analises das demais
plantas sao necessarias para a obtengao de resultados conclusivos sobre o efeito da superex-
pressdo do gene A{LOG4 em plantas de A. thaliana.

Apoio: Embrapa e CNPq (PIBIC).

1 Biologia, graduagao, Universidade Paulista-UNIP

2 Biologia Molecular, doutorado, Universidade de Brasilia-UnB

3 Biologia Celular e Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
“ Biologia, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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67 - CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE
NANOPARTICULAS DE PRATA PRODUZIDAS COM
EXTRATOS AQUOSOS DAS FOLHAS DE IPES

Pereira, T. M."; Silva, L. P.2

Biossintese de nanomateriais a partir de plantas ja € um campo muito explorado, mas ain-
da ha uma série de desafios a serem superados. O controle das caracteristicas fisico-quimi-
cas do nanomaterial constitui um aspecto importante, pois uma série de relatos de atividades
antimicrobianas, viabilizagdo de farmacos e até de nanoecotoxicidade, estdo correlacionados
com as caracteristicas do material sintetizado. Visando a modulagéo das caracteristicas fisi-
co-quimicas de maneira eco-amigavel, foram realizadas sinteses de nanoparticulas de prata
(AgNPs) a partir de diferentes espécies de ipés (Handroanthus roseo-albus -HR, Handroanthus
serratifolius -HS, Handroanthus impetiginosus- Hl), diferentes temperaturas de sintese em ba-
nho-maria (25 a 75°C), diferentes concentragcdes de extratovariando em até 32x e métodos
utilizando diferentes equipamentos e fontes de energia(banho-maria, luz ultravioleta, micro-
-ondas, ultrassom). Os extratos aquosos das folhas das diferentes espécies, separadamente,
foram utilizados como agentes redutores do meio reacional contendosal de prata. A sintese e
aformagao das AgNPs foram monitoradas por espectrofotometria a 450 nm seguindo de deter-
minagao do didmetro hidrodinamico (DH), indice de polidispersividade (Pdl) e potencial Zeta
(€). Foi observado que o DH de HR foi alterado de acordo com a temperatura, concentragao
de extrato aquoso e método de sintese; o DH de HS foi modulado apenas com a variagao de
concentragdo de extrato aquoso; e o DH de HI foi alterado com a temperatura e o método de
sintese. Os extratos possibilitaram a produgcao de AgNPs com { negativos e com estabilidade
coloidal incipiente. O Pdl foi a medida que teve maior variagdo entre as sinteses, com valores
variados. Com esse estudo foi possivel variar e avaliar todas as caracteristicas fisico-quimicas
propostas, de modo sustentavel. O DH, um dos aspectos mais importantes quando se trata de
nanomateriais eque influencia diretamente nas suas propriedades, foi a variavel avaliada que
se conseguiu ter maior controle na modulagdo. Uma abordagem que module caracteristicas
fisico-quimicas de nanomateriais desejaveis € um passo muito importante quando se fala em
biossintese de nanomateriais.

Apoio: Embrapa, CNPq, Capes, FAP-DF, UnB, Jardim Botanico de Brasilia.

1 Nanociéncia e Nanobiotecnologia, mestranda, Universidade de Brasilia-UnB
2 Nanobiotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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68 - CARACTERIZAGCAO FUNCIONAL DO GENE
AsDUF DE Arachis stenosperma NA RESPOSTA
AOS ESTRESSES OSMOTICO E SALINO

Sampaio, I. C."; Oliveira, T. N.2; Teixeira, L. A.3; Araujo, A. C. G.%; Guimaraes, P. M.5;
Brasileiro, A. C. M.¢

Plantas cultivadas sdo expostas continuamente a estresses ambientais, simultaneos e multiplos,
que podem prejudicar sua produtividade. Por outro lado, espécies silvestres obtiveram ao longo
de sua evolugéo resisténcia a diversos tipos de estresses bidticos e abidticos. Assim, espécies
silvestres vém sendo estudadas e exploradas como fonte de novos alelos para programas de
melhoramento genético de diferentes culturas, buscando atender a demanda de produtores
para o controle de pragas e doengas, e diversos estresses ambientais como seca, salinidade e
temperaturas extremas. Arachis stenosperma, um dos parentes silvestres do amendoim culti-
vado (A. hypogaea), endemicamente mostra boa adaptacdo a condi¢des ambientais adversas.
A analise do transcriptoma de plantas de A. stenosperma submetidas a déficit hidrico identificou
genes candidatos envolvidos na resposta de tolerancia a seca. Entre eles, foi selecionado o
gene AsDUF que codifica uma proteina com um dominio conservado denominado Domain of
Unkown Function (DUF), mas com fungao biolégica ainda desconhecida. A superfamilia das
proteinas DUF estéo distribuidas em diversas espécies de monocotileddneas e dicotiledéneas.
O objetivo do presente estudo é avaliar a fungéo bioldgica putativa de ASDUF na resposta de
tolerancia a seca por meio de sua superexpressao em plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana. Para tanto, a sequéncia codificadora de AsDUF foi clonada sob o controle do promotor
do gene Actina no vetor binario pPZP-201BK e posteriormente introduzida em plantas de A.
thaliana via Agrobacterium pelo método de imersao floral. Quinze eventos transgénicos em ho-
mozigose na geracao T2 foram obtidos e a expressao relativa de AsDUF analisada para cada
evento pela técnica de RT-qPCR. Dentre dos eventos com maior expresséao relativa de AsDUF,
trés foram selecionados para ensaios de estresse salino (NaCl 150mM) e osmético (PEG 15%).
O extravasamento de eletrdlitos e teor relativo de agua foram também avaliados em plan-
tas transgénicas e ndo-transgénicas submetidas aos estresses, e em seus controles irrigados.
Diferencgas significativas entre plantas transgénicas e nao-transgénicas foram observadas em
relacdo ao aparecimento dos sintomas de estresse e nas avaliagdes fisiologicas, indicando o
potencial envolvimento de AsDUF na tolerancia a estresses abioticos.

Apoio: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

1 Biotecnologia, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB

2 Botanica, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB

3 Ciéncias Bioldgicas, graduacgao, Universidade Catolica de Brasilia-UCB

4 Biofisica, Ph.D., Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

5 Biologia Molecular, Ph.D., Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

% Biologia Molecular e Celular Vegetal, Ph.D., Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
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69 - COMPARTILHANDO DADOS DE SEQUENCIAMENTO
DE Sclerolobium paniculatum (CARVOEIRO)
UTILIZANDO A PLATAFORMA DRUPAL/TRIPAL

Fonseca, J. F. M.'; Pappas, G. J.z; Barros, L. M. G.3; Grynberg, P.#; Togawa, R. C.*

Sclerolobium paniculatum, nome popular do carvoeiro, € uma leguminosa arbérea, tem po-
tencial para revegetagcédo de areas degradadas do Cerrado e para a utilizagdo como fonte de
energia em forma de carvéo, além de ser uma espécie modelo para estudos de tolerancia ao
aluminio em arvores. Apesar de seu uso diverso, pouco se sabe sobre sua genética. Assim, foi
desenvolvida uma plataforma para estudos da expressédo de genes em resposta ao aluminio
soluvel nos solos acidos. Foi montado um sistema de cultivo hidropdnico para isolamento de
RNA de pontas de raizes e subsequente sequenciamento (RNA-Seq) na plataforma lllumina GA
IIx. Este estudo resultou em 38.980.231 de sequéncias, fornecendo 32.956 contigs apos a mon-
tagem de novo. Com o objetivo de disponibilizar o resultado das analises do sequenciamento
e ferramentas para o estudo da expresséo de genes relacionados a tolerancia ao aluminio, foi
criado uma plataforma para acesso aos dados utilizando o Drupal (https://www.drupal.org), que
é um dos varios CMS existentes (Content Management System). A caracteristica deste CMS
€ a utilizagdo do modulo Tripal (http://tripal.info/). Esta plataforma permite disponibilizar dados
biolégicos para os parceiros envolvidos no projeto e a comunidade cientifica em geral. Neste
site sera possivel também acessar ferramentas de busca e comparagao das sequencias depo-
sitadas além de uma ferramenta de PCR eletronico. A plataforma esta disponivel no endereco:

http://Ibi.cenargen.embrapa.br/carvoeiro.

Apoio: Embrapa e Universidade de Brasilia (UnB).

1 Biotecnologia, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB

2 Biofisica molecular e Biologia computacional, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB
3 Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Bioinformatica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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70 - COMPORTAMENTO GENOTIPICO DE HIiBRIDOS
INTERESPECIFICOS DE PALMA DE OLEO (Elaeis
oleifera x E. guineensis) DURANTE A REGENERACAO
DE EMBRIOES SOMATICOS EM RECIPIENTE DE
IMERSAO TEMPORARIA AUTOMATIZADO (RITA®)

Gomes, H. T."; Bartos, P. M. C.2; Scherwinski-Pereira, J. E.2

Um obstaculo a ser contornado na embriogénese somatica de palma de 6leo é a necessidade
de semi-automatizar as etapas do processo. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito genotipi-
co na regeneracéo de embrides somaticos de variedades hibridas elite de palma de 6leo (HIE
OxG) em biorreator RITA®. Para tanto, cerca de 2 g.L" de calos contendo embrides somaticos
em estadio torpedo das variedades B35-2932, B35-1733, B35-1729 e B35-2328, fornecidas
pelo do Banco de Germoplasma da Embrapa Amazonia Ocidental, foram cultivadas por 5 sub-
cultivos de 30 dias em biorreatores de imersao temporaria modelo RITA®. Apos esse periodo, o
acumulo de biomassa fresca, o nimero de plantas regeneradas, a altura dos cultivos, a percen-
tagem de enraizamento e a formacao de embribes secundarios neoformados foram avaliados.
Observou-se que todos os gendtipos estudados diferiram estatisticamente entre si quando as
variaveis incremento de biomassa fresca e nimero de plantas regeneradas foram avaliadas.
Nesses quesitos, verificou-se que os melhores resultados foram obtidos na variedade B35-
1729, que em média apresentou um ganho de biomassa fresca superior a 80 vezes e uma taxa
de regeneracao de 147,5 plantas por grama de calo inoculada. Em contrapartida, na variedade
B35-2932 constatou-se um indice de acumulo de biomassa fresca de aproximadamente 20 ve-
zes e uma taxa de regeneracéo de apenas 3,4 plantas. Em relagdo a altura dos regenerantes,
foi observado que nas variedades B35-2932, B35-1733 e B35-1729, em média cerca de 93%
dos cultivos apresentaram altura inferior a 1,25 cm. Por outro lado, na variedade B35-2328 foi
verificado que, em média, aproximadamente 50% das plantas apresentaram alturas superiores
a 2,5 cm. Quanto a formagéo de mudas com raiz, de forma geral ndo foram observadas dife-
rengas significativas entre os diferentes gendtipos utilizados, que em média apresentaram no
maximo 3,5% de enraizamento. Por fim, para a diferenciagdo de embrides secundarios neofor-
mados observou-se que as variedades B35-1733 e B35-1729 apresentaram cerca de 380 em-
brides somaticos por grama de material vegetal inoculada, resultado estatisticamente superior
ao observado nas variedades B35-2932 e B35-2328, que no geral apresentaram apenas cerca
de 10,4 embrides. Conclui-se que a regeneragédo de embrides somaticos de variedades elite de
palma de éleo em RITA® é gendtipo-dependente com grande variagdo nos resultados, embora
seja uma das metodologias mais eficazes para otimizar a regeneragao e o inicio do crescimento
das plantas obtidas neste processo.

Apoio: Fundagéo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAP-DF).

1 Botanica, pés-doutorando, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista FAP-DF
2 Botéanica, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB
3 Fisiologia do Desenvolvimento Vegetal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



XXII Encontro do Talento Estudantil da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 929

71 - CRIOPRESERVAGAO DE APICES CAULINARES DE
Lantana camara: RESULTADOS PRELIMINARES

Dutra, J. V."; Santos, I. R. I.2; Mundim, R. C.2

Lantana camara L. é uma espécie ornamental, familia Verbenaceae, que ocorre em florestas
nativas da América tropical e subtropical. Possui flores com cores chamativas que séo fonte de
néctar para varias espécies de polinizadores como mariposas e borboletas. O objetivo desse
trabalho foi estabelecer um procedimento de criopreservacéo para apices caulinares (AC) de
Lantana camara. A criopreservacao é a tecnologia que permite a preservacao de amostras de
material biolégico em longo prazo em nitrogénio liquido (NL a -196°C), com alta integridade bio-
légica e alta estabilidade genética. O procedimento testado para a criopreservagao dos AC de
lantana foi a vitrificagcdo-gotejamento (VG). AC (1 a 2 mm) de plantulas em crescimento in vitro
foram isolados, tratados com diferentes solucdes, transferidos para gotas de PVS; dispostas
em tiras de aluminio, as quais foram mergulhadas diretamente em NL (velocidade de + 300 °C
/ min) por no minimo de 60 min. Apos o congelamento os AC foram descongelados em banho-
-maria em meio de diluigao (40£2 °C), sob agitagédo por 1-3 min., inoculados em tubos de ensaio
contendo meio de cultura Wood Plant Medium (WPM) e cultivados em sala de crescimento para
avaliagdo de sua viabilidade. AC submetidos a diversos tratamentos de desidratagao, antes do
congelamento, apresentaram crescimento e regeneracéo de plantulas normais. 10% dos AC
permaneceram verdes apos o descongelamento, mas tornaram-se esbranquicados apds uma
semana de cultivo, uma indicagdo de que perderam a viabilidade. Esses resultados prelimi-
nares indicam que os AC de lantana toleram a desidratagédo, porém os procedimentos para o
congelamento em NL precisam ser ajustados. Novos testes estdo em andamento para viabilizar
a regeneracao de plantulas apos o congelamento em NL e o estabelecimento de um protocolo
de criopreservagao para a espécie.

1 Biologia, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
2 Biologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Geografia, B.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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72 - DEMARCACAQ DE AREA PRESERVADA DO CERRADO
E AVALIAGAO DE ARVORES NATIVAS QUANTO A
ACUMULAGAO OU EXCLUSAO DE ALUMINIO

Oliveira, A. P."; Pereira, J. B.2; Gomes, |. S.3; Gomes, A. C. M. M.%; Noronha, S. E.5;
Dusi, D. M. A.5; Braga, M. B.”; Coelho, C. M.3; Barros, L. M. G.°

Os solos acidos do Cerrado promovem a solubilizagdo do aluminio (Al) na forma de ions (Al*",
Al*2 e Al*®) extremamente toxicos para a grande maioria dos seres vivos. Para o cultivo em solos
acidos de espécies sensiveis ao aluminio é imprescindivel a adi¢do de calcario. A extragédo do
calcario e o transporte para a lavoura causam danos ambientais e encarece a produgao, além
de liberar CO, na atmosfera ao reagir com outros componentes do solo. Trabalhos anteriores
mostram que em algumas espécies tolerantes o aluminio entra na planta pelas raizes e aloja-se
na parte aérea em estruturas celulares especificas e, por isso, sdo denominadas de espécies
acumuladoras, enquanto em outras espécies, conhecidas como excludentes, o aluminio & im-
pedido de alcancar a parte aérea do vegetal. O objetivo do presente trabalho foi demarcar uma
area de Cerrado preservado no Distrito Federal e analisar as arvores nativas quanto ao me-
canismo de resisténcia ao aluminio, por meio de ensaio histoquimico, previamente descrito na
literatura. A area demarcada pertence a Embrapa Hortaligas com vegetagéo nativa classificada
como Cerrado Tipico. A partir de um ponto central de coordenada 15° 56’ 15,83 de latitude sul
e 48° 09’ 7,9” de longitude oeste foi definido um raio de 100m gerando uma area de estudo de
aproximadamente 3,14ha. Para os ensaios histoquimicos, foram coletados segmentos foliares
de aproximadamente 0,3x 0,3 cm e imediatamente colocados em solugéo fixadora por 24 ho-
ras, quando foram submetidos a desidratagéo e inclusdo em paraplast. Em seguida, o tecido
foi seccionado e os cortes coloridos com hematoxilina para detecgdo do aluminio. As anadlises
histoquimicas permitiram identificar as espécies acumuladoras e as excludentes de aluminio,
confirmando e ampliando os dados da literatura.

Apoio: Embrapa e FAP-DF.

1 Agronomia, graduagéo, Universidade de Brasilia-UnB, bolsista CNPq

2 Nivel médio, Assistente, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Quimica, Técnico, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Biologia, M.Sc., Analista, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

5 Geografia, M.Sc., Analista, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

¢ Biologia Molecular e Celular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
7 Agronomia, Ph.D., Embrapa Hortalicas

8 Genética e Biologia Molecular, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB

9 Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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73 - EFEITO DO ESCURECIMENTO ENZIMATICO
SOBRE A PRODUGAO DE NANOPARTICULAS DE
PRATA UTILIZANDO CASCAS DE BANANAS

Araujo, T. F.'; Pereira, T. M.2; Silva, L. P.2

Os processos de escurecimentos enzimaticos em frutas e vegetais apresentam-se como um
problema na industria alimenticia. SGo comumente desencadeados pela enzima polifenoloxida-
se, resultando na formagéo de pigmentos escuros e podendo causar mudancas na aparéncia
e propriedades organolépticas dos alimentos. A banana (Musa paradisiaca) é a segunda fruta
mais produzida no Brasil, sendo que sua casca € rica em potassio e €, em sua grande maioria,
descartada como residuo organico, apesar de ser uma fonte em potencial de compostos fitoqui-
micos com potencial para a produgdo de nanomateriais por rotas de sintese verde. O objetivo
deste trabalho foi observar o efeito do escurecimento enzimatico das cascas de bananas sobre
a producédo de nanoparticulas de prata (AgNPs) por rota de sintese verde. Os experimen-
tos foram conduzidos no Laboratério de Nanobiotecnologia (LNANO) da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Para tanto, foram produzidos extratos aquosos das cascas de ba-
nanas em intervalos de tempo variados apds o descascamento das mesmas. Os extratos foram
produzidos da seguinte maneira: foi seccionado um fragmento da casca da banana, este foi
pesado e lavado com agua destilada e detergente neutro. Apos, a agua com detergente foi
removida e a casca foi lavada com agua destilada. A casca foi segmentada em fragmentos
menores e os mesmos foram adicionados a um béquer contendo agua fervente, onde permane-
ceram em ebuligdo sobre chapa aquecedora. A solugao foi filtrada e o filtrado foi utilizado como
agente redutor de ions prata. Entéo, foi adicionado nitrato de prata (AgNQO;) ao extrato e este foi
acondicionado em banho-maria a 50°C para reagao de formacgéo. Foram realizadas medigbes
em espectrofotdmetro UV-Vis em comprimento de onda de 450 nm, primeiramente no momento
da adigdo do AgNOQO; e a cada 30 min para observar a possivel producao das AgNPs. Apos o
término das reagdes, as AgNPs foram caracterizadas utilizando espalhamento de luz dinamico
para verificar diametro hidrodinadmico e indice de polidispersividade, e foi realizada a medigao
do potencial Zeta das mesmas. Foi observado que o escurecimento enzimatico tem efeito na
producao de AgNPs, sendo verificada uma tendéncia ao aumento do didmetro hidrodinamico
e diminuigédo do potencial Zeta das nanoparticulas com o passar do tempo desde o descasca-
mento da banana. Essa estratégia apresentada pode ser utilizada para modular as caracteris-
ticas de novos nanomateriais que estejam em desenvolvimento.

Apoio: Embrapa, CNPq, FAP-DF e Capes.

' Biotecnologia, graduagdo, Universidade Federal do Pampa-UNIPAMPA
2 Nanociéncias e Nanobiotecnologia, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB
3 Nanobiotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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74 - EFEITO DO NITRATO DE PRATA NA CONSERVAGAO IN VITRO
DE GENOTIPOS DE MARACUJAZEIROS

Silva, I. V."; Flores, P. S.%; Oliveira Junior, A. A.3; Almeida, V. B. A.*

Uma alternativa para conservagéo da biodiversidade de plantas é a conservagéo ex situ por
meio de técnicas de cultura de tecidos, pois possibilita a manutencao das espécies, principal-
mente aquelas provenientes de biomas em risco de extingao e seus parentes silvestres a partir
de um minimo de propagulo inicial. Considerando a variabilidade genética do género Passiflora
e o potencial agrondmico de algumas espécies silvestres € de extrema importancia trabalhos
para o desenvolvimento de protocolos de conservagao in vitro para a manutengéo das espé-
cies. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do nitrato de prata na conserva-
¢ao in vitro, por crescimento reduzido em P. micropetala e P. organensis. Foram testadas doses
de nitrato de prata (0,0; 1,5; 3,0 e 4,0 mg.L"") em meio MS, sobre a altura (cm) e senescéncia
foliar. Esta ultima variavel foi analisada a partir da seguinte escala de notas: 1: 80-100% de
folhas totalmente verdes; 2: 79-40% de folhas verdes e 3: entre 39-0% de folhas verdes. Para
cada tratamento, foram adotadas cinco repetigdes compostas de seis tubos. Os dados foram
analisados por meio da analise da regressao apos dois meses da inoculagdo em meio de cultu-
ra. O nitrato de prata, nas doses testadas, foi eficiente em reduzir a altura das plantas, porém,
teve um efeito estimulante na senescéncia de P. micropetala e P. organensis. O nitrato de prata
€ um inibidor da sintese de etileno pelas plantas. Quando as culturas sdo mantidas por longos
periodos nos recipientes fechados ocorre um acumulo de etileno, afetando negativamente ca-
racteres fisioldgicos e morfoldgicos das plantas. No presente trabalho, foi observado um efeito
negativo sobre o crescimento e positivo sobre o amarelecimento das folhas, por consequéncia,
sobre a senescéncia foliar, contrariando as respostas observadas em muitas culturas in vitro,
mantidas por crescimento reduzido.

Apoio: Embrapa.

' Agroecologia, graduagdo, Instituto Federal de Brasilia-IFB

2 Genética e Melhoramento, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Agronomia, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB

4 Ciéncias Bioldgicas, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB
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75 - EFEITO DO SORBITOL NA CONSERVAGCAO IN
VITRO DE GENOTIPOS DE MARACUJAZEIROS

Almeida, V. B. A."; Flores, P. S.%; Oliveira Junior, A. A.3; Silva, I. V.*

Uma alternativa para conservagéo da biodiversidade de plantas € a conservagéo ex situ por
meio de técnicas de cultura de tecidos, pois possibilita a manutencéo das espécies, principal-
mente aquelas provenientes de biomas em risco de extingdo e seus parentes silvestres a partir
de um minimo de propagulo inicial. Considerando a variabilidade genética do género Passiflora
e o potencial agrondmico de algumas espécies silvestres € de extrema importancia trabalhos
para o desenvolvimento de protocolos de conservagéo in vitro para a manutengéo das espé-
cies. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do sorbitol na conservagao
in vitro, por crescimento reduzido de P. organensis. Para P. micropetala. Para cada espécie,
foram testadas doses de sorbitol (0,0; 10,0; 20,0 e 30,0 g.L ' ) em meio MS, sobre a altura (cm)
e senescéncia foliar. Esta ultima variavel foi analisada a partir da seguinte escala de notas: 1:
80-100% de folhas totalmente verdes; 2: 79-40% de folhas verdes e 3: entre 39-0% de folhas
verdes. Para cada tratamento, foram adotadas cinco repeticdbes compostas de seis tubos. Os
dados foram analisados por meio da analise da regresséo apos trés meses da inoculagdo em
meio de cultura. O sorbitol n&o foi eficiente para reduzir a altura da planta na espécie P. orga-
nensis, mas contribuiu para retardar a senescéncia foliar. Em P. micropetala, o sorbitol causou a
reducao na altura da planta, mas nao foi eficiente para a redugéo da senescéncia foliar. Porém,
observou-se que nesta espécie, mesmo sem o uso de sorbitol a senescéncia ocorre lentamen-
te. Assim, para P. micropetala, sera necessario um maior tempo de observagao para serem
obtidos resultados mais conclusivos.

Apoio: Embrapa.

' Ciéncias Bioldgicas, graduacgdo, Universidade de Brasilia-UnB

2 Genética e Melhoramento, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Agronomia, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB

4 Agroecologia, graduagao, Instituto Federal de Brasilia-IFB



104 XXII' Encontro do Talento Estudantil da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

76 - EFEITOS DA METATOPOLINA NA MULTIPLICACAO
IN VITRO, CONDUTIVIDADE ELETRICA DO

MEIO E NOS NiVEIS DE CLOROFILAS aE b E
CAROTENOIDES EM BAMBU (Guadua magna)

Santos, A. K. G."; Lima, P. S. S.%; Furlan, F.3; Meira, R. O.3; Meira, F. S.%; Scherwinski-
Pereira, J. E.5

O bambu pertencente ao género Guadua tem grande utilidade na construgéo civil, na produgao
de celulose e na recuperacao de dreas degradadas. E endémico das Américas e, assim como
outros bambus lenhosos, é visado por seu rapido crescimento, resisténcia, flexibilidade, facil
manejo e alto rendimento. Entretanto, muitas espécies apresentam florescimento em ciclos de
longo espacamento, com baixa viabilidade das sementes, que também sao de dificil armazena-
mento. Este trabalho teve por objetivo multiplicar in vitro a espécie de bambu Guadua magna a
partir de plantas estabelecidas in vitro com o uso de metatopolina. Para tanto, brotos de bambu
foram avaliados em dois tratamentos: contendo apenas meio de MS (controle) (T1) e meio de
MS acrescido de metatopolina na concentragdo 6,21uM (T2). Em ambos os tratamentos, a
consisténcia do meio de cultura foi liquida, sendo cada tratamento formado por 10 repeti¢des.
Apds um més de cultivo, o numero de brotos e teor de clorofila, além da condutividade elétrica
dos meios de cultivo foram avaliados. Verificaram-se diferengas significativas para numero de
brotos entre os tratamentos, sendo o T2 aquele que apresentou o maior niumero (13,6+6,2)
quando comparado ao T1 (2,9+0,3). Quanto ao teor de clorofila a, plantas dos tratamentos T1 e
T2 apresentaram valores respectivamente de 7,4+0,6ug.cm? e 9.9+0,7ug.cm™ e ndo apresen-
taram diferencas significativas. Para o teor de clorofila b os tratamentos apresentam diferencas
significativas nos valores, com plantas do tratamento T2 apresentando teores mais elevados
(6,6+0,5ug.cm?) que aquelas do T1 (4,2+0,2ug.cm?). O teor de carotenoides também se mos-
trou diferente entre os tratamentos testados, uma vez que para brotos do tratamento T1 o valor
observado foi de 1,7+0,1ug.cm?, enquanto que em T2 os valores médios alcangaram 2,4+0,2
pg.cm. A condutividade elétrica foi significativamente maior nos meios de cultura do tratamen-
to T2, com valores apresentando 2,9+0,3 ps.cm, enquanto que no T1 o valor foi de 0,6+0,2
ps.cm. Conclui se que o tratamento com metatopolina apresentou os melhores resultados para
a multiplicagdo, além de melhorar caracteristicas fisiolégicas em plantas in vitro de Guadua
magna.

Apoio: Embrapa, FAP-DF, Capes, UDF, UniCEUB.

1 Biologia, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

2 Farmacia, graduacdo, Centro Universitario do Distrito Federal-UDF

3 Botanica, doutorando, Universidade de Brasilia-UnB

4 Biodiversidade e Biotecnologia, doutorando, Universidade de Brasilia-UnB

5 Fisiologia do Desenvolvimento Vegetal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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77 - EFEITOS DO ALAGAMENTO NO FUNCIONAMENTO
DE COMUNIDADES ARBOREAS EM CAMPINARANAS
NO SUDOESTE DA AMAZONIA

Moser, P.'; Simon, M. F.2; Medeiros, M. B.?; Gontijo, A. B.*

Disturbios podem alterar o funcionamento de comunidades, eliminando espécies pouco adap-
tadas as novas condigbes ambientais e favorecendo as espécies adaptadas. Este estudo
foi desenvolvido na area de influéncia do Aproveitamento Hidrelétrico de Jirau, na bacia Rio
Madeira, Rond6nia em campinaranas. A campinarana € um tipo de vegetacao de baixa esta-
tura que sofre alagamento sazonal com a flutuagédo do lencol freatico. Entre os anos de 2013
e 2014 a regiao foi sujeita a uma cheia excepcional do Rio Madeira, quando as campinaranas
permaneceram inundadas por varios meses, superando em muito a variagéo natural do lengol
freatico nesse tipo de ambiente. Espera-se que esse alagamento tenha atuado como um im-
portante filtro ambiental, aumentando a mortalidade em espécies menos tolerantes a inunda-
¢ao. O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto do alagamento na mortalidade de espécies
arboéreas de campinaranas, e investigar quais caracteristicas funcionais estariam associadas
a maior tolerancia ao alagamento. Foram utilizados dados de sete parcelas permanentes, com
um hectare cada, nas quais foram calculadas as taxas de mortalidade baseada em inventarios
realizados entre 2011 e 2015, antes e ap0s a cheia excepcional. Foram selecionadas 33 espé-
cies arbdreas que correspondem a 80% da abundancia da comunidade para coleta dos atribu-
tos funcionais. Foram analisados atributos da folha, como area foliar especifica, contetido de
matéria seca foliar (LDMC), comprimento e densidade de estdmatos; da madeira, como densi-
dade da madeira, tamanho e densidade de vasos de xilema; e comprimento especifico da raiz.
Foram amostrados 5.634 individuos pertencentes a 233 espécies. Dentre as espécies mais
abundantes (>100 individuos), as que tiveram maior mortalidade foram Miconia prasina (Sw.)
DC., Iryanthera juruensis Warb., Clusia sp. e Ferdinandusa speciosa (Pohl) Pohl, com taxas de
mortalidade superiores a 70%. Uma analise de componentes principais separou tragos funcio-
nais relacionados a seguranca hidraulica no eixo 1 (32,7%), e caracteristicas conservativas no
eixo 2 (20,0%). Espécies com caracteristicas conservativas, como maior densidade da madeira
e maior LDMC, tiveram menor taxa de mortalidade. Ainda, a maior densidade e menor tama-
nho de estébmatos parecem estar relacionadas com menor mortalidade. O alagamento parece
favorecer espécies com estratégia conservativa, que investem mais em sobrevivéncia do que
em crescimento, o que causou alteragdo na composigéo funcional da comunidade estudada.

" Ecologia, doutorado, Universidade de Brasilia-UnB, bolsista CNPq
2 Botanica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Ecologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Analista Ambiental, M.Sc., Servigo Florestal Brasileiro
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78 - ESTABELECIMENTO E MULTIPLICAGAO IN
VITRO DE PLANTAS MEDICINAIS DE IMPORTANCIA
PARA A REGIAO CENTRO-OESTE

Oliveira Junior, A. A."; Flores, P. S.?; Silva, I. V.3

O objetivo deste trabalho foi definir metodologias para o estabelecimento in vitro, multiplicagao
e conservagao de guaco e alecrim pimenta. Para tanto, foram testados diferentes tempos de
imersdo de segmentos nodais de alecrim pimenta e explantes de gemas de guaco, em agua
sanitaria. Para o alecrim pimenta foi testado também o efeito de carvao ativado sobre a sobre-
vivéncia dos explantes. Apos esses tratamentos foram avaliados diferentes doses de BAP (0,5;
1.0; 2,0; 3,0 mg. L") para a multiplicagao de brotagdes. A imersdo dos explantes de segmentos
nodais de alecrim pimenta em agua sanitaria (2,5% de cloro ativo) por 25 minutos e inoculagao
em meio MS contendo carvéao ativado foi a metodologia mais apropriada para o estabelecimen-
to in vitro da espécie. Nao foi observada contaminagéo fungica ou bacteriana nos explantes de
gemas axilares de guaco em nenhum dos tempos de imersao testados, porém, a sobrevivéncia
foi maior nos tempos de 10 e 25 minutos. O meio de cultura suplementado com 2,0 mg.L" de
BAP foi o que resultou no maior nimero de brotagdes nos explantes de segmentos nodais de
alecrim pimenta (2,6 brotagdes por explante), apés 30 dias da inoculagéo. Apesar de a metodo-
logia ter sido eficiente para a produgao de brotagées, foi verificada a ocorréncia de vitrificagao
nas brotacdes. Para o guaco, as concentracdes de BAP nao foram eficientes para o desen-
volvimento de eixos caulinares a partir das gemas. Tendo em vista a necessidade de ajustes
nos protocolos de multiplicagdo das espécies, novos ensaios foram instalados e assim que as
metodologias forem definidas, sera dado prosseguimento aos experimentos para a defini¢do do
protocolo de conservagéo por crescimento reduzido.

Apoio: Embrapa, FAP-DF.

' Agronomia, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB
2 Genética e Melhoramento, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Agroecologia, graduagdo, Instituto Federal de Brasilia-IFB
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79 - ESTUDO COMPARATIVO DE NANOPARTICULAS
DE PRATA PRODUZIDAS UTILIZANDO EXTRATOS
AQUOSOS DE PLANTAS DO GENERO Mentha

Moreira, J. V.'; Oliveira, C. R."; Silva, D. B.?; Silva, L. P.3

Nanoparticulas de prata (AgNPs) vém sendo bastante estudadas principalmente por suas pro-
priedades antimicrobianas de amplo espectro. O desenvolvimento de novas tecnologias, como
as rotas de sintese verde, constituem uma alternativa a toxicidade das AgNPs tipicamente
produzidas por sintese quimica, além de serem mais baratas e ndo produzirem residuos com
potencial para causar danos ambientais severos. As rotas de sintese verde utilizam materiais
biolégicos, por exemplo, extratos das folhas de plantas, como agentes redutores e estabili-
zantes para a produgéo de AgNPs. Nesse sentido, o género Mentha é conhecido por sua uti-
lizacdo em aplicagdes medicinais, e por sua utilizagdo como agente antimicrobiano, podendo
ser utilizado como modelo para sintese de AgNPs. Assim, o presente estudo tem o objetivo de
avaliar sistematicamente o potencial de diferentes acessos de plantas do género Mentha, cul-
tivadas em um mesmo ambiente (telado), na formagéo de AgNPs. Foram obtidos 75 acessos
provenientes da Colegdo de Germoplasma de Plantas Medicinais e Aromaticas da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, cujas folhas foram armazenadas a -40°C até o momento
da sintese. O extrato aquoso foi produzido a partir da adicdo de pequenos fragmentos de fo-
Ihas a um béquer contendo agua ultrapura em estado de ebulicdo. O extrato aquoso foi entdo
filtrado, e um pequeno volume foi adicionado a um tubo de ensaio contendo solugéo de AgNO:;.
O tubo foi mantido em banho-maria sob temperatura controlada para realizagdo da reacgao de
formagédo de AgNPs; e a absorbancia da suspensao foi monitorada por espectrofotometria a
cada 30 min. O processo de caracterizagao utilizou as técnicas de espalhamento de luz dinami-
co (DLS), potencial Zeta e espectrofotometria (curva de absorgdo). O estudo demonstrou que
os extratos provenientes dos diferentes acessos de Mentha analisados produzem AgNPs com
caracteristicas distintas de diametro hidrodinamico, potencial Zeta de superficie e absorgéo na
regido do visivel, apresentando dentro de um mesmo agrupamento taxondmico (género e até
mesmo espécie) algumas taxas de formagéo bastante distintas de outras. Apds a analise dos
resultados, foi possivel constatar que as amostras com maior taxa de formacao de AgNPs na
sintese e na analise de ressonancia plasmdnica ndo sdo necessariamente as que tem maior
estabilidade coloidal das particulas e maior homogeneidade das formacgbes. Por isso, outros
fatores que podem influenciar as caracteristicas fisico-quimicas devem ser investigados (e.g.
perfil fitoquimico) para compreensédo dos mecanismos envolvidos com a formagéo de AgNPs
utilizando extratos de folhas de plantas do género Mentha.

Apoio: CNPq, Capes, Embrapa e UnB.

1 Biotecnologia, graduagdo, Universidade de Brasilia-UnB
2 Fitotecnia, mestrado, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Bionanotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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80 - EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES ENVOLVIDOS NA
AQU]SI(}AO DA COMPETENCIA EMBRIOGENICA EM PALMA
DE OLEO (Elaeis oleifera X Elaeis guineensis JACQ.)

Santos, I. R."; Maximiano, M. R.%; Almeida, R. F.3; Scherwinski-Pereira, J. E.%
Mehta, A.5

A palma de 6leo é uma planta de grande relevancia cultivada nos trépicos, uma vez que produz
dois tipos de 6leo de importancia econdmica, conhecidos como 6leo de palma e éleo de palmis-
te, obtidos a partir do mesocarpo e do endosperma, respectivamente. A alta produtividade de
6leo de palma deve-se aos hibridos melhorados que possuem potencial para producéo de uma
grande quantidade de 6leo por planta. Considerando as diversas aplicagdes desse 6leo, ha a
necessidade de se expandir as areas plantadas de palma de éleo. Entretanto, existem dificulda-
des na produgédo de mudas em larga escala, devido ao fato de possuirem um Unico meristema
apical, o que impede a propagagédo vegetativa por métodos tradicionais. Assim, o principal
meétodo utilizado atualmente para a produgéo € a partir de sementes que, em alguns casos
pode ser lenta e com taxas de germinagéo por volta de 30%. Desta forma, a micropropagacao
por meio da embriogénese somatica (ES) € uma das Unicas alternativas para a propagacgao
clonal desta cultura. Visando compreender melhor os processos moleculares desencadeados
durante as etapas da ES, a expressao de 9 genes potencialmente envolvidos na aquisigao da
ES, identificados em estudos anteriores de proteomicas, foi investigada por RT-gPCR. Para
tanto, foram utilizados genétipos contrastantes quanto a aquisicdo da competéncia embriogé-
nica em diferentes tempos de indug¢ao da ES. Folhas aclorofiladas do hibrido F1 interespecifico
(E. oleifera x E. guineensis Jacq.) foram coletadas de plantas adultas dos genétipos B352933
(ndo responsivo) e B351733 (responsivo). As folhas foram submetidas a desinfestacdo com
etanol 70% durante 5 min e, posteriormente, com hipoclorito de sédio a 2,5% durante 30 min.
Em seguida, as folhas foram lavadas em agua destilada estéril e submetidas ao processo de
indugéo de calos em meio de cultura especifico. O material foi coletado aos 14 e 150 dias apds
a indugdo (DAI). A extragdo de RNA foi realizada utilizando o método Trizol e os experimentos
de RT-gPCR foram realizados no termociclador 7300 96-well Real-Time PCR Systems (Applied
Biosystems). Os resultados obtidos neste estudo mostraram que os genes avaliados apresen-
taram-se negativamente regulados em 14 DAI e positivamente regulados em 150 DAI quando
comparados com o genotipo néo responsivo. Esse perfil foi também observado na maioria das
proteinas codificadas por estes genes nas analises protedmicas, indicando uma tendéncia si-
milar entre a expressao génica e a abundancia de proteinas. Os resultados confirmam nossa
hipétese de que a regulacdo desses genes envolvidos no controle do estresse oxidativo e me-
tabolismo energético sao cruciais para a aquisicdo da competéncia embriogénica.

Apoio: Embrapa, Capes.

1 Botanica, mestrando, Universidade de Brasilia-UnB

2 Genética e Biotecnologia, Ph.D., Universidade Federal de Juiz de Fora-UFJF
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81 - IDENTIFICACAO DE GENES RESPONSIVOS A INFECCAO DE
NEMATOIDE EM QUATRO ESPECIES VEGETAIS COMINTERACOES
INCOMPATIVEIS

Mota, A. P. Z."; Albuquerque, E. V. S.%; Fernandez, D.*; Guimaraes, P. M., Brasileiro,
A. C. M.%; Danchin, E.3; Grossi-de-Sa, M. F.2

Os nematoide-de-galha, (Meloidogyne spp.) podem parasitar uma grande variedade de plantas
e sdo responsaveis por importantes perdas na produgéo agricola em todo o mundo. Os avan-
¢os atuais na area de gendmica de plantas permitem a descoberta de eventos moleculares
que governam interagdes entre nematoides e hospedeiros, de forma compativel ou incompati-
vel, que ajudardo na compreensao dessas respostas. Neste estudo, o transcritoma de quatro
espécies vegetais resistentes aos nematoide-de-galha (Arachis stenosperma, Coffea arabica,
Glycine max e Oryza glaberrima) foi sequenciado utilizando a estratégia de RNA-Seq, para
identificar genes diferencialmente expressos nos estadios precoces da infecgao pelo nematoi-
de em comparacao com condi¢gbes controle. O programa OrthoFinder foi utilizado para identi-
ficar grupos de genes ortdlogos e paralogos entre as quatro espécies vegetais estudadas que
pertencem a diferentes familias de angiospermas. O proteoma derivado do transcritoma dessas
espécies foi utilizado como entrada para o programa OrthoFinder, o qual agrupa proteinas em
grupos ortologos baseado no resultado reciproco de melhor hit na analise blast. Os dados de
transcritoma das quatro espécies foram quantificados posteriormente pelo programa Kallisto,
e uma tabela de contagem foi produzida. Para identificar os genes diferencialmente expressos
em resposta a infecgdo de nematoides, duas diferentes andlises estatisticas foram utilizadas,
DESeq e EdgeR, e somente os genes que foram encontrados em ambas e que obtiveram um
valor de FDR < 0.05 e de Log2FC > 2 ou < -2, foram utilizados nas analises posteriores. A
analise de grupos ortélogos encontrou 9.323 grupos conservados evolutivamente entre pelo
menos uma das quatro espécies em estudo. O resultado das andlises estatisticas encontrou
778; 2.757; 743; e 677 genes diferencialmente expressos sob a infeccdo de nematoide para
A. stenosperma, O. glaberrima, C. arabica e G. max, respectivamente. Foram identificados 18
grupos ortélogos comuns, evolutivamente conservados nas quatro espécies, que continham
ao menos um gene responsivo ao nematoide em cada espécie em estudo. Apesar da distancia
evolutiva entre as quatro espécies resistentes, 0s18 grupos ortdlogos em comum identificados
no presente estudo sugerem que parte resposta de incompatibilidade a infeccdo de nematoides
ocorre de maneira semelhante.

" Biologia Celular e Molecular, doutoranda, Universidade Federal do Rio Grande do Sul-UFRGS
2 Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Biologia, Institut de Recherche pour le Développement - IRD , Montpellier, France

4 Biologia, Ph.D., INRA, Univ. Nice Sophia Antipolis, CNRS, UMR 1355-7254 Institut Sophia
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82 - IDENTIFICACAO DE PROTEINAS ASSOCIADAS A
RESISTENCIA DE Brassica oleracea A Xanthomonas
campestris POR PROTEOMICA SHOTGUN E
VALIDAGAO DOS GENES CORRESPONDENTES POR
SUPEREXPRESSAO EM PLANTA MODELO

Santos, C.'; Fontes, W. 2; Nogueira, F. C. S.3; Doomont, G. B.3; Farias, A. R. B.%
Oliveira-Neto, O. B.%; Franco, O. L.%; Jorrin-Novo, J. V.”; Mehta, A.2

A determinagao da fung&o génica ainda € um desafio para confirmar o envolvimento dos genes
em determinada condicéo bioldgica. A analise protedmica mostrou ser uma técnica poderosa
para o estudo da fungcéo génica em diferentes condi¢des celulares. O enriquecimento de orga-
nelas, também pode contribuir para a identificagdo de proteinas menos abundantes, que nao
foram identificadas por LC-MS em analise de proteoma total. Neste trabalho, folhas jovens de
Brassica oleracea var. capitata dos gendtipos resistente (Astrus) e suscetivel (Veloce) foram
infiltradas com suspenséo de Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), (As00=0,6). Para
a condigao controle, as folhas foram infiltradas com solu¢do de NaCl 0,85%. As folhas foram
coletadas 24 horas ap6s a inoculagdo. O enriquecimento de cloroplasto foi realizado por gra-
diente percoll. As proteinas foram extraidas com fenol e precipitadas em acetato de amdnio
em metanol. As amostras foram analisadas em um espectrometro de massa Orbitrap (Thermo
Fisher Scientific) e a analise dos espectros gerados por LC-MS/MS foi realizada com o auxi-
lio dos softwares Progenesis Ql e PEAKS7® para identificagdo e quantificagdo de proteinas.
Comparando o gendtipo resistente inoculado com o controle (GRI:GRC) e o gendtipo suscetivel
inoculado com o controle (GSI:GSC), foram identificadas 1424 e 1395, respectivamente. Foi
identificado um total de 40 proteinas com abundancia aumentada na comparagdo GRI:GRC e
101 na GSI:GSC. Entre as proteinas com abundancia diminuida, 98 foram obtidas na compara-
¢do GRI:GRC e 85 na GSI:GSC. Os dados revelaram proteinas com possivel envolvimento na
resposta de defesa contra agentes patogénicos. A protedmica de cloroplasto esta em analise,
entretanto, os resultados preliminares revelaram um total de 1048 proteinas em plantas resis-
tentes, e 1017 em plantas suscetiveis. Entre as proteinas 175 tiveram abundancia aumentada
e 25 diminuida em plantas resistentes. Em plantas suscetiveis 141 tiveram abundancia aumen-
tada e 34 diminuida. Algumas das proteinas identificadas foram selecionadas para a validagao
do gene correspondente por superexpressdo em Arabidopsis thaliana, visando confirmar seu
envolvimento na resisténcia a Xcc.

Apoio: Embrapa, CNPq, Capes e Universidade de Cérdoba, Espanha.

1 Farmacia, doutoranda, Universidade Federal de Juiz de Fora-UFJF

2 Biologia, Ph.D.,Universidade de Brasilia-UnB

3 Bioquimica, Ph.D., Universidade Federal do rio de Janeiro-UFRJ

4 Agronomia, doutoranda, Universidade Federal do Ceara

5 Ciéncias Agricolas, Ph.D., Centro Universitario Unieuro-Unieuro

8 Biologia Molecular, Ph.D., Universidade Catdlica de Brasilia-UCB/Universidade Catélica Dom Bosco, Campo Grande
7 Ciéncias Bioldgicas, Ph.D., Universidade de Cérdoba (UCO), Espanha

8 Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



XXII Encontro do Talento Estudantil da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 111

83 - IDENTIFICAGAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NA
RESPOSTA DE RESISTENCIA DE Arachis stenosperma
INFECTADA POR Meloidogyne arenaria RACA 1

Martins, A. C. Q."; Mota, A. P. Z.2; Saraiva, M. A. P.3; Murad, A. M.*; Mehta, A.5;
Brasileiro, A. C. M.5; Araujo, A. C. G.%; Miller, R. N. G.”; Guimaraes, P. M.®

Os nematoides das galhas pertencem ao género Meloidogyne e sdo um dos fitonematdides
mais destrutivos do mundo. Eles infectam um grande niumero de plantas vasculares e s&o distri-
buidos principalmente em regibes tropicais, representando uma perda anual global de centenas
de bilhdes de délares. Entre varias espécies, M. arenaria raca 1 € a mais prejudicial para o
amendoim cultivado (Arachis hypogaea). Varios estudos mostram que as espécies de Arachis
silvestre sdo mais resistentes as pragas e tolerantes a seca do que as espécies cultivadas.
Arachis stenosperma apresenta resisténcia a varios fitopatégenos e também exibe resposta de
hipersensibilidade (HR) no local de formacao do sitio de alimentacdo induzido por M. arenaria
raga 1, sendo uma excelente fonte de novos genes de resisténcia a serem explorados em pro-
gramas de melhoramento de amendoim. Para isso, a abundancia diferencial de proteinas de
A. stenosperma durante os estagios iniciais de infeccdo com M. arenaria (3, 6 e 9 dias apds a
inoculagéo - DAI) foi investigada por 2DE e analise shotgun, para a identificacdo de proteinas
associadas a resposta de defesa da planta. A analise protedmica por 2DE detectou 62 protei-
nas diferencialmente abundantes, das quais 21 foram identificadas por MS/MS. A anadlise de
LC-MS revelou 1.749 proteinas, das quais 239 proteinas foram detectadas como estatistica-
mente abundantes. A expressdo de 19 genes/proteinas identificados foi validada pela analise
de RT-gPCR. Genes candidatos serdo selecionados para avaliagéo in planta (transformagao
mediada com Agrobacterium rhizogenes em folha destacada de A. hypogaea) dos efeitos da
superexpressao desses genes em resposta a infeccdo do nematéide. Uma combinagéo entre
as abordagens transcritdbmica e protedmica podera contribuir para uma melhor compreensao
dos mecanismos moleculares envolvidos na resposta das plantas ao ataque do nematoide das
galhas e na identificagdo de genes candidatos que possam estar envolvidos na resposta da
resisténcia.

Apoio: Embrapa, Capes, CNPq e FAP-DF.

1 Biologia Molecular, doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB

2 Biologia Celular e Molecular, doutoranda, Universidade Federal do Rio Grande do Sul-UFRGS
3 Agronomia, B.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

5 Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

¢ Biofisica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

7 Biologia Molecular e Fitopatologia, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB
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84 - INFLUENCIA DO METODO DE PROCESSAMENTO
DA llex paraguariensis NAS CARACTERISTICAS FISICO-
QUIMICAS DE NANOPARTICULAS DE PRATA

Silveira, A. P."; Rivera, L. M. R'; Sousa, M. H.%; Silva, L. P2

A nanotecnologia verde esta em voga quando se trata do desenvolvimento de processos am-
bientalmente corretos e de custo acessivel, por fazer uso de recursos biologicos — entre eles
as plantas — na producdo de nanomateriais. Neste estudo, a llex paraguariensis (erva-mate)
foi utilizada sob diferentes métodos de processamento: tradicional, organico, folhas nativas e
folhas cultivadas (fora da regido de origem); sendo as duas primeiras pulverizadas; as duas
ultimas fragmentadas e posteriormente pulverizadas; e somente a folha nativa foi mantida sob
congelamento antes das avaliagdes quanto ao potencial para produzir nanoparticulas de prata
(AgNPs). Apds a obtencgao dos extratos aquosos, as reagdes foram submetidas as mesmas va-
riaveis incluindo concentracéo de extrato e sal metalico, além de tempo e temperatura, permi-
tindo a comparagéo das caracteristicas fisico-quimicas das AgNPs. Para caracterizacéo, foram
aplicadas as técnicas de espectrofotometria, espalhamento de luz dinamico, potencial Zeta,
microscopia de forga atdmica, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier e
difragdo de raios-x. Os resultados indicaram a formagao de AgNPs nos métodos de processa-
mento tradicional, organico e utilizando folhas cultivadas pulverizadas; apresentando dimen-
sbes nanométricas (dadas em altura), indices de polidispersividade de baixos a moderados,
e potenciais Zeta de superficie negativos com indicativos de instabilidade coloidal incipiente
a estabilidade moderada. As morfologias exibiram, em geral, padrdes esféricos e/ou conten-
do aglomerados. Os padrdes de cristalinidade das AgNPs foram influenciados pelos métodos
de processamento, além da area de superficie/contato, concentragéo de extrato e o congela-
mento da planta, resultando na modulacédo do potencial formador de AgNPs pelos metabdlitos
constituintes nos extratos obtidos de plantas processadas de maneiras variadas. Investigacdes
adicionais serao realizadas para a melhor compreenséo dos mecanismos envolvidos, incluindo
triagem fitoquimica para quantificagéo de possiveis compostos fendlicos e flavonoides presen-
tes em I. paraguariensis, sendo essas classes de compostos relatadas na literatura entre as
principais responsaveis pela formagéo de AgNPs utilizando plantas.

Apoio: CNPq, Embrapa, Capes, UnB e FAP-DF.

" Nanociéncia e Nanobiotecnologia, doutorando, Universidade de Brasilia-UnB
2 Quimico, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB
3 Nanobiotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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85 - O GENE AsDUF DA ESPECIE SILVESTRE Arachis
stenosperma ESTA ENVOLVIDO NA RESISTENCIA
AOS NEMATOIDES FORMADORES DE GALHA

Teixeira, L. A."; Martins, A. C. Q.%; Oliveira, T. N.?; Pereira, B. M.%; Araujo, G. S.5;
Araujo, A. C. G.%; Guimaraes, P. M.7; Brasileiro, A. C. M.”

Diversas plantas cultivadas tém seu desenvolvimento e produtividade afetados pelo ataque de
pragas e doencas, como é o caso do amendoim (Arachis hypogaea). Por outro lado, espécies
silvestres vém sendo exploradas como fonte de novos alelos de interesse agrondmico a ser
introduzida em programas de melhoramento genético. A. stenosperma, parente silvestre do
amendoim cultivado, é resistente a inumeros fitopatdégenos, incluindo o nematoide das galhas
(Meloidogyne arenaria), apresentando resposta de hipersensibilidade (HR) no local de forma-
¢ao do seu sitio de alimentagao. A infec¢ao pelo nematéide desencadeia varias vias de respos-
ta de defesa, incluindo genes envolvidos na HR. Dentre eles, o gene que codifica uma proteina
de funcéo desconhecida, denominada DUF (Domain of Unknown Function), foi positivamente
regulado em A. stenosperma durante os primeiros estadios de infecgdo do nematoide, suge-
rindo seu envolvimento na resposta de defesa. Visando avaliar o efeito da superexpressao do
gene AsDUF na resisténcia a infeccdo do nematoide das galhas, plantas de Arabidopsis tha-
liana foram transformadas com o vetor pPZP_AsDUF pelo método de Floral Dip. Dez eventos
de A. thaliana superexpressando AsDUF em homozigose (geragéo T,), e o controle (Columbia
0) foram desafiados com 2.000 J, de M. incognita 30 dias apds o plantio. Sessenta dias apds
a inoculagdo com o nematoide, a razdo entre a quantidade de galhas por peso (mg) de raiz
foi calculada. Ao todo, seis eventos transgénicos de A. thaliana apresentaram diferencas sig-
nificativas no numero de fémeas por peso (mg) de raiz de infecgéo, variando de 34 a 49% de
reducdo, quando comparada ao controle ndo transformado. Esses resultados sugerem que
AsDUF modula positivamente a resposta de defesa contra o nematoide das galhas e que sua
superexpressado em A. thaliana, reduz significantemente a infeccdo com M. incognita.

Apoio: Embrapa.

1 Ciéncias Bioldgicas, graduagéo, Universidade Catdlica de Brasilia-UCB, bolsista Embrapa
2 Biologia Molecular, doutoranda, Universidade de Brasilia-UnB

3 Botanica, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB

4 Agronomia, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB

5 Ciéncias bioldgicas, graduagao, Universidade Catolica de Brasilia-UCB

¢ Biofisica, Ph.D, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

7 Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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86 - PIPELINES GENERICOS DE BIOINFORMATICA
PARA ANALISE DE DADOS DE RNA-SEQ

Almeida, F. M."; Togawa, R. C.%; Pappas, G. J. Jr.?

Pipelines ou, protocolos computacionais, consistem em um encadeamento de etapas executa-
das por programas de computador especializados para tarefas particulares, como corregéo de
erros de sequenciamento ou busca por similaridade em bancos de dados. A gestao de pipelines
permite que o bioinformata receba, por exemplo, um arquivo FASTQ, e termine obtendo dados
de variancia entre sequéncias. O objetivo do projeto é de elaborar pipelines para analises de
dados de RNA-Seq utilizando a pseudo-linguagem bpipe. A implementagdo desses pipelines
permitira que diversos grupos de pesquisa da Embrapa economizem tempo em futuras ana-
lises de RNA-Seq e, além disso, permitirdo uma maior reprodutibilidade e acompanhamento
do processo computacional, resultando em uma diminui¢do da taxa de erros. Para avaliar os
pipelines elaborados durante o projeto seré utilizado dados de sequenciamento de Arabidopsis
thaliana que € um organismo modelo e possui anotagdes referéncia curadas. Para as analises
foram usados os mesmos dados utilizados para o transcritoma de referéncia (Zhang et al.,
2016 - doi:10.1101/051938), o que aumenta o poder de comparagao e avaliagdo dos pipelines.
Um dos experimentos realizados testou combinagdes de softwares de mapeamento (STAR e
HISAT2) e de montagem de transcritoma (Stringtie e Cufflinks). Ao final deste, obtivemos 4 di-
ferentes transcritomas provenientes de cada combinagéo de softwares que foram comparados
a referéncia para avaliar sua sensibilidade e precisao, utilizando o software gffcompare. Os
pipelines que envolvem a associagdo STAR e Cufflinks ou Stringtie ainda estao sendo execu-
tadas e ainda nao foram avaliados. Porém, utilizando as associagbes com HISAT2 obtivemos
os seguintes resultados: O pipeline HISAT2 e Cufflinks (1) produziu um assembly com média
de 99.8% de sensibilidade e 96% de precisdo, porém, com baixa taxa de novos transcritos
achados (1,03%). Ja o pipeline HISAT2 e Stringtie (2) possui menores valores de precisdo e
sensibilidade (93% e 72,9%, respectivamente), porém, com maiores taxas de novos transcritos
achados (2,7%). Com isso, conclui-se que, a alternativa (1) € melhor para montagem de trans-
critos ja conhecidos e realizagéo de anadlises subsequentes. Ja o pipeline (2), possui uma maior
vantagem para a descoberta de novos transcritos. Portanto, a escolha do pipeline depende
do estudo desejado e, talvez, uma associagéo entre os dois pipelines possa providenciar uma
analise mais robusta.

Apoio: Embrapa e UnB.

1 Biotecnologia, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB
2 Bioinformatica estrutural, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Biofisica Molecular e Biologia computacional, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB
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87 - PRODUGAO E APLICAGAO DE NANOMATERIAIS
E MATRIZES BIOPOLIMERICAS UTILIZANDO
RECURSOS MICROBIANOS, VEGETAIS E ANIMAIS

Carvalho, B. S."; Chafran, L. S. A.2; Bonatto, C. C.3; Silva, L. P.

As técnicas de biofabricagédo 3D, incluindo a bioimpressao 3D, consistem na utilizagdo de mate-
riais bioldgicos (células e biomoléculas) como principais insumos para constru¢do de estruturas
funcionais tais como miméticos de tecidos e 6rgéos. Estas estruturas podem ser empregadas
em testes de atividade biolégica de bioativos e na incorporagdo de nanomateriais com pro-
priedades Unicas. Sendo assim, este estudo tem como objetivo explorar as possibilidades da
bioimpressédo 3D, utilizando bioimpressoras na fabricagdo de estruturas com nanomateriais
em sua composigdo e/ou para testes de atividade bioldgica. A partir da obtengdo de polime-
ros naturais, como gelatina e quitosana funcionalizadas, e polimeros biocompativeis sintéticos
como poli(acido latico) (PLA) ou poli(caprolactona) (PCL), e da sintese verde de nanoparticulas
metélicas que vem sendo desenvolvidas, as estruturas e arcaboucos bioldgicos serdo mode-
lados por meio de ferramentas de desenho assistido por computador (CAD) e fabricados em
bioimpressoras 3D. Essas construgdes biomiméticas serdo caracterizadas e avaliadas quanto
as suas funcionalidades como a possivel atividade antimicrobiana e de manutengéo das condi-
¢bes proximas as fisioldgicas sendo posteriormente comparadas a modelos bioldgicos naturais.
Sendo assim, matrizes poliméricas formadas a partir de gelatina e quitosana funcionalizadas
com &cido aspartico, tendo como agente de crosslinking o acido tanico, tém sido testadas. Além
disso, taninos foram extraidos de extratos de cha preto e cha verde no intuito de formar matri-
zes poliméricas. Esses chas também foram utilizados como matéria prima para a sintese verde
de nanoparticulas de prata (AgNPs). Os resultados parciais deste trabalho indicam formagao
de AgNPs a partir dos extratos de cha preto e cha verde, em que este ultimo apresentou maior
intensidade de formagéo. Além disso, as AgNPs sintetizadas a partir de extratos de cha preto
apresentaram diédmetro hidrodindmico médio de cerca de 160 nm, com indice de polidispersi-
vidade moderado (0,460); ja as AgNPs sintetizadas com extratos de cha verde apresentaram
diametro hidrodinamico médio de aproximadamente 174 nm, com indice de polidispersividade
baixo (0,284). Os resultados obtidos até o momento sdo bastante promissores e as perspecti-
vas sdo de que novos insumos para processos de bioimpresséo 3D sejam desenvolvidos.

Apoio: Embrapa, FAP-DF, CNPq e UnB.

1 Nanociéncia e Nanobiotecnologia, mestranda, Universidade de Brasilia-UnB

2 Quimica, Ph.D., INCT em Biologia Sintética, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
3 Biologia Animal, Ph.D., TecSinapse

4 Nanobiotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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88 - PROSPECGAO DE EXTRATOS VEGETAIS NEMATOTOXICOS:
BIOQUIMICA COMO FORMA DE AGREGAR VALOR
AO GERMOPLASMA CONSERVADO DE Arachis

Nascimento, B. O.'; Soll, C. B.%; Ferreira, P. D. S.3; Hott, N. M. S.%; Polez, V. L. P.5;
Santos, G. A. G.%; Santos, R. S.7; Hiragi, G. 0.%; Valls, J. F. M.%; Rocha, T. L.5

O Banco de Germoplasma de Arachis pertencente a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia contém uma colegédo de 600 acessos oriundos de distintas regides brasileiras.
De acordo com a literatura, as plantas da familia Fabaceae do género Arachis podem apresen-
tar atividade no controle de fitonematoides. A espécie Meloidogyne incognita é responsavel por
causar prejuizos anuais estimados em milhdes de dolares a culturas de interesse econdmico.
Algumas alternativas de controle tém sido adotadas com énfase para a aplicagdo macica de
nematicidas sintéticos que resultam no comprometimento da saide humana e severos danos
ao meio ambiente. Neste ambito, esta proposta visa a prospecgéo de extratos vegetais a partir
de sementes de plantas de Arachis previamente catalogadas na base de dados do Portal Alelo
e oriundas do BAG de Arachis que exibam atividade nematotdxica sobre juvenis de segun-
do estadio (J2) de M. incognita. Para tanto, 41 amostras de sementes de plantas do género
Arachis foram submetidas ao processo de extragéo para a obtengéo do extrato cru aquoso. Dos
extratos crus aquosos obtidos, 10 amostras foram avaliadas quanto a atividade nematotdxica
(nematicida e/ou nematostatica) em bioensaios de viabilidade e recuperacgéo in vitro contendo
em média 60 (J2) de M. incognita. Os resultados do bioensaio de viabilidade demonstraram que
todos os extratos na concentracdo de 1 mg.mL" paralisaram acima de 90% dos J2, ap6s 48
horas de exposicado. Quanto ao ensaio de recuperagdo, as amostras 1, 3, 6, 7, 8 e 10 exibiram
100% de atividade nematicida contra 70% para as amostras 5 e 9. A amostra 4 exibiu apenas
55,5% da mesma atividade. Por fim, 95,5 % dos J2 de M. incognita submetidos ao tratamento
com a amostra 2 recobraram a movimentacdo. Estes resultados demonstram o potencial de
plantas do género Arachis e abrem um promissor campo de pesquisas em defensivos agricolas
naturais no controle deste fitoparasita.

Apoio: Embrapa, CNPq.

" Quimica Tecnologica, graduagéo, Universidade de Brasilia-UnB

2 Biologia, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB

3 Biologia, graduagao, Centro Universitario do Distrito Federal-UDF

4 Biologia, graduacéo, Instituto Federal de Brasilia-IFB

5 Bioquimica e Biologia molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
¢ Ciéncia da Computagado, mestrando, Universidade de Brasilia-UnB

" Tecnologia da Informacéo, B.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

8 Tecnologia da Informagéo, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

9 Agronomia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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89 - PROSPECGAO E AVALIACAO DE EXTRATOS
OBTIDOS A PARTIR DE SEMENTES DE PLANTAS
DO GENERO Oryza TOLERANTES A SECA VISANDO
AO CONTROLE DE Meloidogyne incognita

Hott, N. M. S.'; Rangel, P. H. N.2; Polez, V. L. P.3; Santos, G. A. G.%; Hiragi, G. 0.5,;
Santos, R. S.%; Rocha, T. L.7

Os nematdides da espécie Meloidogyne incognita sao endoparasitas que causam perdas agri-
colas mundiais expressivas de milhdes de dolares anualmente. O controle deste fitoparasita
ainda esta centrado no uso de nematicidas sintéticos os quais causam efeitos nocivos a saude
humana e ao meio ambiente. Assim, a busca por produtos oriundos de fontes naturais e que se-
jam mais sustentaveis & uma forte tendéncia mundial. Nesse cenario, o presente trabalho tem
como objetivo prospectar e avaliar os efeitos nematotdxicos (nematicida e/ou nematostatico) de
extratos aquosos de sementes do género Oryza tolerantes a seca. Dos 100 acessos de amos-
tras de sementes de arroz cedidas pela Embrapa Arroz e Feijao, um total de 70 referentes aos
lotes (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) contendo cada um 10 acessos foram extraidos em solugao aquosa.
Apos este procedimento, as amostras foram liofilizadas e acondicionadas a -20 °C para utili-
zagao nos bioensaios in vitro de viabilidade e de recuperagdo com juvenis de segundo estadio
(J2) de M. incognita. Os resultados do bioensaio in vitro de viabilidade utilizando amostras dos
lotes 1 e 2 na concentragdo de 500 ug.mL"' demonstraram que 100% dos J2 de M. incognita
estavam paralisados ap6és 48 horas de exposi¢ao. No ensaio de recuperagéo foi observado um
efeito nematicida para todas as mostras do lote 1 com aproximadamente 100% dos J2 mortos.
No caso do lote 2 somente as amostras 11, 15 e 16 exibiram efeito nematicida com 70, 82 e
100% dos J2 mortos, apos 48 horas de exposigédo. Em relagédo ao lote 3 as amostras 21, 22,
24 e 25 foram capazes de paralisar acima de 75% dos J2 de M. incognita, com a amostra 21
demonstrando o maior efeito nematostatico (87%), apos 48 horas de exposicdo. No ensaio de
recuperacgéao foi demonstrada uma atividade nematostatica para as amostras 22 e 23 com 88 e
76% dos J2 recuperando a mobilidade. No caso das amostras 25 e 27 observou-se uma ativi-
dade nematicida de 84%, apds 48 horas de exposicao. Vale salientar que os extratos 3 e 7 do
lote 1; extratos 13, 19 e 10 do lote 2 apresentaram formagéo de vacuolos na regido intestinal
do J2. Informagdes dos protocolos de extragédo e dados de atividade bioldgica contra J2 estdo
em fase de organizagéo e armazenamento no Banco in silico de Ativos Bioldgicos - ALELO.

Apoio: Embrapa, CNPq e Funbio.

1 Biologia, graduagao, Instituto Federal de Brasilia-IFB

2 Bioquimica, Ph.D, Universidade Federal de Sdo Carlos-UFSCar

3 Genética de Plantas, Ph.D., Universidade de Sao Paulo-USP

4 Ciéncia da computagdo, mestrando, Universidade de Brasilia-UnB

5 Tecnologia da Informagéo, M.Sc., Embrapa Recursos genéticos e Biotecnologia
¢ Tecnologia da Informagéo, B.Sc., Embrapa Recursos genéticos e Biotecnologia
7 Bioquimica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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90 - PROSPECGAO E CARACTERIZAGAO DE EXTRATOS
NEMATOTOXICOS DE RAIZES DE PLANTAS DA FAMILIA
SOLANACEAE VISANDO AO CONTROLE SUSTENTAVEL
DO FITONEMATOIDE Meloidogyne incognita

Ferreira, A. A."; Pimentel, R. R.?; Furlanetto, C.3; Polez, V. L. P.#; Rocha, T. L.5

O fitonematodide das galhas Meloidogyne incognita é responsavel pela redugado na produtivi-
dade e na qualidade dos produtos agricolas em termos mundiais. Os prejuizos ocasionados
anualmente aos agricultores sdo da ordem de milhdes de ddlares. O controle deste fitoparasita
permanece bastante centrado no uso de nematicidas sintéticos, que causam problemas sem
precedentes a saude humana e ao meio ambiente. Atualmente, observa-se uma tendéncia
mundial na busca por estratégias/produtos de controle mais sustentaveis. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi prospectar e caracterizar extratos e fragdes exibindo atividade nema-
totdxica (nematicida e/ou nematostatica) a partir de raizes de 3 espécies de plantas da familia
Solanaceae sobre juvenis de segundo estadio (J2) de M. incognita. Para tanto, bioensaios in
vitro foram realizados visando avaliar o efeito dos extratos na concentragdo de 1000 pg.mL™.
Posteriormente, os J2 paralisados foram submetidos a ensaio de recuperagéo para certifica-
¢ao da atividade nematotoxica. Adicionalmente, foram conduzidos bioensaios para determinar
a acao no controle de organismo nao alvo, a citotoxidade e a termoestabilidade dos extratos
nematotoxicos. Os resultados demonstraram que os extratos aquosos de todas as plantas pa-
ralisaram 100% dos J2 para a concentragdo de 1 mg.mL" apds 48 horas de exposigdo. O
ensaio de recuperagdo confirmou efeito nematicida para todos os extratos testados. Para o
bioensaio utilizando organismos néo alvo o extrato da Planta 2 apresentou efeito fungicida
contra Fusarium oxysporum com presenca de alo. Em relagdo ao bioensaio de citotoxicidade
observou-se que somente a planta 1 foi capaz de inviabilizar 80% das células. Para o bioensaio
de termoestabilidade todos os extratos apresentaram atividade nematicida, apds incubacéo a
50°C. Estes resultados evidenciam a potencialidade de extratos aquosos advindo de raizes de
plantas da familia Solanaceae e abre novas perspectivas para o controle de M. incognita, um
dos mais problematicos fitoparasitas da agricultura Brasileira.

Apoio: Embrapa, CNPqg e Funbio.

' Fitopatologia, mestranda, Universidade de Brasilia-UnB, bolsista CNPq
2 Fitopatologia, doutorando, Universidade de Brasilia-UnB, bolsista CNPq
3 Fitopatologia, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB

“4 Biologia Molecular, Ph.D.,Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
5 Bioquimica, Ph.D.,Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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91 - PROTEINAS DE DIVISAO CELULAR:

POTENCIAIS BIOMARCADORES DA AQUISIGAO DE
COMPETENCIA EMBRIOGENICA EM PALMA DE OLEO
IDENTIFICADOS POR PROTEOMICA SHOTGUN

Ribeiro, D. G.'; Almeida, R. F.2; Fontes, W.3; Castro, M. S.*; Sousa, M. V.%; Ricart, C.
A. 0.%; Scherwinski-Pereira, J. E.5; Mehta, A.6

A palma de dleo pertence a familia Arecaceae e apresenta grande importancia econdémica de-
vido a qualidade do dleo extraido dos frutos. Esta palmeira possui um Gnico meristema apical e
ndo apresenta formas convencionais de propagacao vegetativa, sendo a propagacéao realizada
apenas por sementes. Desta forma, o método mais utilizado para a propagacao vegetativa da
palma de dleo é a embriogénese somatica (ES). Entretanto, ha poucos trabalhos que mostram
proteinas relacionadas a esse processo. O objetivo do presente estudo foi identificar as pro-
teinas diferencialmente abundantes entre gendtipos de palma de 6leo contrastantes quanto a
aquisicdo de competéncia embriogénica. Foram utilizadas folhas aclorofiladas de dois genoti-
pos obtidos do cruzamento interespecifico entre Elaeis oleifera x E. guineensis. O material foi
coletado em triplicata biolégica nos tempos 14 e 90 dias durante a etapa de indugéo de calos
em cada genotipo. Proteinas totais foram extraidas com fenol e analisadas no espectrome-
tro ESI-LC-MS/MS (Thermo Scientific). A analise de dados foi realizada por meio do software
Progenesis® QI for proteomics (Nonlinear Dynamics) e a identificagdo das proteinas através
do software Peaks® (Bioinformatics Solutions). No estadio inicial, o estudo revelou um total de
2177 proteinas, sendo 130 diferencialmente abundantes. Ja no estadio intermediario, foram
identificadas 2518 proteinas, sendo 97 diferencialmente abundantes. Os resultados mostraram
que o controle do estresse e a regulagao do ciclo celular sdo processos indispensaveis para o
sucesso do desenvolvimento embriogénico. Proteinas envolvidas na divisdo celular foram au-
mentadas no gendtipo responsivo, incluindo a proteina associada a microtubulos e Protein P21,
além de proteinas envolvidas na via de ubiquitinagéo e biossintese de proteinas como a plant
UBX domain-containing protein e a eukaryotic initiation factor, respectivamente. A expressao
dos genes que codificam estas proteinas foi também avaliada por RT-gPCR e os resultados
indicaram uma tendéncia similar de expressao. Portanto, sugere-se que estas proteinas pos-
sam ser utilizadas como potenciais biomarcadores da aquisigdo de competéncia embriogénica.

Apoio: Embrapa, Capes e CNPq.

1 Biologia, doutorado, Universidade Catdlica de Brasilia-UCB

2 Biologia, doutorado, Universidade de Brasilia-UnB

3 Medicina, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB

4 Biologia, Ph.D., Universidade de Brasilia-UnB

5 Fisiologia do Desenvolvimento Vegetal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
¢ Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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92 - QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES
DE MARACUJA ARMAZENADAS

Melo, C. C."; José, S. C. B. R.2; Salomao, A. N.3; Padua, J. G.%; Carvalho, R. V.*

Assim como as demais espécies do género Passiflora, a germinagéo natural da espécie P. se-
taceae cultivar “BRS Pérola do Cerrado” é baixa e bastante irregular, impedindo o fornecimento
de material propagativo na forma de sementes para os produtores. Estudos relacionados as
melhores condigbes de armazenamento devem ser realizados para garantir a comercializacao
de sementes de qualidade. Os objetivos desta pesquisa foram avaliar a qualidade fisiologica
das sementes armazenadas com diferentes umidades e condigdes ambientais, assim como
verificar o efeito do armazenamento sobre a dorméncia das mesmas. Apods a retirada do arilo,
as sementes foram submetidas a secagem em silica gel até teores de agua de 7%, 4,1%, 3,6%
e 3,0%, além do controle, sementes sem secagem, com 11,5% de umidade. As sementes foram
armazenadas em embalagem impermeavel em camara climatizada (-20°C) e em ambiente de
laboratdrio e apos 1 ano e 2 meses de armazenamento foram realizados testes de germinagéao
e vigor pelo “indice de velocidade de germinacao” (IVG). A germinagao foi conduzida a 20-
30°C em camara de germinagao, na presenga ou nao de regulador de crescimento Promalin®
(giberelina e citocinina; 300mg.L"). A andlise estatistica foi realizada em esquema fatorial 5
(umidades de sementes) x 2 (presenca e auséncia de regulador de crescimento) para ambos
os ambientes de armazenamento e a avaliagédo de plantulas normais e do IVG foram feitas aos
35 dias. A utilizacdo do regulador de crescimento proporcionou um aumento da germinacao
e vigor das sementes nos diferentes ambientes de armazenamento e isso foi dependente da
umidade das sementes. Nao houve diferengas entre a germinagdo das sementes armazenadas
em ambiente a -20°C nas diferentes umidades, na presenca do regulador de crescimento. Em
condigbes laboratoriais, sementes com umidade mais elevada, de 11,5%, ndo germinaram, o
que ndo ocorreu no ambiente a -20°C, embora neste ambiente, a velocidade de germinagao
tenha sido menor. Germinagéo inferior a 40% foi observada quando o teste foi conduzido sem a
presenca de regulador de crescimento, nos dois ambientes de armazenamento. Os resultados
indicam que a umidade € um fator a ser considerado no armazenamento das sementes dessa
cultivar, e tanto o periodo quanto as condi¢des ambientais estudadas ndo foram suficientes
para a superagdo da dorméncia das sementes, sendo indispensavel a utilizacdo do regulador
de crescimento.

Apoio: Embrapa e CNPq.

1 Agronomia, graduagédo, Universidade de Brasilia-UnB, bolsista CNPq

2 Agronomia, D.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Engenharia Florestal, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
4 Agronomia, graduacéo, Embrapa Produtos e Mercado
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93 - REAGAO DE GENOTIPQS DE AMENDOIM
FORRAGEIRO AOS NEMATOIDES Meloidogyne arenaria,
Meloidogyne javanica, Meloidogyne incognita

Barbosa, A. S.'; Costa, D. C?; Costa, A. C. 3; Moreira, R. J.#

O amendoim forrageiro € uma excelente leguminosa para os sistemas agropecuarios de corte,
leite, plantio de pomares, hortalicas etc., que necessitam de uma grande produgdo em curto
espaco de tempo. Sua implantagéo nesses sistemas, depende da eficacia de algumas espécies
de amendoins, como as Arachis pintoi e Arachis repens, ter comportamento resistente as infes-
tagdes de alguns nematoides, em especial aos nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) em
suas areas de cultivo. O amendoim forrageiro possui componentes capazes de adubar o solo
naturalmente, corrigindo seu pH, mantendo sua umidade e fixando nitrogénio, evitando também
o aparecendo de ervas daninhas, funcionando como um controle biolégico de pragas, e ainda
nutrindo animais que necessitam de pastagens em um ciclo rapido. Visando obter a reagédo de 6
genodtipos de amendoim forrageiro (BRA 039799; BRA 014982; BRA 030635; cv. Belmonte; cv.
BRS Mandobi; BRA 029190), a infestagao por M. arenaria, M. incognita e M. javanica, mudas
produzidas em solo estéril foram inoculadas com 10.000 (ovos +J2) de cada espécie e manti-
das por 90 dias em condigbes de casa de vegetagdo, sendo inoculadas plantas de tomateiro
cv. Santa Cruz como testemunha suscetivel. O delineamento utilizado foi o inteiramente ca-
sualizado, com sete tratamentos e cinco repeticdes em trés experimentos isolados. Apds este
periodo as mudas foram colhidas e avaliadas quanto ao nimero de galhas, nimero de massas
de ovos, nimero de ovos e J2 extraidos das raizes e calculado os fatores de reprodugéo (FR=
Pf/Pi). Os gendtipos de amendoim testados mostraram-se resistentes aos nematoides das ga-
Ihas, apresentando os seguintes fatores de reproducéo para M. arenaria (0 a 0,15); M. javanica
(0 a0,04) e M. incognita (0 a 0,14), enquanto as plantas de tomateiro apresentaram fatores de
reprodugéo médio de 1,50; 60,50 e 7,50, respectivamente.

Apoio: Embrapa.

' Ciéncias Bioldgicas, graduagéo, Universidade Paulista-UNIP

2 Fitopatologia, Dr., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

3 Ciéncias Bioldgicas, graduagao , Centro Universitario do Distrito Federal-UDF
4 Ciéncias Bioldgicas, graduagao, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB
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94 - SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA VIA IRRADIAGAO
DE LUZ UTILIZANDO EXTRATO DE FOLHAS DE Mentha

Viol, L. C. S."; Oliveira, C. R.%; Silva, L. P.2

Nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo nanomateriais que apresentam propriedades fisico-qui-
micas diferenciadas aplicaveis a diversos setores industriais e na medicina. Geralmente, seu
preparo envolve uma etapa de nucleagdo, em que nucleos de prata metalica sdo formados,
e de crescimento/estabilizagéo, evidenciado pela mudanga de coloragdo do meio reacional.
Logo, o desenvolvimento de novos métodos de sintese de AgNPs tém sido explorado vislum-
brando aumentar a eficiéncia de formagédo das mesmas empregando reagentes e métodos de
preparo eco-amigaveis. Neste sentido, estratégias como uso de irradiagao de luz e de biomolé-
culas como impulsionadoras da reacédo de formagédo das AgNPs tém sido adotadas. Contudo,
0 uso concomitante delas e em condi¢des controladas € pouco relatado na literatura. Assim,
este estudo propds preparar AQNPs empregando irradiacdo de luz (LEDs) em diferentes com-
primentos de onda (vermelha, verde e azul; ou a mistura delas) utilizando extratos de folhas
frescas ou liofilizadas de Mentha x villosa adquiridas comercialmente como iniciador da reagéo.
Assim, a nucleagédo das AgNPs ocorreu pela exposigdo do meio reacional a(s) luz(es) por 1 h
a 25°C seguido por estabilizacdo a 4°C no escuro. A efeito comparativo, a sintese de AgNPs
na auséncia de luz também foi realizada. Todas as condi¢des empregadas permitiram obter
AgNPs, porém, aquelas que envolveram incidéncia de luz apresentaram maior conversao da
prata ibnica em metalica, com destaque para alguns comprimentos de onda especificos, que
apresentaram maiores taxas de nucleagéo para ambos extratos. Apos estabilizagéo, as AgNPs
preparadas com extrato de folhas frescas e liofilizadas apresentaram didmetro hidrodinamico
entre 44 e 92 nm e 61 e 84 nm, e potencial Zeta entre -18 e -28 mV, respectivamente. Portanto,
a incidéncia de luz em diferentes comprimentos de onda modula a formagéo de AgNPs, cujas
propriedades fisico-quimicas sdo dependentes do tipo de luz e de extrato obtido de folhas fres-
cas ou liofilizadas.

Apoio: Embrapa, CNPq, FAP-DF e Capes.

" Agroquimica, doutorado, Universidade Federal de Vigosa-UFV
2 Biotecnologia, graduagao, Universidade de Brasilia-UnB
3 Bionanotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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