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Apresentacao

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia realiza anualmente
o Encontro do Talento Estudantil. Este evento proporciona a integracao de
alunos de graduacéo, mestrado e doutorado das diversas areas de Unidade,
permitindo a divulgagdo dos resultados obtidos nas suas pesquisas. Além de
proporcionar o treinamento dos estudantes para apresentarem seus trabalhos
e responderem aos questionamentos técnicos apresentados pelos visitantes
e pela comissdo julgadora, permite a participagdo de todos os alunos em um
unico ambiente cientifico que promove a colaboragéo cientifica. Em 2019 foram
apresentados 106 trabalhos divididos nos temas de pesquisa animal, vegetal e
de microrganismos.

Os trabalhos sao expostos em forma de pOsteres, com a apresentagéo
oral dos alunos, sendo os trabalhos e os alunos avaliados por uma comis-
sdo composta por professores e pesquisadores externos a Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Os melhores trabalhos sdo premiados, como forma
de reconhecimento, sendo apresentados oralmente, pelos alunos, em cerimé-
nia publica de encerramento.

Agradecemos a todos os participantes que orientam, participam,
apoiam e avaliam os trabalhos, com a certeza de que estamos contribuindo,
de forma impactante, para a formacgéo de profissionais na area de ciéncia, tec-
nologia e inovagao, para atuarem em beneficio do nosso pais. Especial agra-
decimento a Comisséo Organizadora pela sua dedicagéo e as instituigdes que
apoiam a realizagédo do evento.

Maria Cléria Valadares-inglis
Chefe-Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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001 - A expressao de genes candidatos é semelhante em
embrides bovinos in vivo e in vitro D14.

Ligiane de Oliveira Leme®, José Oliveira Carvalho Neto', Mauricio Machaim
Franco®, Margot Alves Nunes Dode”

'Universidade Federal do Espirito  Santo; 2Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

E bem fundamentado que o cultivo in vitro afeta qualidade, expressédo génica
e processos epigenéticos em embrides bovinos. Entretanto, a maioria dos
estudos avaliam essas diferencas em embrides produzidos in vivo e in vitro
no dia 7 (D7) de desenvolvimento. Considerando que o periodo pos-ecloséo é
0 menos estudado e o0 que apresenta as maiores perdas embrionarias, pode-
se supor que essas alteragbes ocorridas durante o processo in vitro sdo
mantidas e/ou agravadas apds os embries serem transferidos para Gteros
receptores. Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil
transcricional da expressdo de genes candidatos em embrifes D14. Foram
utilizados dois grupos de embrides, um produzido in vitro até o D7 (grupo VT),
e outro grupo produzido in vivo, com embrides coletados em D7 (grupo VV).
Embrides em estdgio de desenvolvimento semelhante, de ambos os
tratamentos, foram transferidos para Uteros receptores e coletados
novamente em D14. Estes foram selecionados quanto ao formato e tamanho
e entdo biopsiados sob estereomicroscopio e armazenados para sexagem e
avaliagdo da expressao génica. Todos os embrides foram sexados por PCR e
somente os machos foram utilizados. Para expressdo génica, 8 genes (PPIA,
SLC39A2, DCBLD2, FOXN2, SCEL, SLC39A14, BEX5, ANKRD1) indicados
previamente como sendo diferencialmente expressos entre embribes VV e VT
foram utilizados para andlise por RT-gPCR. Foram utilizadas 4 réplicas
biolégicas de 4 embrides. O resultado da analise de expressao de genes nao
acusou diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos para 0s genes
avaliados. Esses resultados sugerem que o ambiente uterino pode estar de
alguma forma minimizando as diferencas transcricionais ou que outros genes
ou outros eventos podem ser responsaveis pelas perdas embrionarias que
ocorrem nesse periodo.



002 - Andlise comportamental de Melipona quadrifasciata
visando avaliar a qualidade dos ninhos para uso na
polinizagcéo de tomate em cultivo protegido

Raissa Silva Costal, Eliana M. G. Fontesz, Carmen Silvia Soares Pires’ e
Edison Ryoiti Suijii®

'Universidade do Distrito Federal; 2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

A polinizacdo do tomateiro se da por meio da vibragao da antera, liberando os
graos de pdlen para o estigma, promovendo a fecundacao. A abelha Melipona
quadrifasciata, mandacaia, é capaz de vibrar as flores no momento da coleta
do pélen, realizando a polinizacdo de forma especifica. O estudo objetivou
avaliar a qualidade de ninhos de mandacaia para uso em casas de vegetacao
para polinizacdo do tomateiro por meio da observacdo de seus
comportamentos de forrageamento correlacionado com temperatura e
umidade. Durante uma hora, em diferentes dias, em intervalo de 5 minutos,
foram observados em seis ninhos de mandacaia os movimentos de saida,
entrada e entrada com pdlen e obtido os dados de temperatura e umidade
com relogio digital THU-100 (UNITY) e radiébmetro L.N.E (Mv/cm3). Os dados
obtidos foram submetidos & andlise de varidncia ndo paramétrica de Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney pairwise e correlacado de Pearson, no programa PAST,
para avaliar os ninhos e correlacionar com as condi¢des climéaticas. Houve
correlagdo significativa entre as variaveis de abelhas saindo do ninho com
abelhas entrando com poélen (Pearson r = 0,849; p<0,001). Percebeu-se uma
diferenca relevante no nimero médio de abelhas saindo do ninho sendo
possivel considerar os ninhos N3, N4 e N6 como "fortes" e em melhores
condi¢Bes para uso em casas de vegetacdo. O comportamento das abelhas
de saida dos ninhos apresentou baixa correlacdo com umidade e
temperatura, sendo esta positiva para umidade (r = 0,339, p=0,03). A
dispersdo por horério sugere maior movimentacao no inicio da manha e no
final da tarde. Os dados indicam que a taxa de saida dos ninhos das abelhas
pode ser utilizada para avaliar a qualidade das colénias para uso na
polinizagdo do tomateiro em casas de vegetagdo. Esta taxa ndo esta
relacionada com a umidade relativa e a temperatura. Os melhores horarios
para fazer as observacdes que possam indicar qualidade dos ninhos sdo no
inicio da manha e final da tarde.



003 - Aumento na taxa de recuperacdo de estruturas apos a
transferéncia intrafolicular de ovécitos imaturos (TIFOI)

Luzia Renata Oliveira Dias', Otavio Augusto Costa de Faria', Margot Alves
Nunes Dode?

'Universidade de Brasilia; 2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

A transferéncia intrafolicular de ovécitos imaturos (TIFOI) pode ser uma
alternativa para a producdo de embrides bovinos, jA que permite associar as
vantagens da producéo in vivo e in vitro de embrides. Entretanto, a taxa de
recuperagcdo embrionéria ap6s a TIFOI ainda é baixa, limitando o seu uso.
Objetivou-se avaliar se 0 tempo em que os ovAcitos permanecem no foliculo
apoés a TIFOI realizada em diferentes momentos afeta a taxa de recuperagéo
embriondria. Vacas ovuladoras Nelore (n=36) foram submetidas a um
protocolo padrdo de sincronizacdo do estro, utilizando implante vaginal de
progesterona (P4), Benzoato de Estradiol e Prostaglandina F2a. A retirada do
implante foi realizada no dia 8 (D8) e 24 (TIFOI D9, n=255), 36 (TIFOI D9,5,
n=204) e 52 (TIFOIl D10, n=312) horas apés, os animais com foliculo
dominante receberam a injecdo dos ovdcitos imaturos (25 a 30/animal). A
inseminacdo artificial (IA) e a inducéo da ovulagéo foram realizadas 52 horas
apoés a remocao de P4 em todos os tratamentos. Oito dias apds a TIFOI, foi
realizada a lavagem uterina para a recuperacéo embrionaria. Apdés a coleta
de embrides, foram avaliadas as taxas recuperacdo embrionéria e de
estruturas (embrides, degenerados e ndo fecundados) total (quando o ovdcito
nativo da ovuladora € incluido) e verdadeira (quando o ovdcito nativo é
excluido). Os dados foram analisados pelo teste Qui-quadrado (P<0,05). A
recuperacao total de embrides foi semelhante (P>0,05) entre tratamentos
TIFOI D9 (2,7%); TIFOI D9,5 (6,4%); TIFOI D10 (5,4%). No entanto, a taxa de
recuperacao total e verdadeira de estruturas foi maior no grupo TIFOI D9,5
(61,3%; 57,8%), com relagdo aos grupos TIFOI D9 (26,6%, 24,7%) e TIFOI
D10 (28,2%, 23,1%). Apesar da taxa de recuperacdo de embrides ter sido
semelhante entre os grupos, os resultados mostraram que a TIFOI D9,5
proporcionou uma maior recuperacéo de estruturas. Portanto, conclui-se que
0 tempo em que os ovécitos permaneceram dentro do foliculo apés a TIFOI
interferiu na taxa de recuperacédo de estruturas.



004 - Caracterizacdo da regiao reguladora do gene da
mucina 2 (MUC2) bovina

Melissa Shizue De Aimeida Yamashita' e Eduardo De Oliveira Melo®
'Universidade Federal do Tocantins; 2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Um dos gargalos que a pecuaria enfrenta sdo as doencas infecciosas e
parasitarias. Uma das formas de se abordar tais obstaculos é o uso de
técnicas de genética molecular e, para se direcionar a expressao heteréloga
de genes, sdo necessérios o isolamento e a caracterizagdo de promotores
tecido-especifico. Ao longo da superficie epitelial intestinal dos mamiferos
existe uma intrincada rede de polimeros, formada pelas mucinas formadoras
de géis, que desempenham um papel protetor devido a formacdo de uma
barreira fisica, quimica e imunolégica. A mucina 2 (MUC2) é a principal
mucina nos intestinos delgado e grosso. Com o0 objetivo de caracterizar o
promotor da MUC2 bovino, através de uma comparacdo dos promotores do
gene MUC2 humano e murino ja caracterizados e pela sequéncia do genoma
bovino depositado no GeneBank foi possivel desenhar primers e isolar por
PCR uma regido candidata a promotor do gene MUC2 bovino de 1454pb.
Essa sequéncia amplificada foi clonada no vetor de clonagem pCRII-Topo e
enviada para sequenciamento. Apos analise e confirmacdo como a sequéncia
desejada, a regido foi clonada num vetor contendo o gene repdrter da
luciferase (pSX-LUC). Utilizando como base a literatura sobre sitios
regulatérios do promotor da MUC2 ja descritos, identificamos possiveis sitios
regulatérios na regido bovina. Com esses dados, realizamos uma série de
dele¢cBes a fim de achar a sequéncia promotora com maior capacidade de
expresséo e alta especificidade. Essas dele¢fes possuem os tamanhos de
1035pb, 812pb, 517pb, 247pb e 101pb. As constru¢cbes foram testadas
através ensaios de transfeccdo em células intestinais LoVo (linhagem celular
de adenocarcinoma coloretal humano) e fibroblastos bovinos e submetidas ao
kit Dual-Luciferase (Promega) onde foi possivel realizar a medi¢do da
luminescéncia gerada pela luciferase no luminémetro e assim a quantificagédo
da expresséo relativa do promotor. Os resultados apresentados comprovaram
gue a sequéncia amplificada corresponde, de fato, a uma sequéncia
promotora, uma vez que ela foi capaz de induzir expressdo de um gene
repoOrter em cultivo de células in vitro.



005 - Caracterizacdo da transcricdo sense e antisense ao
longo do locus do transcrito especifico do X inativo (XIST)
na placenta fetal bovina

Paloma Soares de Castro', Luna Nascimento Vargasl, Anelise dos Santos
Mendongaz, Alvaro Fabricio Lopes3, Mauricio Machaim Franco’

'Universidade Federal de Uberlandia; 2Universidade Federal do Triangulo Mineiro;
3Universidade Federal do Norte Fluminense; 4Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

A inativagdo do cromossomo X (ICX) € um evento bem compreendido em
camundongos. Esse processo ocorre como uma forma de compensar o
imbalango entre os sexos homo e heterogaméticos com relagcao a expressao
génica. Em camundongos, o RNA longo néo-codante (INcRNA) transcrito
especifico do X inativo (XIST) é essencial para a iniciagdo do processo de
ICX, atuando em cis ao longo do cromossomo em que é transcrito para
realizar o silenciamento cromossomal. O transcrito antisense mais bem
conhecido no locus XIST é o TSIX, um modulador negativo para XIST. Mas
em bovinos, esses eventos sdo pouco compreendidos. O objetivo deste
estudo foi caracterizar os padrdes de transcricdo fita-especifica ao longo do
locus XIST na placenta fetal bovina. O RNA total foi isolado a partir de
amostras de cotilédone. Para detectar a transcricdo fita-especifica,
sintetizamos o cDNA usando primers forward e reverse especificos do éxon 1,
éxon 4 e éxon 6 do gene XIST. Como controle positivo, foi utilizado o cDNA
usando primer Oligo (dT). Como controle negativo, foi utilizado o cDNA com
primer Oligo (dT) na auséncia da enzima transcriptase reversa. Cada amostra
de cDNA foi amplificada usando a SS-RT-PCR (Strand-Specific Reverse
Transcription Polymerase) analisada em duplicata e interpretada
gualitativamente, como presenca ou auséncia de expressao. A especificidade
de cada amplicon foi confirmada pelo tamanho em gel de agarose (éxon 1 -
172 pb, éxon 4 - 96 pb e éxon 6 - 159 pb) e pela andlise da curva de melting.
Nossos resultados mostraram que héa transcricdo sense e antisense em todo
o locus XIST na placenta bovina e sdo importantes para melhorar nosso
entendimento sobre XCI em bovinos. No entanto, estudos futuros ainda
devem ser feitos para melhor caracterizar os eventos envolvidos no XCI
nessa espécie. Finalmente, nossos resultados mostram a relevancia de levar
em conta a possibilidade da expresséo antisense quando se propde a realizar
estudos de expresséo génica, especialmente em locus de RNA ndo codante,
onde a transcri¢cdo das duas cadeias de DNA é frequente.



006 - Confeccdo de fibras biopoliméricas produzidas por
fiacdo molhada para diferenciacéo celular

Lucio de Assis Araujo Neto®, Luciano Paulino da Silva®
'Universidade Federal do Parana; 2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Hidrogéis sdo materiais constituidos por rede de cadeias poliméricas
hidrofilicas, produzidos pela reacdo de monémeros ou polimeros em conjunto
com unidades de reticulacdo. O estudo desenvolvido objetivou a producéo de
hidrogéis poliméricos & base dos biomateriais gelatina e alginato de s6dio, em
diferentes propor¢Bes para formar variadas propriedades mecéanicas, para
potencial promocdo de diferenciacdo celular por estimulos fisicos. A
fabricacéo dos hidrogéis ocorreu a partir da diluicdo dos polimeros, obtendo
ao final trés tipos diferentes, identificados por I, Il e lll. O polimero alginato de
sédio foi mantido na concentracdo X para o hidrogel I, 1l e Ill; ja a gelatina
estava na concentracdo Y para o hidrogel Il e na concentragcdo Z para o
hidrogel Ill. Como agente de reticulagédo, foi utilizado cloreto de calcio por 20
min apos a extrusdo dos hidrogéis utilizando seringas de 1 mL, formando
fiboras com alguns centimetros. Posteriormente, estas foram lavadas em um
tampdo fosfato salina e secados gentilmente com papel toalha. Conseguinte,
em uma extensora eletromecéanica, as fibras foram colocadas para avaliacdo
da extensibilidade que cada tipo de hidrogel apresentava em triplicatas
experimentais. As fibras produzidas com o hidrogel | apresentaram for¢a na
extensdo maxima de 2,818 = 0,341 N; j& a fibra produzida com o hidrogel Il
apresentou forga méaxima de 2,245 + 0,236 N; e por ultimo a fibra produzida
com o hidrogel Il apresentou for¢a na extensdo maxima de 2,179 + 0,170 N.
As fibras fabricadas ressaltaram suas propriedades elasticas durante o
processo de extensdo, evidenciando que a variacdo da concentracdo de
gelatina nos hidrogéis Il e lll, além de ser responsavel pelo aumento da
viscosidade, mantém préximo o potencial de extensdo quando comparado
com a fibra confeccionada com o hidrogel I. A partir disso, o estudo permitiu a
fabricacdo de fibras sintéticas para construcdo de biomateriais ou miméticos
teciduais para proporcionar a adicao de células e promover sua diferenciacao
por estimulos fisicos, como por exemplo, o de extensao.



007 - Corpo luteo ovino: andlise da regresséao luteal

Lucas Macedo Santosl, Gabriela Cordeiro Brilhantel, Jéssica Drechmerz,
Alexandre Floriani Ramos®, Bianca Damiani Marques Silva®

1Uniceplac; 2Instituto  federal Catarinense; 3Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Na luteogénese ocorre intensa atividade angiogénica, levando o corpo IUiteo
(CL) a ser um dos o6Orgdos mais irrigados do organismo, 0 que esta
relacionado a capacidade de producédo de progesterona (P4). Normalmente o
CL é avaliado por ultrassonografia e/ou laparoscopia, mas sem conseguir
estimar sua funcionalidade. A ultrassonografia Doppler € uma técnica na qual
se consegue estimar a funcionalidade dos tecidos e 6rgaos por seu aspecto
vascular e hemodinamico. Objetivou-se avaliar o fluxo sanguineo (FS) luteal
para caracterizar a fase de lutedlise em ovelhas. Foram utilizadas 20 ovelhas
da raca Santa Inés aptas a reproducdo, com idade entre 2 a 5 anos, escore
corporal médio de 2,5 e criadas em pasto de Brachiaria spp. com sal mineral
e agua ad libitum. Protocolo de sincronizacéo de estro constou de dispositivo
intravaginal de P4 (0,33 g) por 7 dias, gonadotrofina coriénica equina (300 Ul)
e prostaglandina F2a (0,275 mg) na retirada do dispositivo. O estro foi
avaliado através de rufido com tintura peitoral, 53 a 76 horas ap0s retirada da
P4. As avaliacbes de didmetro e FS foram realizadas com ultrassom Doppler
via transretal, nos dias 13,15,17,19,21 e 23 apds a observacao do estro. O FS
foi avaliado pelo percentual de vascularizacdo do CL, sendo grau 1 (0-25%), 2
(26-50%), 3 (51-75%) e 4 (76-100%). Os resultados dos diametros e FS foram
analisados pelos testes de ANOVA e Kruskal-Wallis, respectivamente
(P<0,05). Houve reducgéo no diametro médio dos CLs entre D15 (9,55+0,82
mm) e D17 (8,43+1,20 mm), assim como no FS (2,44+0,86; 1,80+1,01; D15 e
17, respectivamente). Apesar de visivel, o CL ndo apresentava irrigacdo em
D23 (5,27+0,82 mm, grau 1,00+0,00). Os resultados sugeriram que a lutedlise
ocorreu entre os dias 15 e 17, quando houve redu¢éo no FS e no didmetro do
CL. Foi possivel identificar o momento que ocorre a diminuicdo da
vascularizacao do CL, importante para estudos com diagnéstico de gestacéo
e regresséo luteal precoce.



008 - Crosslinkers naturais para substituicdo de quimicos
sintéticos em processos de reticulacdo de biopolimeros

Renata Caué Borges Balbino®, Luciano Paulino Silva®
'Universidade de Brasilia; 2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

A interacdo entre a sociedade e o meio ambiente tem sido um tema
frequentemente discutido, visto 0s numerosos impactos negativos deixados
desde a Primeira Revolucao Industrial. A inddstria quimica, por exemplo, é
uma das principais responsaveis pela liberacdo excessiva de residuos
nocivos a saude. Dessa forma, observa-se a crescente necessidade da
implantacdo de estratégias sustentaveis nos processos produtivos,
especialmente no que concerne aos materiais com aplicagbes biomédicas e
veterinarias. Assim, o conceito de quimica verde tem ganhado notoriedade
como uma abordagem alternativa favoravel por promover a sustentabilidade a
partir do uso de produtos atdxicos em processos seguros. Nesse contexto,
este estudo visa buscar a otimizagdo de estruturas biofabricadas
tridimensionalmente para uso em bioengenharia a partir da reticulagdo com
moléculas oriundas de fontes naturais em substituicdo as de origem sintética.
A primeira fase deste projeto consistiu em revisdes bibliograficas para a
definicdo das concentracdes dos componentes biopoliméricos e dos
compostos naturais com potencial reticulador. Em seguida, iniciou-se a
producdo dos biofabricados por extrusdo manual de fibras de alginato em
solucdo calcarea. Essas estruturas foram colocadas em solu¢bes formuladas
a partir de diferentes concentracdes de glicerol, acido citrico ou
montmorilonita, substancias pré-selecionadas na primeira fase. Apds esses
testes, a acdo dos reticuladores (crosslinkers) foi investigada em duas outras
situacdes: incorporados em alginato ou incorporados na solucdo de cloreto de
célcio. A influéncia dos crosslinkers foi inicialmente determinada por
avaliagbes dos testes de forca em MTS por andlises estatisticas. As fibras
baseadas no hidrogel produzido apresentaram caracteristicas desejaveis para
este tipo de biomaterial, resisténcia, maciez e biodegradabilidade. J& em
relacdo ao possivel efeito dos compostos reticulantes naturais nas
propriedades mecénicas, nenhum dos reticuladores testados mostrou
diferencas estatisticamente significativas em relacdo as fibras nativas.
Estudos futuros com outras variaveis também poderdo verificar se houve
outros tipos de alteracdes nas estruturas de mesma composicdo. Contudo,
mesmo sem alteracdes significativas, bioestruturas mostraram-se favoraveis
as aplicacBes almejadas, incluindo uma 6tima alternativa para fios de sutura e
fibras alimentares biomiméticas.
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Vérios estudos tém mostrado que a utilizacdo de diferentes fontes protéicas
(FP) durante o cultivo in vitro (CIV) de embriées bovinos afetam a qualidade e
desenvolvimento embrionario. Considerando que a maioria dos estudos avalia
o efeito da FP no meio de CIV, o presente estudo objetivou avaliar se
mudancas na FP durante a maturacdo in vitro (MIV) causaria alteragdo no
desenvolvimento e sexo de embrides bovinos. Para isso foram realizados 2
experimentos, no primeiro os complexos-cumulus-ovécitos (CCOs) obtidos de
ovarios de abatedouro foram distribuidos em 2 grupos: grupo MIV-SFB: CCOs
maturados na presenca de soro fetal bovino (SFB); e, grupo MIV-BSA, CCOs
maturados com albumina sérica bovina (BSA), sendo que os ovocitos de
ambos os grupos foram fecundados e cultivados na presenca de SFB até dia
8 de desenvolvimento (D8). O segundo experimento foi semelhante ao
primeiro (grupos MIV-BSA e MIV-SFB), diferindo apenas na fecundagéo e
cultivo até o D8 que foram realizados na presenca de BSA. Foram avaliados a
taxa de embrido, cinética de desenvolvimento e o sexo dos embrides. A
sexagem foi realizada por PCR em 30 blastocistos/grupo. Os dados de
desenvolvimento, cinética e sexo dos embribes foram analisados pelo teste
de Qui-quadrado (p<0,05). Os resultados mostraram que, quando o cultivo foi
realizado na presenca de SFB, a FP durante a MIV ndo afetou (P>0,05) a
cinética, mas afetou (p<0,05) a taxa de blastocisto em D8 (MIV-SFB= 64,8%
n= 105; MIV-BSA = 50,5% n= 105). Quando os embrides foram cultivados na
presenca de BSA nenhum efeito (P>0,05) da FP durante a MIV foi observado
na taxa de blastocisto em D8(MIV-SFB = 41,1% n= 350, MIV-BSA = 37,3% n=
346). A FP utilizada durante a MIV néo afetou o sexo dos embriées (P>0,05),
independente do meio de cultivo ser suplementado com SFB ou com BSA.
Conclui-se que a FP durante MIV nao influencia o sexo dos embrifes, mas s6
afeta o desenvolvimento embrionario se o cultivo for realizado na presenca de
SFB.



010 - Efeito de sinais visuais e olfativos de flores de Zinnia
sp. no comportamento do parasitoide de ovos Telenomus
podisi

Giancarlo Catafesta’, Michely Ferreira®, Maria Carolina Blassioli Moraes®,
Miguel Borgess, Raul Alberto Laumann®

'Univerdidade Paulista; 2Universidade de Brasilia; 3Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Recursos alimentares como néctar das plantas sédo essenciais para a
sobrevivéncia e reproducdo de parasitoides de ovos. Estimulos quimicos
(volateis de plantas) e fisicos (cor) sdo importantes durante o0 comportamento
de forrageamento dos parasitoides orientando o encontro dos recursos, sejam
alimentares ou hospedeiros. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a
influéncia de volateis e das cores das flores de Zinnia angustifloia no
comportamento de forrageamento de Telenomus podisi, importante inimigo
natural de Euschistus heros, praga da soja. Para observar a influéncia dos
estimulos florais, foram utilizados parasitoides alimentados e sem alimento
por 24 h. Para a observacdo da influéncia dos volateis foram realizados
bioensaios em olfatbmetro Y e as plantas de Z. angustifélia foram
contrastadas com o ar. Foram registrados escolha inicial e tempo de
residéncia. Para a avaliacdo da influéncia das cores, foram realizados
bioensaios em uma arena circular branca de 28 cm de didmetro. As flores
foram dispostas na arena de forma equidistante e o parasitoide liberado no
centro para avaliagdo da sua escolha. Foram feitos bioensaios com flores
préximas ao centro da arena, distribuidas num circulo de 15 cm de didmetro e
flores mais distantes do centro (circulo de 28 cm de diametro). As flores
utilizadas foram das cores: amarela, laranja, branca e rosa. As flores de Z.
angustifolia, independentemente da cor, apresentaram efeito positivo sobre o
comportamento de T. podisi sem alimento. As fémeas preferiram e
permaneceram maior tempo médio no braco do olfatdmetro que continha os
volateis das flores quando comparado ao brago que continha ar. A cor
também influenciou no comportamento do parasitoide quando né&o
alimentado. A cor amarela obteve maior frequéncia de escolha tanto para o
bioensaio com flores proximas quanto distantes do centro da arena. Os
volateis e as cores ndo apresentaram efeito sobre o parasitoide quando
alimentado. Os resultados indicam que os estimulos quimicos e fisicos da
planta tém efeito atrativo para o parasitoide condicionado pela condi¢édo
fisiologica do parasitoide.
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O epigenoma pode ser modulado por fatores ambientais durante a
gametogénese e embriogénese inicial, quando uma grande reprogramacao
epigenética ocorre. Portanto, baixos niveis de componentes especificos do
ciclo de um carbono na dieta da doadora de ovdcitos podem alterar a
reprogramacado epigenética. Nesse estudo, avaliamos os efeitos de baixos
niveis de enxofre e cobalto (LowS/Co) na dieta de novilhas Nelore doadoras
de ovdcitos, durante os periodos pré e periconcepcionais, na metilacdo de
DNA da progénie. O sequenciamento de bissulfito de todo genoma foi feito
nos embrides e regides diferencialmente metiladas (RDM) foram identificadas
e usadas para validar em células sanguineas da progénie durante a vida
adulta. Encontrou-se 2,336 RDMs e dentre essas, cinco foram escolhidas
para serem avaliadas na F1. A metilagdo da lisina desmetilase 2A (KDM2A),
lisina desmetilase 5A (KDM5A), lisina metiltransferase 2D (KMT2D), DNA
metiltransferase 1 (DNMT1) e DNA metiltransferase 3-beta (DNMT3B) foram
avaliadas. O DNA gendmico foi isolado, tratado com bissulfito de sodio e
amplificado por PCR. Os amplicons foram purificados do gel de agarose,
clonados e sequenciados. A metilacdo de DNA dos embrides foi 10% e 100%
para KDM2A, 51.5% e 15% para KDM5A, 96.6% e 46.6% para KMT2D, 10%
e 77% para DNMT1 e 46.6% e 90% para DNMT3B nos grupos controle e
LowS/Co, respectivamente (p=0.05). No sangue, diferencas foram
encontradas somente para o gene DNMT3B (p=0.0405). A metilacdo foi
96.2% e 94.4% para KDM2A, 96.1% e 97.1% para KDM5A, 97.4% e 97.7%
para KMT2D, 91.6% e 93.2% para DNMT1 e 85.3% e 88.7% para DNMT3B
nos grupos controle e LowS/Co, respectivamente. Os baixos niveis de enxofre
e cobalto na dieta da doadora de ovdcitos foi capaz de alterar o padrdo de
metilacdo do DNA em embrides pré-implantagcdo e no sangue de animais
adultos para o gene DNMT3B. Nos especulamos que a dieta LowS/Co afetou
a metilagdo do DNA e/ou a maquinaria epigenética dos ovécitos durante a
gametogénese e embriogénese para o gene DNMT3B.
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Bioimpresséo 3D é termo geral atribuido a varias tecnologias que possibilitam
a formacdo de estruturas complexas por meio da aplicacdo de volumes
determinados com deposicdo direta de células, juntamente ou ndo de
substratos e permitindo a formacdo de arcaboucos 3D (scaffolds). O
desenvolvimento e aprimoramento de biomateriais que possam ser utilizados
na bioimpressdo 3D é grandemente desejado. Apesar das propriedades
ideais desses materiais ainda constituirem uma questdo ndo resolvida,
existem algumas caracteristicas que devem ser alcancadas no
desenvolvimento de uma biotinta aplicavel aos processos de bioimpressao
3D. Sao elas: formacdo de arcaboucos com forca mecénica adequada para
manutencdo da forma com alta resolugdo espacial; grau de gelatinizagéo
adequado para extrusdo; formacdo de arcaboucos que se assemelhem ao
microambiente tecidual; biocompatibilidade; ser passivel de modificacdes
quimicas; ser passivel de escalonamento com pequenas variagdes entre 0s
lotes, entre outras. De modo geral, o termo printabilidade agrupa diversos
parametros e refere-se a performance que determinada biotinta tem no
processo de extrusdo e manutencdo da estrutura final. Diante disso, tem-se a
necessidade de um protocolo padrdo que forneca informacdes sobre a
adequabilidade da biotinta no sentido estrutural, sendo esse entdo o que se
propde a seguir. O processo proposto e em desenvolvimento busca unir
dados qualitativos e quantitativos, complementando o que foi realizado
anteriormente, para avaliacdo da printabilidade de biotintas aplicadas em
processos de bioimpressdo 3D baseados em extrusdo. Com esse objetivo, o
protocolo desenvolvido envolve tanto procedimentos para avaliagao técnica,
como diferentes modelos de desenho assistido por computador (CAD) a
serem bioimpressos utilizando biotintas em teste. Os modelos foram
elaborados utilizando a ferramenta Tinkercad, uma plataforma aberta para
modelagem computacional, e exportados em .stl, formato adequado para
bioimpresséo 3D. A elaboracdo do estudo foi realizada com base em reviséo
criteriosa da literatura e a aplicacdo pratica ainda precisa ser explorada.
Dessa forma, quando testado e aprimorado em condi¢des reais tem-se que
esse protocolo podera ser de muita valia no desenvolvimento de novas
biotintas.
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As células do cumulus (CC) sao células especializadas, que mantém ligagao
direta com os ovdcitos garantindo substratos nutritivos e sinais externos aos
mesmos. Portanto, sdo células essenciais para que ovocitos maturados in
vitro tenham desenvolvimento embrionario normal. Entretanto, algumas
biotécnicas, como criopreservagdo e transferéncia de genoma, requerem
remocgdo ou perda das CC, afetando a maturacdo e a capacidade de gerar
embrides. O projeto objetivou avaliar diferentes sistemas de maturacéo para
desenvolvimento embrionério, com ovécitos desnudos e vitrificados. Foram
realizados 3 experimentos. O primeiro avaliou a maturacao in vitro (MIV) de
ovdcitos desnudos utilizando-se quatro grupos: Grupo |: controle, CCOs
(complexos cumulus ovécitos) integros; II: desnudos; lll: desnudos + CCOs,
maturados em igual nimero e IV: CCOs utilizados no co-cultivo. A MIV foi
realizada em placa 24 poc¢os contendo tela separadora de grupos de células.
Os ovacitos foram fixados, corados e avaliados quanto ao estagio da meiose.
No segundo, a capacidade de desenvolvimento embrionario dos mesmos
grupos foi avaliada. E no terceiro avaliou-se o efeito do co-cultivo de ovécitos
imaturos vitrificados com CCOs durante maturacdo e na producdo de
embrides. Foram utilizados: Grupo [|: ovécitos desnudos; |l: desnudos
vitrificados; Ill: desnudos vitrificados maturados com CCOs; IV: CCOs. Apés
maturagdo, parte dos ovocitos foi fixada e classificada quanto aos estagios
meidticos, os demais prosseguiram para producdo in vitro de embrides
(PIVE). Ovdcitos desnudos apresentam menor taxa de matura¢do nuclear
(69,0%), contudo, quando co-cultivados com CCOs essa taxa aumentou
(77,4%), sendo semelhante ao controle (85,2%). Entretanto, o co-cultivo néo
melhorou a producdo de embribes, e ambos os grupos, desnudos (18,8%) e
desnudos com co-cultivo (11,8%) apresentaram menor taxa de blastocisto.
Quando ovdcitos imaturos vitrificados foram testados, o co-cultivo nao
melhorou a maturag¢@o nuclear, que foi inferior aos demais tratamentos. Da
mesma forma, ndo houve aumento na producéo de embrides, todos avaliados
pelo teste Qui-quadrado com P<0.05 considerado significativo. Conclui-se
gue o sistema de maturacdo com co-cultivo ndo substituiu ou amenizou a
perda das CC.
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O uso de bezerras como doadoras de ovdcitos na PIVE reduz o intervalo
entre geracdes, acelerando ganhos genéticos. Porém, sabe-se que ovdcitos
de bezerras sdo menos competentes do que de vacas. Assim, objetivou-se
avaliar a atividade transcricional e a capacidade de desenvolvimento de
ovocitos de bezerras Nelore de 2 a 5 e de 8 a 11 meses de idade, na PIVE,
comparando-as com vacas (controle). Oito bezerras tiveram seus foliculos
aspirados a cada 15 dias, nestes dois grupos e as vacas foram aspiradas
simultaneamente a estes. Os ovocitos recuperados foram morfologicamente
avaliados, seus didmetros mensurados e submetidos a PIVE. Avaliou-se a
atividade transcricional de ovdcitos através dos genes HAT1, CREBBP,
NCOA2, HDAC1, HDAC2 e HDAC3. Analises estatisticas incluiram ANOVA e
Kruskal-Wallis (P<0,05). Vacas tiveram mais ovdcitos grau | e menos ovécitos
grau Il (12,9% e 30,1%) do que bezerrasde 2 a5 (1,7% e 49,0%) ede 8a 11
meses de idade (4,1% e 44,5%, respectivamente, P<0,05). Este didmetro em
bezerras de 8 a 11 meses (124,8 + 8,5 um) foi semelhante (P>0,05) ao das
vacas (126,0 £ 7,5 um) e maior (P<0,05) que o de bezerras de 2 a 5 meses
(121,3 £ 7um). Na expressdo génica observou-se diferenca (P<0,05) apenas
para HDAC3, com maior expressdo nas vacas (1,3 e 1,7 vezes mais) do que
nas bezerras de 2 a 5 e de 8 a 11 meses, respectivamente. As taxas de
blastocistos no grupo 8 a 11 meses foram semelhantes as das vacas (42,0%
vs. 48,1%, respectivamente, P>0,05), enquanto estas no grupo de 2 a 5
meses foram inferiores as de vacas (31,0% vs. 71,6%, respectivamente,
P<0,05). Assim, ndo se verificou importancia da expressdo da HDAC3 na
competéncia dos ovocitos das bezerras. Porém, considerando-se apenas 0s
diametros e a capacidade de produzir embries, observou-se que os ovoécitos
de fémeas de 8 a 11 meses tiveram competéncia semelhante as de vacas,
sugerindo chance de inclusdo desta categoria na PIVE.
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O presente estudo avaliou o efeito da adicdo de extratos etandlicos de folhas
de plantas do Cerrado na criotolerdncia de embrides PIVE. Ovdcitos grau | e
Il foram submetidos a maturagéo, fecundacédo (DO) e cultivo in vitro. Cinco
grupos foram delineados no cultivo: um grupo controle, cultivado em alta
tensdo de 02 (GCont) nao submetido a criopreservacdo e quatro grupos
criopreservados em D7 — um grupo controle cultivado em alta tensdo de O2
sem adi¢&o de extrato no cultivo (GDT); um grupo cultivado em baixa tenséo
de O2 (G5%) sem adicdo de extrato no cultivo, além de dois grupos
cultivados sob alta tensdo, suplementados com 0,0lmg/mL do extrato
etandlico de folha seca de cagaita (Eugenia dysenterica — GCag) e outro
grupo com 0,01mg/mL do extrato de murici (Byrsonima crassifolia — GMur).
Os blastocistos expandidos (BX) foram submetidos & criopreservacdo e
descongelados em seguida. Foram avaliados: taxa de re-expanséao, ecloséo e
degeneracdo embrionéria, as 12, 24 e 36 horas apés o descongelamento,
além da taxa de apoptose. A re-expansdo embrionaria foi semelhante em
todos os momentos. Entretanto, as taxas de ecloséo e degeneracao diferiram
entre 0s grupos, a partir de 24 horas. O GCont obteve a maior taxa de
eclosdo (47,5+10,3) em relacdo aos grupos nao suplementados com o0s
extratos GDT (14,4+6,7) e G5% (10,5%+5,8) mas foi similar aos grupos
suplementados com os extratos GCag (22,2+17,1) e GMur (17,5+17,5). A
taxa de degeneracéo foi maior, as 12 horas, para o grupo DT (30,2+11,3) e
similar entre os demais (GCont:0; GCag: 16,8+12; GMur: 10,8+10,8;
G5%:11+11). Contudo, o GCag obteve taxas de degeneracdo menores
(20£16,7) aos demais grupos criopreservados as 24 horas apos o
descongelamento (GDT:37,7+5,5; GMur:38,9+8,2; G5%:41,3+14,4). A taxa de
apoptose foi significativamente maior para o grupo DT (23,4+1,9) em relacao
aos grupos GCont (10,6+1,3); GCag (10,8+1,1), GMur (10,1+1,1) e G5%
(7,8+1,2). A suplementagdo com extratos etandlicos (0,01mg/mL) de cagaita e
murici podem ser usadas como antioxidantes naturais na PIVE.
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Drosophila suzukii (Diptera, Drosophilidae), também conhecida como
drosdfila-da-asa-manchada, € uma espécie exotica no Brasil, originaria do
sudeste da Asia. A D. suzukii foi registrada em 2013 no Rio Grande do Sul
(RS), no municipio de Capéao do Ledo/RS e em reservas biolégicas do Estado
de Santa Catarina (SC) e no Distrito Federal (DF) em 2014. Os principais
danos causados por D. suzukii decorrem da alimentag&o das larvas no interior
dos frutos. Entretanto, a insercdo do ovipositor abre portas de entrada para
infestacBes secundarias, como fungos filamentosos, leveduras e bactérias.
Além disso, o0 ataque dessa praga deprecia a qualidade dos frutos, diminuindo
a vida util do produto no periodo pés-colheita, como o caso do morango. H&
poucas informacfes sobre a bioecologia e manejo desse inseto no Brasil.
Este trabalho teve como objetivo estudar a flutuagdo populacional de D.
suzukii no DF. Para a captura dos exemplares foram utilizadas armadilhas
contendo o vinagre de macga como atraente. As coletas foram realizadas entre
0os meses de maio e outubro de 2019, em Brasilia (Estagcdo Biologica, 1B-
UnB), Vargem Bonita (Park Way, SMPW Q Fazendinha e Fazenda Agua
Limpa, FAL-UnB), Guara (Coldnia Agricola Bernardo Sayao), Brazlandia
(Chacara Guaruja), Luziania e Sao Sebastido (Morro da Cruz/Sao José). As
amostras foram analisadas no Laboratério de Entomologia da Embrapa
Cenargen. As populagdes foram identificadas morfologicamente consultando-
se a literatura pertinente. A identificacdo realizada comprovou a presenca de
D. suzukii em alguns pontos de Brasilia: nas unidades administrativas de
Vargem Bonita, (Estacdo Biologica, IB-UNB) e Brazlandia. Assim, confirma-se
gue a espécie D. suzukii estd presente e estabelecida, ainda nédo tendo
registro de ataques ao cultivo do morango no DF, podendo estar danificando
outras frutiferas.
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A comunicacdo dos insetos com o0 ambiente é feita por meio de
semioquimicos. Estudos mostraram que o percevejo Dichelops melacanthus
(Hemiptera: Pentatomidae) prefere ovipositar nas vagens de Cajanus cajan
do que nas vagens de soja. Assim 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
influéncia dos compostos volateis do C. cajan na atracdo de fémeas do
percevejo D. melacanthus. Os compostos volateis do C. cajan foram obtidos
através da aeracao das folhas de plantas adultas (var. Mandarim). Os volateis
foram coletados por 24 horas em adsorvente Porapak Q. Os volateis das
folhas também foram obtidos através da técnica de hidrodestilacdo. Os
extratos de aeracdo e as solucdes do Oleo das folhas foram analisados por
CG-DIC e GC-EM. Para obter dois dos sesquiterpenos identificados nas
folhas de C. cajan, os compostos a e R-himachaleno, foi conduzido o
fracionamento do 6leo essencial de Cedrus atlantica em coluna de silica gel.
A influéncia dos compostos volateis do C. cajan na atratividade de fémeas de
D. melacanthus foi avaliada através de bioensaios comportamentais em
olfatometria em Y. Os seguintes odores foram testados: (i) volateis das folhas
do C. cajan vs. hexano, (ii) a e B-himachalenos vs. hexano, (iii) 6leo obtido
das folhas de C. cajan vs. hexano, e (iv) 6leo obtido das folhas de C. cajan vs.
volateis obtidos da aeracéo das folhas de C. cajan. Os pardmetros avaliados
foram a primeira escolha (teste Qui-quadrado) e o tempo de residéncia (teste
t pareado). A andlise quimica dos extratos de aeragéo e do 6leo das folhas
mostraram a producdo majoritaria  dos compostos: monoterpenos e
sesquiterpenos. O fracionamento do 6leo de C. atlantica permitu a-
himachaleno e 3-himachaleno com 87% e 96% de pureza, respectivamente.
As fémeas de D. melacanthus preferiram o odor dos volateis de C. cajan, mas
ndo mostraram preferéncia para os himachalenos. Estudos estdo sendo
conduzidos para avaliar a influéncia dos outros componentes produzidos
pelas folhas de C. cajan.



018 - Método de maturacdo afeta o acumulo de lipidios em
ovocitos bovinos
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A maturagcdo in vitro € uma etapa “chave” para a producdo in vitro de
embrides (PIVE). Recentemente demonstraram que durante este estagio
ocorre 0 maior acumulo de lipidios. No entanto, isto ndo € observado quando
a maturagdo é realizada in vivo. A hipotese deste trabalho é que este acumulo
sera diminuido caso a maturacdo seja realizada através da Transferéncia
Intrafolicular de Ovécitos Imaturos (TIFOI). Um total de 90 novilhas foram
distribuidas em grupos experimentais: doadoras de ovécitos imaturos (D-
IMA); ovuladoras, maturacdo TIFOI (D-OV); e doadoras superestimadas,
maturados in vivo (D-FSH). As D-IMA foram submetidas a aspiracédo folicular
(OPU) com meio suplementado com 500 uM de IBMX. Apés a selecao dos
ovacitos, parte foi para a maturacdo in vitro (MatF) e a outra para TIFOI
(MatT). As D-FSH foram superestimuladas com FSH por quatro dias, em
doses decrescentes. Ap6s 22 horas, os ovdcitos foram retirados do cultivo
(MatF) e recuperados dos foliculos por OPU (MatS e MatT). Apenas ovécitos
com corpusculo polar seguiram para avaliacdbes. Os ovocitos foram
desnudados, fixados e corados (Bodipy 493/503) e avaliados por microscopia
confocal. A imagem capturada foi avaliada no programa ImageJ. O contetdo
lipidico foi calculado pela razéo: area total dos lipidios/area total do ovécito. A
andlise estatistica foi determinada pelo Teste de Tukey com grau de
significancia de p <0,05%. Um total de 118 ovdcitos foram avaliados: 32
imaturos (CT), 26 MatF, 32 MatS e 28 MatT. A média da area contendo
lipidios em ovécitos imaturos (13% +1.9) foi similar (p>0.05%) aos ovécitos
maturados in vivo (MatS= 16% + 1.7 e MatT= 12% + 1.9). Nos ovdcitos
maturados in vitro, houve um maior acumulo de lipidios (24% +1.9), durante a
maturacdo, do que todos os outros grupos [CT, MatS e MatT (p<0.001)]. Pela
primeira vez, foi demonstrado que ovécitos TIFOI sé@o similares aos ovécitos
maturados in vivo, no que se refere ao acumulo de lipidios, o que implica na
gualidade superior quando comparado com 0s in vitro.



019 - Modificagdo quimica de biopolimeros para o
desenvolvimento de novos biomateriais aplicaveis a
processos de biofabricagéo
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A utilizacdo de biopolimeros tem sido foco de interesse crescente como
modelos para o desenvolvimento de novos materiais. Esse fato encontra-se
particularmente relacionado com caracteristicas intrinsecas aos polimeros
oriundos de recursos bioldgicos como a diversidade de arranjos estruturais, a
facil remogcdo de regibes especificas da molécula e a possibilidade de
funcionalizagdo visando a obtencdo de novas propriedades. Dentre os
materiais que podem ser desenvolvidos com o uso de biopolimeros
modificados quimicamente, destacam-se os hidrogéis. Esses materiais
capazes de reter agua em suas estruturas apresentam elevada flexibilidade e
resisténcia com aplicacdes para producdo de miméticos de estruturas
biolégicas em diversos tamanhos e formas com niveis de organizacdes
fundamentais para processos de biofabricacéo. O presente estudo tem como
foco maodificar quimicamente biopolimeros amplamente utilizados nos
processos de biofabricagdo para a producdo de hidrogéis, entre eles o
alginato, a gelatina e a quitosana, 0s quais ndo apresentam propriedades
fisico-quimicas bem definidas e deseja-se obter novas caracteristicas a partir
de alteracbes moleculares nas suas estruturas. Tais alteracdes devem
respeitar a cinética de reacdo das cadeias poliméricas, levando em conta, por
exemplo, efeitos de mudancas de temperatura, pH e efeito estérico para o
processamento de rea¢cfes de adicdo ou remocado de grupamentos funcionais
da estrutura polimérica. Os biopolimeros obtidos apés as altera¢cdes devem
possuir caracteristicas necessarias para a biofabricacdo, dentre elas, alta
retencdo de agua, biodegradabilidade, biocompatibilidade e n&o toxicidade,
maximizados por meio de modificagdes quimicas. Os novos biopolimeros
obtidos serdo quantificados por meio de testes colorimétricos e
espectroscopicos, podendo-se obter informacdes acerca de propriedades
Opticas. Os polimeros serdo avaliados quanto a taxa de intumescimento,
viscoelasticidade e suas propriedades mecéanicas. Os hidrogéis obtidos por
meio das modificacBes quimicas com os diferentes grupamentos poderéo
apresentar caracteristicas fisico-quimicas de interesse para a éarea de
biofabricacdo com variadas propriedades mecanoestruturais. O sucesso das
modificacdes aplicadas podera resultar em elevada aplicabilidade em areas
como a bioengenharia, industria téxtil e de alimentos, por exemplo.



020 - Ocorréncia da mosca negra dos citros, Aleurocanthus
woglumi ashby (Hemiptera, Aleyrodidae), no Distrito Federal
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A mosca negra dos citros Aleurocanthus woglumi (Hemiptera: Aleyrodidae) é
uma espécie exobtica de origem asiatica, detectada pela primeira vez no Brasil
em 2001, no estado do Para, e que se disseminou pelo pais. A espécie é
polifaga e tem como hospedeiro primario os citros. Este trabalho teve como
objetivo confirmar a suspeita da presenca de A. woglumi em citros no Distrito
Federal. As coletas foram realizadas em Brasilia (Estac¢éo Bioldgica, IB-UnB e
Lago Sul), Vargem Bonita (Park Way, SMPW Q Fazendinha e Fazenda Agua
Limpa da UnB), Guara (Coldénia Agricola Bernardo Sayado), Brazlandia
(Chacara Guarujad) e Samambaia. As populacdes foram identificadas
morfologicamente consultando-se a literatura pertinente. Além dos estudos
morfolégicos, foram utilizadas ferramentas moleculares adicionais para a
confirmacgdo da espécie. O diagnéstico molecular baseou-se no fragmento
padrdo do gene citocromo C oxidase | (COI), regido barcoding para a maioria
das espécies de animais. A extracdo de DNA genbmico foi realizada com o
Kit DNeasy (Qiagen) e o fragmento COI foi amplificado com os primers
HCO02198/LC0O1490 e LepF1l/LepR1. As amostras de DNA amplificadas foram
enviadas para o sequenciamento direto na Plataforma ABI PRISM 3730 XL
(Macrogen Korea). Para a confirmagdo molecular da espécie, as sequéncias
obtidas foram submetidas ao Sistema BOLD de Identificacdo (BOLD
Identification System - IDS). Os resultados da eletroforese foram positivos
com bandas bem definidas de aproximadamente 700 pb em gel de agarose
(1%) para os dois pares primers testados e foram obtidas oito sequéncias do
fragmento COIl. Um dnico haplétipo foi identificado, tendo as sequéncias
100% de similaridade com sequéncias disponiveis no BOLD Identification
Systems - IDS. O estabelecimento do protocolo de extracdo, amplificacdo e
sequenciamento de mosca negra coletada no Distrito Federal representa uma
ferramenta importante que agrega confiabilidade a identificacdo morfologica
especifica. A presenca de A. woglumi foi confirmada nas unidades
administrativas de Vargem Bonita, Guara, Brazlandia e em Brasilia. Sendo
uma nova praga registrada nos citros no DF, podera requerer monitoramento
e controle pelos produtores.



021 - Potencial de sinais vibratérios do percevejo marrom
para incrementar a eficiéncia de armadilhas para
monitoramento populacional
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O percevejo marrom, Euschistus heros, (Fabricius, 1798) (Hemiptera:
Pentatomidae), € uma das principais pragas da soja no pais. Os
pentatomideos utilizam sinais vibratorios transmitidos pelo substrato para a
comunicacao durante o comportamento reprodutivo. O objetivo do trabalho foi
avaliar o potencial dos sinais vibratérios para atrair machos e fémeas da
espécie visando a incorporacdo destas vibracdes em armadilhas para
monitoramento populacional de E. heros. Foram realizados experimentos em
arenas, gaiolas (laboratério) e campo. Nas arenas de dupla escolha, tipo “Y”,
o piso foi formado por uma peca de papeldao e a parte superior coberta com
um vidro. Um dos bracos foi vibrado, utilizando um excitador eletromagnético,
com o0s sinais vibratérios de fémeas ou de machos (tratamentos). Nos
experimentos em gaiolas foram utilizadas plantas de soja e, no centro da
gaiola, foi introduzida uma armadilha de monitoramento com um sistema de
vibracdo adaptado (tratamento) ou sem sistema de vibracdo (controle).
Nestas gaiolas foram liberados fémeas e machos e a quantidade de insetos
capturados nas armadilhas foi monitorada durante 8 horas. No experimento
de campo foram colocadas duas armadilhas, uma com vibragdo (tratamento)
e outra sem (controle). As vibragbes de fémeas e machos atrairam, nas
arenas, ambos os sexos de E. heros para o brago tratamento em um namero
significativamente maior em relacdo ao brago controle. Nos experimentos, 0s
nameros de insetos capturados nas armadilhas resultaram em 18,7% e nas
plantas em contato com as armadilhas resultaram em 49,1%, sendo superior
gue as gaiolas de experimento controle. No experimento de campo, capturou-
se maior numero de insetos nas armadilhas do tratamento, sendo 44%
superior em relagdo as armadilhas controle. Os resultados indicaram que os
sinais vibratérios em armadilhas de monitoramento foram eficientes na
atracdo de E. heros e podem ser um complemento ao feromdnio para
incrementar a eficiéncia e preciséo das estimativas populacionais.



022 - Producdo de embrides bovinos in vitro apés a
transferéncia nuclear de corpusculo polar
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A transferéncia nuclear de genoma (TNG) é uma técnica na qual o DNA de
um ovOcito comprometido ¢é transferido, com o0 auxilio de um
micromanipulador, para um citoplasma de ovocito viavel. Apesar de o
corpusculo polar (CP) ser uma fonte potencial de DNA, a maioria dos estudos
com essa técnica utiliza a vesicula germinativa ou a placa metafasica como
fonte do DNA. O objetivo desse estudo foi avaliar a viabilidade da TNG
utilizando CP (TNG-CP) em ovécitos bovinos. Foram realizados dois
experimentos. O primeiro avaliou a capacidade das estruturas reconstruidas
de serem fecundadas e o segundo a taxa producdo de blastocisto.
Complexos cumulus-ovécitos (CCO) foram maturados por 21 horas. Parte dos
CCO foi utilizada como doadores de CP e a outra como citoplasma receptor,
sendo enucleados e reconstruidos com o CP doado. Para avaliar a
fecundacgéo das estruturas TNG-CP, os CCO foram divididos em 2 grupos: 1)
TNG- CP fecundados com 1x106sptz/ml e 2) Controle PIVE (fecundados com
1x10° sptz/ml). Apds 18 horas de fecundacgdo, as estruturas foram fixadas e
coradas com lacmoide e classificadas em fecundados, ndo fecundados,
polispérmicos e anormais. Para a taxa de producdo de blastomstos os CCO
foram divididos em dois grupos: 1) TNG CP fecundados com 1x10° sptz/ml; 2)
Controle PIVE (fecundados com 1x10° sptz/ml) e cultivados até o D7. Foram
analisadas taxa de clivagem em D2 e de blastocisto em D7. Os dados foram
analisados pelo teste de Qui-Quadrado (P= 0,05). Na avaliacdo da
fecundacéo, a taxa do grupo TNG-CP (82,3%) foi inferior a do grupo controle
(96,2%), mas a taxa de polispermia foi semelhante entre eles (12,9% e 12,1%
respectivamente). Quanto a producdo de embrido, o grupo TNG-CP
apresentou taxa de clivagem semelhante ao grupo controle (88,5% E 85,2%,
respectivamente), mas a taxa de producéo de blastocisto foi inferior (7,7% E
36,8%, respectivamente). Pode-se concluir que a TNG utilizando o CP como
material genético pode ser utilizado no aproveitamento de ovdcitos bovinos
gue apresentam citoplasma danificado utilizando o mesmo protocolo da FIV.



023 - Prospeccdo de marcadores sexo-especificos para
Colossoma macropomum (tambaqui)
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O desenvolvimento de tecnologias para melhorar a produtividade do
Tambaqui em cativeiro é objeto de estudo de diferentes grupos publicos e
privados brasileiros. Pesquisas sobre mecanismos de determinacdo sexual
sdo importantes para o produtor, impactando no manejo da criacdo e no
controle sobre o processo de cruzamento. Os sistemas de determinag¢do do
sexo em peixes teleésteos sdo complexos e diversos, porém, resultados
positivos tém sido obtidos com sequenciamento de machos e fémeas,
levando a identificacdo de marcadores sexo-especificos em espécies de
peixes comerciais. O objetivo deste estudo foi identificar potenciais
marcadores sexo-especificos, capazes de diferenciar machos e fémeas antes
da maturidade sexual, para aplicacdo em sexagem molecular. A metodologia
consistiu em anélise de Scaffolds do genoma referéncia de tambaqui (dados
nao publicados) portadores de sequéncias presentes somente em machos ou
fémeas, que foram visualizados e explorados, em busca de sitios alvo para
desenho de oligonucleotideos no software Integrative Genomics Viewer. Os
primers foram desenhados utilizando o software PRIMER3PLUS buscando-se
regides dos scaffolds com menor nimero de variagbes (SNPs) para garantir
maior especificidade destes. As sequéncias resultantes foram alinhadas com
0 genoma referéncia do tambaqui para averiguar sua especificidade. Cinco
pares de primers potencialmente fémea-especificos e 11 macho-especificos
foram desenhados e testados em PCR do tipo gradiente com DNA de pool de
machos e fémeas para se constatar sua amplificacdo sexo-especifica e para
gue as condicbes de PCR fossem estabelecidas. Pares de primers que
amplificaram em somente um dos pools de sexo, foram testados em todos os
individuos que comp&e o pool nas temperaturas estabelecidas. Nenhum dos
pares de primers testados como potencialmente especifico a um dos sexos
resultou em padrdo de presenca em somente um dos sexos. O padrdo de
presenca e auséncia observado nas reacbes de PCR nao revelou nenhum
padrdao que pudesse sugerir o envolvimento de determinacdo do sexo
poligénica, ou de associacdo de um conjunto de marcadores, e o sexo dos
animais.



024 - Resposta do parasitoide de ovos Telenomus podisi
(Hymenoptera: Scelionidae) a diferentes estimulos quimicos
e fisicos
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O parasitoide de ovos Telenomus podisi Ashmead, 1983, é reconhecido como
um importante agente de controle biolégico por utilizar como hospedeiro ovos
de percevejos da familia Pentatomidae. Os parasitoides encontram 0S 0vos
através dos estimulos quimicos e fisicos relacionados direta ou indiretamente
ao hospedeiro. O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes
estimulos no comportamento de busca e selecdo de hospedeiros de fémeas
de T. podisi. Os experimentos foram conduzidos em arena de dupla escolha,
sendo o tratamento contrastado com o controle (braco do olfatbmetro sem
estimulos). Quando os estimulos avaliados foram volateis utilizou-se, na
arena, um sistema de circulagdo de ar. Os tratamentos avaliados foram 1)
volateis induzidos por herbivoria de plantas de soja, 2) 2,6,10
trimetiltridecanoato de metila, componente presente no feromdnio sexual do
Euschistus heros (Fabricius, 1798), 3) rastros de fémeas de E. heros
liberados na arena enquanto caminham, 4) vibracéo produzida por fémeas de
E. heros e 5) cor amarela. Nos diferentes experimentos, o parametro medido
foi 0 tempo de residéncia. Em todos os tratamentos avaliados, o tempo de
residéncia do parasitoide foi maior nas areas tratamento do que nas areas
controle. Estes resultados corroboram trabalhos prévios que mostraram que
parasitoides de ovos sdo atraidos por estimulos direta ou indiretamente
relacionados ao hospedeiro. Com as metodologias estabelecidas para uma
melhor compreensdo do comportamento de T. podisi os estimulos serdo
avaliados em diferentes combinacdes, verificando se h& sinergia ou efeito
aditivo entre eles, j4 que na natureza ndo ocorrem de forma isolada.



025 - Riqueza da fauna de parasitoides (Insecta,
Hymenoptera) encontrados em cultivo de soja em regido de
cerrado
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O Brasil tem importantes programas de controle biologico utilizando
parasitoides. Conhecer a fauna de parasitdides nas diferentes regides de
cultivo de soja no pais pode ajudar na escolha de espécies melhor adaptadas
para cada regido ou produtos quimicos e outras formas de controle de pragas
gue tenham menor impacto na fauna de parasitoides. O objetivo deste
trabalho é contribuir com informacdes sobre a riqueza da fauna de
parasitoides de lagartas da familia Noctuidae (Lepidoptera), encontrados em
cultivo de soja em Planaltina-DF. As lagartas foram coletadas pelo método de
pano de batida, totalizando 120 pontos divididos igualmente em trés coletas.
Foram coletadas 1659 lagartas dos géneros Anticarsia (A. gemmatalis),
Chrysodeixis (C. includens) e Spodoptera (Spodoptera spp.). A. gemmatalis
representou 72% das lagartas coletadas. Eclodiram de 58 lagartas (3,86%)
oito géneros de himenopteros pertencentes as familias: Braconidae,
Encyrtidae e Ichneumonidae, divididos em seis subfamilias. A familia
Ichneumonidae apresentou maior riqueza relativa, seguida de Braconidae e,
por ultimo, Encyrtidae. O género Copidosoma (Encyrtidae) apresentou maior
namero de individuos, especificos de lagartas de C. includens - foram nove
lagartas parasitadas e cada lagarta teve, em geral, mais de 3000 parasitoides
(comportamento gregério). O género Glyptapanteles (Braconidae) parasitou
32 lagartas (56,14%); 22 do género Anticarsia e 10 do género Chrysodeixis,
sendo o mais abundante. Os géneros Microcharops, Eniscopilus e Eiphosoma
(Ichneumonidae) foram coletados em quatro lagartas (2, 1, 1,
respectivamente). O género Campoletis (Ichneumonidae) foi coletado em seis
lagartas (mais abundante dessa familia). Da familia Braconidae, foram
coletados mais dois géneros, Microplitis (4 individuos) e Crysopophthorus (3
individuos). No Cerrado do Distrito Federal, o género de parasitoide mais
abundante ocorrendo em lagartas da cultura da soja foi Glyptapanteles, sendo
0 primeiro registro de ocorréncia em lavouras de soja.



026 - Temperatura e umidade em diferentes materiais de
cobertura afetam a mortalidade da abelha Scaptotrigona
postica?
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O Brasil é rico em espécies nativas de abelhas sem ferrdo ou meliponineos.
Conhecer sua biologia € fundamental para a sua domesticacdo e uso como
polinizadoras em cultivos protegidos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito da temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%) em arenas de
forrageamento cobertas com diferentes materiais na mortalidade da abelha
Scaptotrigona postica. Foram utilizadas arenas de 5,2 m? (2,40 m x 1,20 m x
1,80 m), confeccionadas em ferro, totalmente desmontaveis que permitiu que
o teto e uma das laterais fossem cobertos com diferentes materiais e as
demais laterais fossem cobertas com madeira. Em cada arena foi instalado
um aparelho de ar condicionado. Foram avaliados cinco materiais de
cobertura: vidro transparente de 4mm (tratamento 1), plastico Japdo 0.15 HK -
Difusor de luz (tratamento 2), AgroLord Brasil ultra transparente (tratamento
3), Nortene transparente Fes (tratamento 4) e Suncover AV blue (tratamento
5). Os dados de temperatura e umidade no interior da arena foram registrados
através de um termohigrébmetro (Hobo Pro® v2). Cinco colbnias foram
avaliadas durante 10 dias em fevereiro, marco, junho e agosto de 2019 em
Brasilia-DF. Neste periodo ocorreram dias totalmente ensolarados,
parcialmente nublados, nublados e chuvosos. O registro do ndimero de
abelhas mortas era realizado todos os dias pela manha e no final da tarde. As
temperaturas e umidades no interior das arenas variaram de 26,18+2,25°C a
31,04+1,20°C e 60,16%6,63% a 65,22+10,00%, respectivamente.
Observamos que a acgdo do plastico no tratamento 4 teve uma relacéo
significativa em relacdo a mortalidade e que o fator temperatura (°C) também
apresentou uma relagéo consideravel no tratamento 4 e 5. Ja o fator umidade
ndo apresentou relacdo com a mortalidade, sugerindo que a temperatura e o
plastico Nortene foram variaveis que influenciaram a mortalidade da abelha
Mandaguari.



027 - Tomada de decisbes em nanotecnologia: classificagéo
de nanomateriais, avaliacdo da nanosseguranca e controle
de qualidade
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A nanosseguranca relaciona-se com as questdes de seguranca associadas a
nanotecnologia. Esta area trata comumente da (eco) toxicologia, avaliagédo de
exposicdo e avaliagdo de riscos que podem ser gerados por nanoparticulas e
outros nanomateriais. A fim de tornar a avaliagéo de riscos de substancias
mais eficiente, faz-se necessaria a classificacdo e agrupamento, associada
com a adocdo de ferramentas estruturadas de apoio a decisdo. A
determinacdo da seguranca dos nanomateriais requer avaliacdo de riscos
potenciais relacionados aos diversos tipos de nanomateriais, a fim de
determinar provaveis impactos a satde humana e ao meio ambiente. De fato,
a avaliagcdo de nanomateriais constitui um dos aspectos mais importantes no
campo da nanotecnologia na atualidade. Entretanto, até o momento n&o
existe no Brasil uma regulamentagéo pautada em nanosseguranga, porém
esforgos estdo sendo realizados, como a implementacdo do Programa
Nacional de Nanosseguranca. O presente estudo visa apresentar uma
proposta de agrupamento de nanomateriais para avaliagdo de riscos,
selecionar técnicas de avaliagdo de nanosseguranga e elaborar medidas em
nanotecnologia e técnicas de analise. A estratégia racional baseia-se na
construcdo de uma proposta de ferramenta para agrupamento de
nanomateriais, que consiste, a priori, em classificar o nanomaterial em
organico e inorganico, seguido das categorias nanoparticulas poliméricas,
nanoparticulas dendriméricas, nanoparticulas lipidicas, 6xidos de metais e
oxidos de metaloides, metais e sais e, nanoparticulas de carbono. Esses
nanomateriais foram agrupados segundo alguns parédmetros fisico-quimicos
gue podem colaborar para a avaliagao de riscos. Posteriormente, a avaliacao
de risco foi baseada nas vias de exposi¢cao as quais o individuo esta sujeito
guando trabalha com um determinado nanomaterial. Com isso, a ferramenta
criada deve ser capaz de permitir a tomada de decisédo do laboratério e
demais stakeholders sobre quais técnicas utilizar para cada nanomaterial e
como proceder suas pesquisas de forma a apresentar o maior controle de
qualidade e seguranca ocupacional possivel, além de atender as expectativas
de uma futura regulamentacdo para producdo e comercializacdo de
nanomateriais manufaturados.



028 - Uso de antigenos peptidicos recombinantes como
ferramenta de imunizacédo de capivaras

Lucas Fernandes Santos’, Eduardo de Oliveira Melo? Israel Nunes Silveira®
'Universidade de Brasilia; 2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

A populacdo de capivaras em ambientes urbanos e rurais vem provocando
uma série de danos sanitarios, econémicos e ecoldgicos. Seu crescimento
gera a necessidade de uma intervencao estratégica de controle populacional.
A reducdo da populacédo deve estar atrelada a métodos viaveis do ponto de
vista ambiental, econdmico e logistico. Neste sentido, a utilizacdo dos
peptideos sinalizadores do sistema reprodutivo da capivara, responsaveis
pelo desenvolvimento folicular de mamiferos, pode ser uma estratégia de
esterilizagdo baseada na resposta autoimune nos animais. A auséncia de
dados em bancos genéticos e de proteomas da capivara gerou a necessidade
de sequenciar genes e utilizar peptideos maduros bovinos, devido a sua
disponibilidade e prévia caracterizacdo. Foram feitas coletas do sangue das
capivaras e sequenciamento dos individuos. Os peptideos maduros foram
produzidos por tecnologia do DNA recombinante em E. coli, sonicados e, em
seqguida, purificados por cromatografia de afinidade. Um processo de dialise
foi acrescentado para diminuicdo do pH e das concentra¢cdes de substancias
incompativeis com a imunizacdo. A producdo dos peptideos viabiliza as
imunizacdes tornando possivel futuras aplicacdes em capivaras e a longo
prazo a diminuigdo das taxas reprodutivas gerando um desenvolvimento de
uma ferramenta de controle populacional.



029 - Validagcdo de genes envolvidos com regulagéo
hormonal para o controle do bicudo do algodoeiro

Daniel David Noriega', Leonardo Lima Pepino Macedo?, Maria Cristina Mattar
da Silva®, Maria Fatima Grossi de S&°
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Brasii € o quinto maior produtor de algoddo do mundo gerando
aproximadamente 1.5 milhdes de toneladas métricas de algoddo por ano.
Entre as pragas que causam detrimento a cotonicultura, o bicudo-do-
algodoeiro, Anthonomus grandis Boheman, 1843 (Coleoptera: Curculionidae)
€ considerado uma das pragas mais prejudiciais pela dificuldade de seu
controle. Quando néo controlado, esse inseto pode destruir completamente a
producdo de um algodoal. Os métodos de controle atual tém se mostrado
ineficientes devido aos habitos endofiticos do inseto que dificultam seu
contato direto com o0s produtos disponiveis no mercado. Alternativas
biotecnolégicas foram propostas ao longo dos Ultimos dez anos para o
controle de insetos praga. O RNA interferente (RNAIi) € um processo celular
presente em todos os eucariotos, mediante o qual € possivel silenciar a
expressdo de um gene com o potencial de obter um efeito fenotipico letal de
forma altamente especifica em um determinado organismo. Neste trabalho foi
estudada a interacdo de dois genes envolvidos com a regulagdo hormonal via
horménio juvenil (JHRP1 e JHRP2) no bicudo do algodoeiro. O silenciamento
dos genes mencionados via moléculas de RNA dupla fita (dsRNA) e
polimeros de polietilenoimina (PEI) foi avaliado mediante quantificagdo da
expressdo genica dos genes alvo e avaliacdo fenotipica dos organismos
tratados (mortalidade e desenvolvimento). O fato mais importante desvelado
por nosso estudo é que existe um efeito compensatério entre os dois genes
alvo, sendo que o silenciamento de cada um de forma individual ndo gera
nenhum efeito significativo no desenvolvimento de A. grandis. Porém, o
silenciamento conjunto dos dois genes interrompe 0 processo de
metamorfose e altera o0s niveis de hormdnio juvenil do organismo.
Adicionalmente, foi encontrado que polimeros de PEI podem ser utilizados
para validacdo de funcéo génica por RNAI, uma vez aumentam a eficiéncia do
silenciamento até 10 vezes quando aplicado diretamente na hemolinfa. Por
outro lado, o PEI apresenta alta toxicidade nas células, mesmo em baixas
concentracdes fazendo seu uso inviavel para aplicagdes praticas.
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030 - Analise da conversdo de material lignocelulésico em
proteinas, por basidiomicetos cultivados em diferentes
substratos utilizando a técnica jun-cao.

Gustavo Henrique de Oliveira Ferreira', Jessé Monsueth Santos’, Vera Lucia
Perussi Polez®, Arailde Fontes Urben?
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Os cogumelos sdo alimentos muito apreciados desde a idade antiga por se
acreditar em seu elevado valor nutritivo e em seu potencial medicinal, além de
ser classificado como uma especiaria nobre em pratos culinarios. A producdo
e 0 consumo de cogumelos vém aumentando ao longo do tempo na cultura
ocidental envolvendo um grande nimero de espécies. Sao conhecidas cerca
de 2000 espécies de cogumelos comestiveis, mas apenas 25 delas séo
comercialmente cultivadas. Sob o ponto de vista nutricional, devido ao alto
valor proteico, o cultivo dos cogumelos tem sido apontado como uma
alternativa para acrescentar a oferta de proteinas aos paises com alto indice
de desnutricdo. O objetivo do trabalho foi realizar a extragdo e quantificacéo
de proteinas de Pleurotus ostreatus e do substrato inoculado, com o propdésito
de verificar se ocorrem diferenciacdes nos percentuais de proteinas nos
cogumelos e nos dois tipos do material estudado (capim tifton e serragem de
eucalipto). O experimento esta sendo realizado no Laboratério de Cogumelos
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O cogumelo foi submetido
a diversas etapas de cultivo, incluindo multiplicacdo de fungos em placas com
meios de cultura, producdo de "sementes" e de substratos contendo
gramineas ou serragem, para a producéo dos corpos frutiferos. Amostras de
diferentes substratos miceliados e dos cogumelos produzidos nos mesmos
serdo submetidas a extracdo e quantificacdo de proteinas. As extracdes
serdo realizadas a quente, usando formula biureto ou solvente orgéanico, de
acordo com o método de extracdo de Bach. Apesar dos resultados néo
estarem concluidos, espera-se que a teor proteico do cogumelo produzido
pela técnica Jun-cao seja superior as técnicas utilizadas convencionalmente
sob o ponto de vista nutricional. O cultivo desses alimentos funcionais podem
ser uma alternativa para a dieta alimentar, por ser mais saudavel e apresentar
maior teor de proteina, quando comparado com a carne bovina.



031 - Analise da identidade de sequéncia dos genes cry e
vip por meio de perfil de restricao

Matheus de Abreu Goncalves Caiafa da Silva Soares', Paulo Queiroz’, Erica
Soares Martins® e Rose Gomes Monnerat”
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Bacillus thuringiensis (Bt) € uma importante bactéria usada no biocontrole
devido a sua capacidade de produzir as proteinas Cry que sao toxicas a
insetos. Além disso, Bt pode atuar junto com a microbiota das raizes das
plantas facilitando a absor¢do de nutrientes e, também, endofiticamente
protegendo a planta de certos patégenos. O conhecimento do potencial dos
genes de Bt na biotecnologia teve incremento com o desenvolvimento das
ferramentas de bioinformatica a qual contribuiu para a identificacdo dos genes
Cry, pois existem mais de 800 toxinas conhecidas. O objetivo do trabalho foi
analisar o perfil de restricdo das principais classes de genes Cry a partir da
andlise in silico usando programas disponiveis em sitios de internet
especializados no assunto. O perfil de corte foi convertido em uma matriz
bindria seguindo-se a determinacdo do cladograma para a definicdo da
identidade de sequéncia entre os genes cry. Baseado nas enzimas de
restricdo o resultado foi a formacédo de “Grupos” de genes cry gue na maioria
das vezes possuiam toxidade para as mesmas espécies de insetos como, por
exemplo, o grupo de cryllAal, cry30Aal e cry39Aal, grupo cry24Aal e
cry49Aal, grupo crylOAal e cryl6Aal todos para Diptera e o grupo crylAbl
e cry32Aal para Diptera e Lepidoptera e um grupo de cry34Aal, cry35Aal,
cryl7Aal e cry23Aal para Coleoptera, exceto a cryl7Aal que é toxica para
Diptera, enquanto no cladograma das Vips o grau de identidade foi visto com
maior clareza, por exemplo, para o grupo de vip3Aal, vip3Ajl, vip3Bal,
Vip3Afl e vip3Ail, todos com perfil toxico para lepidopteras. Os resultados
sugerem que pode ser possivel relacionar o perfil de digestdo enzimatico
entre as toxinas Cry, como também, entre as toxinas Vip com relacdo ao
potencial téxico para algumas ordens de insetos. Essa pode ser uma
estratégia a ser empregada futuramente na determinacao do perfil toxico
tanto das toxinas Cry quanto das toxinas Vip.



032 - Anédlise de plantas com atrofia letal da coroa do
coqueiro quanto a presenca de fitoplasmas

Jéssika Veridiano Dutra, Sabrina Martins de Souza®, Marilia Santos Silva®,
Dulce R. N. Warwick”, Alessandra de Jesus Boari’, Barbara Eckstein®

'centro Universitario de Brasilia; 2Universidade Paulista; 3Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia; 4Embrapa Tabuleiros Costeiros; 5Embrapa Amazbnia
Oriental

A atrofia letal da coroa de coqueiro (ALCC) é uma doenca emergente no
Brasil sem causa conhecida até 0 momento, 0s sintomas em coqueiros, que
incluem necrose de foliolos novos e inflorescéncia, abortamento dos frutos,
reducdo do comprimento dos foliolos culminando com a atrofia da coroa e
potencial morte das plantas, podem ser atribuidos a fitoplasmas. Fitoplasmas
sdo bactérias fitopatogénicas que estdo associadas a mais de 700 doencas
de plantas, inclusive na cultura do coqueiro em outros paises. O objetivo
deste trabalho foi avaliar se havia ou ndo a presenca de fitoplasmas em
amostras de coqueiros com sintomas de ALCC coletadas no Norte e Nordeste
do Brasil. 112 amostras de DNA de plantas com sintomas foram testadas
guanto a presenca de fitoplasmas através da técnica da Reagcdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) utilizando-se os iniciadores universais P1/P7 e F2n/R2
em duplo PCR que visa amplificar parte da regido 16S rDNA dessas
bactérias. Verificou-se a amplificacdo de fragmentos com tamanho proximo
do esperado (1.200pb) em 64 amostras. Algumas amostras apresentaram
também outras bandas inespecificas. Realizou-se o sequenciamento do
fragmento de DNA com tamanho préximo ao esperado de trés amostras
representativas. As sequéncias obtidas foram analisadas quanto a
similaridade de sequéncia de DNA através da ferramenta online “BLAST”. As
sequencias obtidas ndo apresentaram similaridade com sequencias de
fitoplasmas, nem qualquer outra bactéria de planta. As sequencias foram
similares aquelas de cloroplasto de coqueiro. Os resultados indicaram para a
auséncia de fitoplasmas e a amplificacdo de uma regido ndo-alvo do genoma
das plantas. O resultado ndo era esperado uma vez que os iniciadores
deveriam ser especificos para fitoplasmas e amplamente utilizados para
deteccd@o desses organismos. Como proximo passo, pretende-se analisar as
amostras com outros iniciadores, visando encontrar aqueles que néo resultem
em falsos positivos, e confirmar, se for o caso, a auséncia de fitoplasmas
nessas amostras de plantas com sintomas de ALCC.



033 - Andlise filogenética de B. anthracis, B. cereus e B.
thuringiensis, trés espécies proximas evolutivamente,
através do uso de grupos ortélogos em uma abordagem de
gendémica comparativa

Thifany Vilela Purcena’, Roberto Coiti Togawa’, Rose Gomes Monnerat’,
Paulo Queiroz"?, Priscila Grynberg®
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O grupo Bacillus cereus sensu lato compreende doze espécies de grande
importancia econdmica, médica e de biodefesa dentre elas B. anthracis, o
agente etiolégico da doenca, B. cereus, uma bactéria que pode causar
infeccdes gastrointestinais e B. thuringiensis, produtora de cristais toxicos
(Cry) que atuam como inseticidas espécie-especificos naturais. S8o bactérias
gram-negativas, formadora de esporos, aerdbica ou anaerébica facultativa e
sdo encontradas naturalmente no solo. Estas trés espécies sdo muito
parecidas geneticamente entre si, dificultando a classificacdo baseado em
métodos moleculares. Assim o objetivo deste trabalho foi usar grupos
ortélogos que possam auxiliar na diferenciacdo destas espécies. Para isso, 44
proteomas cromossomais e plasmidiais sendo 30 obtidos no NCBI e 14 cepas
de B. thuringiensis do banco de dados da Embrapa foram usados. A busca
por grupos ortélogos foi feita com o programa OrthoFinder. Um total de
266.263 proteinas foram incluidas nas andlises, sendo que 260.174 (97,7%)
foram classificadas em algum dos 11.810 ortogrupos gerados. Destes, 1.705
possuem proteinas de todos os proteomas incluidos e 49 foram especificos
para alguma cepa, podendo oferecer possiveis genes marcadores
diagnosticos. Uma arvore filogenética foi produzida utilizando o programa
RAXML, que mostrou a separacdo entre B. anthracis e as demais espécies.
Algumas excec¢bes foram observadas, como as cepas HD571, HD682 e
HD1011 de B. thuringiensis, que ficaram no meio de algumas cepas de B.
anthracis. Entdo usamos o programa blastp para buscar por toxinas Cry
nestes proteomas mas nenhuma foi encontrada indicando um possivel erro
de identificacdo. N&do obtivemos uma separac¢éo satisfatéria entre B. cereus e
B. thuringiensis. Alguns pesquisadores suspeitam que B. thuringiensis tenha
evoluido a partir de B. cereus quando adquiriu a capacidade de produzir
toxinas Cry. Este trabalho mostrou que a aplicacdo de metodologia baseada
em classificagcdo de grupos ortélogos pode ser eficiente em classificar e
auxiliar no desenvolvimento de uma metodologia de identificacdo de espécies
do género Bacillus assim como indicar possiveis erros de nomenclatura.



034 - Antagonismo in vitro de Sclerotioum rolfsii e
Stromatinia cepivora por isolados de Trichoderma

Ana Luiza Bezerra Cardoso’, Paulo Henrique Pereira Costa Muniz®, Irene
Martins®, Joao Batista Tavares da Silva®, Eder Marques', Sueli Corréa
Marques de Mello®
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O método de pareamento de culturas é amplamente utilizado na
determinacgéo do potencial de linhagens de fungos para controle biologico de
doencas de plantas. O objetivo do presente trabalho foi, utilizando este
método, verificar a capacidade antagonista in vitro de 15 isolados de
Trichoderma contra Sclerotioum rolfsii (CEN216) e Stromatinia cepivora
(CEN1357), respectivos agentes causadores da podridao branca do alho e da
cebola e da podriddo de diversas espécies de plantas. Foram utilizados os
seguintes isolados de Trichoderma spp da Colecdo de Fungos Para Controle
de Fitopatégenos e Plantas Daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia: CEN1242, CEN1249, CEN1250, CEN1251, CEN1253,
CEN1257, CEN1264, CEN1269, CEN1298, CEN1394, CEN1398, CEN1403,
CEN21405, CEN1417, CEN1428. O plaqueamento para das colbnias de
Trichoderma e dos fitopatdgenos foi realizado em placas de Petri (90mm @),
acondicionadas em ca@maras B.O.D., ajustada a temperatura de 25°C.nos
testes com S. rolfsii e 18°C nos testes com S. cepivora. Utilizou-se um
delineamento estatistico inteiramente casualizado, com quatro repeticdes por
tratamento (linhagem de Trichoderma). As avaliacbes foram realizadas,
calculando-se o indice de inibigdo de crescimento (ICM) adquiridos com base
nas medidas do crescimento micelial radial dos patégenos frente aos
antagonistas. Dados médios de inibicdo do crescimento micelial foram
comparados pelo teste tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o
programa sisvar 5.6. Os ensaios realizados mostraram que todas as
linhagens de Trichoderma séo capazes de inibir o crescimento de ambos
patdgenos. Para S. rolfsii o isolado que apresentou melhor resultado no teste
de pareamento foi 0 CEN1242 (75,0% de inibicdo); ja para S. cepivora 0s
isolados com melhores resultados foram: CEN1269, CEN1405, CEN1249,
CEN1264, CEN1253 e CEN1257, sendo este Ultimo com melhor resultado
60,78% de inibicdo, superior aos demais. Dessa forma selecionaram-se as
linhagens CEN 1242 para S. rolfsii e CEN1257 para S. cepivora, com as
quais deverdo ser conduzidos ensaios em casa de vegetacdo, em futuro
proximo.



035 - Busca de novos alvos para o controle especifico da
doenca ferrugem do café (Hemileia vastatrix)

Jonathan Dias de Lima', Diana Fernandez’, Angela Mehta®, Erika Valéria
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A ferrugem do café é uma das principais doencas do cafeeiro, causando
perdas superiores a US$ 1 bilhdo por ano e interferindo na produgdo de café
ardbica (Coffea arabica L.). O patdgeno da ferrugem do café é o fungo
Hemileia vastatrix (Basidiomycota, ordem Pucciniales) descrito pela primeira
vez em 1869 (Berkeley; Broome). A partir das informacdes provenientes de
genomas e com a compreensdo de sistemas biol6gicos por bioinformatica
foram crescentes as aplicacdes biotecnoldgicas empregadas no controle de
patégenos de plantas. A estratégia SBDD (structural based drug design) para
desenvolver inibidores quimicos para a sintese de toxinas em Fusarium
graminearum. A abordagem SBDD pode reduzir tempo e investimentos para
encontrar solugcbes menos téxicas para 0 meio ambiente e para a saude
humana. Assim, o principal objetivo deste trabalho é a busca de novas
moléculas para o controle de H. vastatrix com base na estrutura de alvos
proteicos. Para tanto, selecionamos proteinas especificas expressas do
genoma de H. vastatrix, bem como a simulagdo da estrutura tridimensional
em sistemas complexos e a varredura virtual de compostos quimicos.
Concomitantemente, foram feitos ensaios de expressao do fungo germinado
em meio aquoso por 24 horas. Corroborando os achados teéricos, foram
validados experimentalmente 10 compostos quimicos (Life Chemicals
Worldwide) por meio de testes de solubilidade e bioensaios do fungo. Para
avaliar a inibicdo da germinacéo de urediniosporos, foram realizados testes
em discos de folhas de café e, ap6s 24 horas, a germinacdo de esporos foi
avaliada utilizando um microscépio de fluorescéncia Zeiss AxioPhot. Neste
trabalho, a estratégia SBDD se mostrou promissora para o desenvolvimento
de novas formas de controle da ferrugem do cafeeiro. Além de que, a
presenca das proteinas expressas a partir dos genes TrpS (triptofano sintase)
e Erg6 (esterol metiltransferase) durante o periodo de 24 horas na
germinacao do fungo demonstra potenciais alvos especificos da doenga a
serem utilizados no desenho de compostos inibidores, os quais poder&o gerar
novos fungicidas ao mercado agroindustrial.



036 - Caracterizacdo morfolégica de Meloidogyne sp. em
areas de arroz irrigado no sul do brasil.
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Um complexo de espécies de Meloidogyne com fenétipos de esterase
atipicos (M.sp.0, M.sp.1, M.sp.2 e M. sp.3) foi detectado em areas orizicolas
nos estados de Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Medidas de
manejo em &reas de arroz irrigado sO serdo possiveis apds a correta
identificacdo desses nematoides. Uma espécie sem fendtipo de esterase,
denominada M.sp.0, foi detectada predominantemente em Santa Catarina.
Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar essa espécie criptica, via
taxonomia classica. De acordo com nossos resultados, a espécie apresentou
padrdo perineal da fémea com formato circular e estrias descontinuas
apresentando uma ligeira elevacdo. O estilete da fémea é pequeno (9-13um)
e robusto com bulbos arredondados e projetados para fora da haste. A
distancia do orificio da glandula dorsal até a base do estilete (DEGO) varia
entre 3-6 um. O poro excretor encontra-se abaixo do DEGO, variando de 21-
32 pm. Na regido anterior, a fémea possui a primeira anelagdo destacada. O
macho possui estilete delicado e longo (13-19 um) com bulbos arredondados
e levemente projetados para fora. O DEGO mede de 3 a 6 pm. Regido
anterior lisa podendo apresentar poucas estrias. O estilete dos juvenis de
segundo estadio (J2) é curto (9-13 um) e o DEGO varia de 2-5 um. A cauda
do J2 é longa (62-76 um) com regido hialina afilada medindo de 15-26 pm. Os
caracteres morfolégicos e morfométricos, sugerem uma proximidade com a
espécie M. ottersoni. No entanto, a identificacdo de espécies do grupo
graminis é uma tarefa dificil, pois muitas delas sdo mal descritas. Mais
estudos em taxonomia integrativa serdo realizados a fim de determinar com
preciséo a identidade taxondmica dessa espécie.



037 - Compostos organicos volateis de Trichoderma sp.
promovem o crescimento de plantas de alface
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O género Trichoderma Persoon compreende um grande namero de espécies
de fungos. Varios isolados desse fungo tém sido relatados como eximios
produtores de compostos organicos volateis (COVs). Estes sdo metabdlitos
secundarios de baixo peso molecular e boa capacidade de difundirem no
solo. O objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade dos COVs produzidos
por Trichoderma sp. CEN1241 em promover o crescimento de plantas de
alface. Para tanto, foram conduzidos dois ensaios. No primeiro, uma pequena
placa de Petri contendo um disco de meio BDA colonizado pelo fungo foi
colocada dentro de uma placa de Petri maior contendo cinco sementes de
alface semeadas em meio Murashige e Skoog (MS); outra placa maior foi
sobreposta a placa contendo o meio MS. Desta forma, estabeleceu-se uma
atmosfera compartilhada por 14 dias a 23-25 °C e fotoperiodo de 12 h. No
segundo experimento, frascos de vidro foram preenchidos com meio BDA e
receberam ao centro um disco de BDA colonizado com Trichoderma sp.
Sacos de tecido voal, preenchidos com solo autoclavado e contendo uma
semente de alface, foram fixados a esses frascos a distancia de 10 mm do
disco de BDA. Outro frasco foi sobreposto e entdo ambos foram envolvidos
com Parafiim e filme plastico transparente. Estabeleceu-se assim, uma
atmosfera compartilhada por 21 dias a 23-25 °C e fotoperiodo de 12 h. Os
dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias, comparadas
pelo teste Tukey (P=0,05). Os resultados obtidos demonstram que os COVs
de Trichoderma sp. CEN1241 foram capazes de incrementar em 60 % a
massa fresca total, 85% a massa seca total, 8% o comprimento de parte
aérea, 38% o comprimento de raizes e 22% a largura das folhas. Os COVs
também aumentaram o teor clorofila A em 107%, clorofila B em 75%, clorofila
total em 99% e os carotenoides em 101%. Portanto, evidenciou-se a alta
capacidade dos COVs produzidos pelo isolado de Trichoderma CEN1241 em
promover o crescimento de plantas de alface.



038 - CRISPR/Cas9 apresenta primeiros mutantes de
Trichoderma harzianum com marca auxotrofica

Amanda Vieira', Giovanni R Vianna®, Jéssica Carrijo®, Francisco Aragdo’,
Pabline Marinho Vieira®
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Trichoderma harzianum é um fungo filamentoso utilizado como agente de
controle bioldgico de pragas agricolas. Este microrganismo é mundialmente
estudado e seus genes sdo patenteados tanto para uso em biofungicidas
guanto em estratégias de melhoramento genético de plantas. Nesse trabalho,
apresentamos pioneiramente linhagens mutantes dessa espécie contendo
marca auxotréfica produzida através da inovadora técnica CRISPR/Cas9.
Para isso, foi realizada a transformacéo genética de T. harzianum com o vetor
de delecdo através de biobalistica e, ap6és as analises moleculares nos
mutantes obtidos, estes foram avaliados quanto ao crescimento em diferentes
meios seletivos e a capacidade de biocontrole de fitopatégenos. Como
resultado, o sequenciamento do gene, referente a marca auxotréfica (pyr4)
nos mutantes, demonstrou que CRISPR/Cas9 desencadeou tanto delecdes
guanto inser¢des de bases na regido alvo. Além disso, a andlise fenotipica
desses mutantes em auséncia de uridina comprovou a reducdo no
crescimento, bem como, a resisténcia ao acido 5-fluorético como agentes
seletivos. Com relagdo a capacidade de micoparasitismo de Sclerotinia
sclerotiorum e Fusarium oxysporum, observou-se que 0 nocaute génico
nesses mutantes ndo interferiu na capacidade de biocontrole desses
fitopatégenos. Com isso, este trabalho é pioneiro ao utilizar essa promissora
técnica para delecdo de genes nessa espécie de biocontrole e, esses
mutantes expressando Cas9 representam perspectiva biotecnolégica para
novas validacbes e patenteamento de genes em biotecnologia agricola.



039 - Desenvolvimento de nanoantibidticos: veiculagdo de
antibidticos em sistemas nanoestruturados e avaliacdo dos
efeitos antibacterianos

Camila Leticia Ferreira®, Luciano Paulino Silva®
'Universidade Federal do Parana; 2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

A invencao e utilizagcdo de antibidticos revolucionou o tratamento de doengas
causadas por infeccdes bacterianas. Ao longo dos anos, o arsenal de
antibioticos disponiveis no mercado aumentou expressivamente com o
desenvolvimento cientifico e tecnolégico. No entanto, o surgimento de
resisténcia de microrganismos aos antibidticos, e a diminuicdo do interesse
da indastria farmacéutica em produzir medicamentos dessa classe
representam um grande desafio para o tratamento de infec¢des. Assim, o
presente estudo tem como objetivo desenvolver formulacdes de sistemas
nanoestruturados contendo  antibidticos convencionais visando ao
aprimoramento das atividades e caracteristicas dessas moléculas. O
copolimero Pluronic® F-127 foi utilizado para formagdo de micelas
poliméricas em meio aquoso por meio da auto-organizacdo, e os antibiéticos
foram incorporados a solucdo ap6s a solubilizacdo do copolimero ou em
alguns casos adicionados juntamente com este. Como antibiéticos foram
utiizados ampicilina sédica, cloridrato de tetraciclina, cloranfenicol e
estreptomicina. Esses antibidticos representam cada qual uma classe
diferente de antibioticos e consequentemente propriedades fisico-quimicas
variadas. Os nanossistemas (nanoantibioticos) ainda serdo caracterizados
guanto a sua morfologia, a carga, ao tamanho e aos seus aspectos térmicos.
ApOs a caracterizagdo sera avaliado o potencial antimicrobiano in vitro dos
sistemas nanoestruturados em isolados de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, e comparado com os efeitos dos antibiéticos livres. Também sera
avaliada a aplicabilidade dos nanossistemas em procedimentos laboratoriais
com aplicacdo em diferentes superficies e monitoramento do crescimento
bacteriano. Modelos vegetais serdo submetidos ao tratamento com os
nanossistemas em diferentes concentracdes e sera observada a possivel
resisténcia dessas plantas tratadas frente a patdgenos bacterianos
importantes na agricultura, como a Xanthomonas campestris e Erwinia
amylovora. Assim, sdo esperadas formulacBes de nanoantibidticos com
caracteristicas diferentes e potencialmente melhores que aquelas dos
antibioticos livres, ainda, com possiveis aplicagbes médicas e na agricultura.



040 - Histopatologia comparada de Oryza sativa e O.
glumaepatula a Meloidogyne graminicola.

Raycenne Rosa Leite!, Vanessa da Silva Mattos?, Ana Cristina Meneses
Mendes Gomes?, Juvenil Enrique Cares’, Regina Dechechi Gomes Carneiro®
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Meloidogyne graminicola causa danos significativos a cultura do
arroz em varias partes do mundo e fontes de resisténcia a M.
graminicola registradas em Oryza sativa sdo limitadas.
Resisténcia a esta espécie tem sido encontrada em O.
glaberrima e O. longistaminata. O objetivo deste trabalho foi
determinar o mecanismo de resisténcia em O. glumaepatula a M.
graminicola. Resultados de observacdes histologicas da
interacdo de O. glumaepatula e M. graminicola mostraram
reducdo da penetracdo de juvenis de segundo estadio (J2)
guando o acesso selvagem resistente foi comparado a O. sativa.
Uma intensa reacdo de hipersensibilidade foi observada 2 dias
apos a inoculagéo (DAI) no cortex radicular do acesso resistente.
Poucos J2s foram capazes de se estabelecer no cilindro central
e algumas raras células gigantes colapsadas circundavam
fémeas degeneradas. Microscopia fluorescente em O.
glumaepatula mostrou células gigantes e o corpo das fémeas
presumivelmente exibindo acumulos de compostos fendlicos.
Pode-se distringuir 3 tipos de respostas de defesa: a) resisténcia
pré-infectiva; b) resisténcia pés-infectiva, com uma reacao de HR
no cortex radicular; e ¢) uma resposta tardia apresentada pelo
acumulo de compostos fendlicos nas células gigantes e nas
fémeas. Esse estudo sugere gue acessos selvagens de arroz,
especialmente os genoétipos AA, tais como O. glumaepatula, sao
de grande interesse para usos futuros em programas de
melhoramento com Oryza spp.



041 - Interceptacdo de barley stripe mosaic virus (BSMV),
praga quarentenaria ausente no brasil, em germoplasma
importado de cevada (Hordeum vulgare)

Thaina Berbert Gelelete’, Giovana Curcio Guimaraes’, Tallyrand Moreira
Jorcezlinoz, Marcio Martinello Sanchesz, Norton Porto Benitoz, Marilia Santos
Silva
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O Nducleo de Gestao da Estacdo Quarentenaria de Germoplasma Vegetal
(NEQGV) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)
objetiva impedir a entrada e disseminacdo de pragas quarentenarias
regulamentadas (ausentes e presentes restritas no Brasil) de acordo com a IN
no 39, de 01/10/2018 do Ministério de Agricultura, Agropecuaria e
Abastecimento (MAPA), a partir de germoplasma vegetal introduzido no pais
para fins de pesquisa. Nesse contexto, em 2019, Barley stripe mosaic
hordeivirus (BSMV), praga regulamentada como quarentenaria ausente no
pais, foi interceptado pelo NEQGV em processo confidencial de importacéo
de sementes de cevada (Hordeum vulgare). BSMV foi detectado por Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) utilizando-se antissoro comercial em
duplicatas, com espectrofotometria resultante de 1063 vezes maior em
amostras foliares sintomaticas oriundas do processo de cevada em relagéo
ao controle negativo. Como BSMV é regulamentado como praga
guarentenéria ausente no pais, sua deteccdo pelo NEQGV implicou em
recomendacdo de destruicdo da amostra importada de sementes de cevada
por incineracao, justificada em laudo técnico. Amostra de folhas sintométicas
de cevada infestadas por BSMV foram armazenadas em ultrafreezer para
futuro e oportuno uso como controle positivo em diagnoses quarentenarias
e/ou rastreio por germoplasma vegetal resistente a BSMV. Os genétipos
vegetais oportunamente identificados como resistentes a BSMV poderédo ser
indicados tanto para cultivo, banco de germoplasma e uso em programas de
melhoramento preventivo. A interceptacdo quarentenaria de BSMV em
cevada a ser importada para o Brasil refor¢ca a necessidade de pesquisas em
inteligéncia quarentenaria, de desenvolvimento e validacdo de métodos
diagnosticos moleculares mais sensiveis e acurados, e de melhoramento
genético vegetal preventivo para combater a vulnerabilidade de introdugéo de
pragas quarentenarias ausentes no pais, que podem comprometer
seriamente o setor primario da economia nacional.



042 - Manejo do nematoide Meloidogyne enterolobii
utilizando 0leos essenciais em sistemas emulsionados
nanoestruturados

Davi 2F’eterson Spindola Dunk Rocha’, Lenita Lima Haber?, Luciano Paulino da
Silva

'centro Universitario de Desenvolvimento do Centro Oeste; 2Embrapa Recursos
Geneéticos e Biotecnologia

Meloidogyne enterolobii € um fitonematoide que causa prejuizos expressivos
no cultivo de hortalicas, como pimentdo. Alguns dos métodos de
controle/manejo sdo mecanicos, consistindo na total retirada das culturas
antigas para um novo plantio no intuito de evitar a presenca de possivel
in6culo no solo; genéticos, utilizando plantas resistentes a essa praga; e
guimicos, utilizando agentes nematicidas. Por esse motivo, a busca por
alternativas sustentaveis baseadas em tecnologias verdes representa uma
possivel mudanca de paradigma na medida em que oferece novas
possibilidades para o0 manejo deste e outros fitonematoides. Dentre essas
alternativas, o uso de 6leos essenciais constitui uma estratégia recente para o
controle de nematoides e outras pragas, sendo esta abordagem em perfeito
alinhamento com os Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODSs), e
consequentemente com amplos potenciais, sobretudo quando utilizados na
forma nanoestruturada com vistas a superar alguns desafios relacionados a
aplicacdo na forma livre como degradacéo, lixiviagéo e volatilizagéo precoces.
Assim, o propésito deste estudo é produzir emulsdes e avaliar os efeitos de 7
diferentes Oleos essenciais oriundos da Colegdo de Plantas Arométicas e
Medicinais da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia sobre a
mortalidade de fitonematoides M. enterolobii, assim como avaliar a supresséo
do numero de galhas e massas de ovos nas raizes da cultura do piment&o.
Nesta primeira etapa, 6leos essenciais foram diluidos em solugdo de agua
tipo | e dimetilsulféxido (DMSO) para fins de solubilizacdo e avaliacdo da
possivel nanoestruturacdo esponténea por espalhamento de luz dindmico
(DLS). Para tal, aliguotas de cada um dos 7 Oleos essenciais foram
acondicionadas em microtubos de 2,0 mL, adicionalmente ao controle (sem
0leo) para que posteriormente fossem analisados por DLS para identificagdo
da possivel formacao de nanossistemas e avaliar suas cargas superficiais por
meio de potencial Zeta. Posteriormente serdo produzidas emulsdes do tipo
oleo em agua na presenca de variados surfactantes e condi¢des no intuito de
otimizar e aperfeicoar aspectos das formulacbes como estabilidade e
aplicabilidade.



043 - Plantas de Cattharantus roseus L. infectada por
fitoplasmas dos subgrupos 16srxiii-e e 16srxiii-h no Brasil

Jéssika Veridiano Dutra', Jdlio César Barbosa®, Marilia Santos Silva®,
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Fitoplasmas do grupo 16SrXIll sdo pragas emergentes na América Latina.
Somente no Brasil, trés novos subgrupos foram descritos, incluindo 16SrXIll-
E, 16SrXIll-H e 16SrXIll-J. Plantas da espécie vegetal Catharantus roseus L.
(vinca) séo consideradas hospedeiras universais de fitoplasmas, uma vez que
podem multiplicar todos os fitoplasmas conhecidos até o momento. No ano de
2008 plantas de vinca com virescéncia e filodia, sintoma tipico de infecg¢éo por
fitoplasma, foram encontradas na cidade de Carmo do Paranaiba em Minas
Gerias. O objetivo desse trabalho foi detectar e descrever os fitoplasmas na
planta de Catharantus roseus L analisada. Para tal, realizou-se a extragdo de
DNA e analise molecular com iniciadores universais para fitoplasmas, assim
como de RFLP, clonagem e sequenciamento dos fragmentos amplificados.
Fragmentos de tamanho esperado foram obtidos e a analise de RFLP revelou
gue se tratava de sequéncias de fitoplasmas do grupo 16SrXIll, assim como
observou-se que haviam perfis sobrepostos referentes & duas sequencias.
Apos clonagem e sequenciamento dos fragmentos, se obteve duas
sequéncias distintas, as quais foram classificadas de acordo com as normas
do Comité Internacional de Classificacdo de Fitoplasmas como pertencentes
aos subgrupos 16SrXIlI-E e 16SrXIll-H, ambos de ocorréncia natural no
Brasil. Através das andlises realizadas ndo é possivel saber se a planta
estava infectada por dois fitoplasmas ou com um fitoplasma que possui
heterogeneidade de sequéncia entre as duas copias do gene 16S rDNA
(usado para sua classificacdo). Esse € o primeiro relato de fitoplasmas
desses subgrupos em plantas de vinca naturalmente infectadas no Brasil. A
vinca pode servir de reservatorio dessa(s) bactéria(s), no entanto o seu papel
em patossistemas envolvendo esse grupo de bactérias ainda é desconhecido.



044 - Pragas que afetam arquivos e bibliotecas no Distrito
Federal e seu controle
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Os fungos e os acaros sao pragas que mais afetam o ambiente interno das
bibliotecas, arquivos, rolos de filmes, dentre outros documentos. A presenca
desses organismos, principalmente de fungos, favorece a biodeteriorizacéo
do acervo bibliografico, devido as suas enzimas celulases e lignases,
encontradas no micélio. Em ambientes fechados, com ventilacdo e
climatizacao artificiais podem causar ao homem, manifestacdes alérgicas que
afetam o aparelho respiratdrio, dores de cabeca e de garganta, pneumonia
hemorragica, entre outras doencas. O objetivo da pesquisa foi a identificacédo
de pragas, como fungos e acaros que causam prejuizos em material que
abrigam impressos, existentes em bibliotecas e arquivos, e 0s riscos que
podem causar & saude humana. Foram realizadas coletas do ar atmosférico,
através de exposicao estatica de 120 placas de Petri abertas contendo o meio
batata-dextrose-agar (BDA), durante 15 minutos, em determinados pontos
das areas dos arquivos e bibliotecas, de 06 diferentes drgdos publicos do
Distrito Federal. As placas foram fechadas, etiquetadas de acordo com o local
de exposicdo e posteriormente incubadas durante 07-10 dias, sob luz
florescente continua. Fungos identificados: Cladosporium cladosporioides,
Aspergillus niger, A. flavus, A. ochraceus, Alternaria alternata, Epicoccum
sorghi, Curvularia lunata, Fusarium oxysporum, Chaetomium olivaceum,
Basipetospora chlamydospora, entre outros. Os de maior ocorréncia foram:
Cladosporium cladosporioides (100%), Aspergillus flavus (60%) e Aspergillus
niger (60%). Acaros do bolor, Tyrophagus putrescentiae (Astigmatina,
Acaridae), foram detectados em associacdo a colbnias de C. cladosporioides
e de F. oxysporum. Os fungos e &caros foram erradicados usando medidas
de controle como: higienizacdo periddica do ambiente, com detergente liquido
(chéo) diariamente, manutencédo e limpeza dos livros ou arquivos, com pano
levemente umedecido com agua e prateleiras com &lcool a cada 6 meses ou
uma vez ao ano, filtragdo do ar, monitoramento diario no ambiente de trabalho
e mudanca de habito dos funcionarios. Esta pesquisa e seus resultados,
podem contribuir com novos estudos, bem como determinar politicas
institucionais de largo alcance para ambientes de bibliotecas e arquivos no
pais.



045 - Primeiro relato de Meloidogyne izalcoensis e
levantamento de Meloidogyne spp. em cafeeiros no
Triangulo Mineiro
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Neste estudo foi realizada a identificacdo de uma nova espécie
de Meloidogyne no Triangulo Mineiro, em plantas de cafeeiro, e
também a deteccdo de outras espécies de nematoides de galhas
ocorrentes nessa regido. Para tanto, foram empregadas técnicas
bioquimicas a partir dos fendétipos da enzima esterase (Est) e
técnicas moleculares, a partir dos marcadores moleculares
espécie-especifico do tipo SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions). A utilizacdo dessas técnicas permitiu a
identificacdo de M. izalcoensis em Indianopolis, MG, que havia
sido descrita pela primeira vez em El Salvador parasitando
plantas de cafeeiro. Em uma prospeccdo posterior em locais
proximos a deteccdo dessa espécie nova, foram encontradas
outras trés espécies de Meloidogyne parasitando cafeeiros no
Tridangulo Mineiro: M. exigua, M. paranaensis e M. incognita. Em
amostras de dois locais, misturas de M. exigua e M. paranaensis
foram detectadas; em outra amostra ocorrerreram populagdes
mistas de M. exigua e M. incognita. Os fendtipos de esterase e
0os marcadores moleculares SCAR foram eficientes na
identificacdo de espécies de Meloidogyne spp., que parasitam o
cafeeiro. Esse foi o primeiro relato de M. izalcoensis ocorrendo
em cafeeiros no Brasil, e a sua distribuicdo parece restrita.
Entretanto, mais estudos sao necessarios para precisar a
distribuicdo de M. izalcoensis no Triangulo Mineiro.



046 - Quantificacdo pela técnica de real-time PCR do
baculovirus SfMNPV produzido em cultivo de células de
inseto utilizando biorreatores
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Uma das principais dificuldades enfrentadas pela agricultura brasileira € o
controle de insetos-praga. A lagarta do cartucho-do-milho (Spodoptera
frugiperda) é uma espécie polifaga que ataca dezenas de culturas
economicamente importantes em varios paises. No Brasil, ela é considerada
a principal praga na cultura do milho. Com o intuito de diminuir a aplicacéo de
inseticidas quimicos, um grupo de virus de inseto denominado baculovirus
tem sido empregado como agente de controle de lepidépteros-praga. O virus
Spodoptera frugiperda multiple nucleopolyhedrovirus (SfMNPV) tem sido
utilizado para este fim, porém atualmente sua producéo é realizada somente
pela sua multiplicacdo no inseto hospedeiro (in vivo). Para o desenvolvimento
das técnicas de producdo em cultivos celulares (in vitro) em biorreatores, é
fundamental uma quantificagdo acurada da producao viral. O objetivo deste
trabalho foi testar a técnica de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) em
amostras provenientes de infeccdo de células Sf9 com o baculovirus
SfMNPV, em biorreatores, com valores diferentes de Multiplicidade de
Infeccdo (MOI). As infec¢bes foram feitas utilizando-se dois tipos de
equipamentos: (1) biorreator padrdo STR (Stirred Tank Reactor) com
aspersao de gas (BioFlo 110) e (2) um sistema bubble free (BioStat B),
equipado com uma membrana de silicone permeavel a gas para a
transferéncia de oxigénio. As amostras foram coletadas em diferentes dias
apos infeccdo. As células foram sedimentadas, lisadas com SDS 1% e
submetidas a extragdo de DNA com kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). O
DNA obtido das passagens virais foi analisado por qPCR usando o sistema
Sybr green, com kit Platinum Sybr Green gPCR Supermix-UDG (Invitrogen)
com primers desenhados para gene Sf32 de SfMNPV. Os resultados
demonstraram sucesso na quantificacdo viral através desta metodologia,
evidenciando o aumento na quantidade de DNA ao longo do tempo
concomitantemente ao aumento de particulas virais (poliedros).



047 - Recuperagdo da colecdo de cogumelos da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia a longo prazo
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O Banco de Germoplasma de cogumelo para uso humano, criado em 1998,
contém uma colecdo de 573 macromicetos (entre diferentes espécies e
linhagens flingicas), obtidos de coletas e de outras cole¢cdes nacionais e
estrangeiras. E de suma importancia a preservacdo e recuperagio desses
cogumelos. Eles apresentam fontes de proteinas, vitaminas, minerais, fibras e
carboidratos, com baixo teor de lipideos. O objetivo deste trabalho foi de
avaliar a recuperacdo de diversas espécies de cogumelos e usar novas
técnicas de preservacdo a longo prazo. O experimento foi realizado no
Laboratério de Cogumelos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Os fungos utilizados foram obtidos da colecdo de cogumelos, datados dos
anos de 2005 a 2006. As placas analisadas estavam imprOprias para
utilizacdo devido estarem ressecadas. Técnicas de recuperacdo foram
usadas na tentativa de restaurar as cepas desnutridas e desidratadas.
Durante o processo de recuperacdo dos isolados foram utilizados gréos de
sorgo ou trigo, previamente cozidos em autoclave durante 20 minutos a
121°C e entdo levados para secar ao livre, sem realizar a lavagem do
material. Apds esse processo, 0os graos foram acondicionados em tubos
Falcon e esterilizados durante 1:30hs, a 121°C de temperatura. Em uma
capela de fluxo laminar foram transferidos 180uL de agua destilada,
previamente esterilizada, para a placa de Petri contendo a coldnia fungica
desejada, com o uso de um pipetador automatico. A placa foi agitada
suavemente, a fim de hidratar o micélio e realizar a suspensao dos esporos
na agua destilada. Com o pipetador, foi retirado uma fracdo de 30uL do
liquido resultante, transferindo-o para o tubo Falcon contendo os graos. O
procedimento foi realizado em triplicatas. Os tubos Falcon foram incubados a
23-24°C durante 7-14 dias e posteriormente armazenados em sala fria a 5°C.
Na avaliacdo dos resultados verificou-se que seis diferentes espécies de
cogumelos apresentaram crescimento vegetativo vigoroso, denso e cotonoso
com o0 uso dessa nova técnica de preservacgao.



048 - Screening de nanoparticulas de prata sintetizadas a
partir de residuos agroindustriais para aplicacdes
antimicrobianas
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A sintese verde de nanoparticulas metalicas (NPMs) tem ganhado cada vez
mais atencdo, por ser uma abordagem que utiliza extratos de recursos
biologicos para sintetizar NPMs ao invés de utilizar quimicos possivelmente
toxicos para o meio ambiente. Dentre os diferentes metais, 0 uso da prata em
funcdo das suas propriedades antimicrobianas é relatado ha centenas de
anos, sendo que as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém acdo contra uma
gama de bactérias. Sendo assim, este estudo teve como objetivo analisar
AgNPs sintetizadas com diversos residuos agroindustriais com relacdo as
suas provaveis atividades antimicrobianas contra bactérias. Para tanto, foram
produzidos extratos aquosos de 20 residuos agroindustriais, em que estes
foram fragmentados e fervidos durante 2 min. Apés, a solucdo aquosa
extraida foi filtrada e o filtrado foi utilizado como agente redutor de ions prata
e estabilizante de AgNPs, sendo que este foi testado em duas concentracfes
diferentes (1 e 16 mg/mL). Entdo, foi adicionado nitrato de prata (AgNO3)
para concentragdo final de 1 mM aos extratos e estes foram acondicionados
em banho-maria para reacdo de formacdo. Para os testes concentracdo
inibitoria. minima  foram utilizadas as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, que foram cultivadas em meio liquido Luria-Bertani.
As AgNPs, os controles de extrato, de ion metdlico e controles negativos e
positivos foram adicionados a placas de 96 pocos em triplicatas nas
concentracdes de 256, 128, 64, 32, 16 e 8 uM. Entdo, as bactérias tiveram a
sua densidade Optica corrigida para 0,05 e foram aplicadas nas microplacas,
gue foram incubadas em estufa bacteriolégica por 72 h. Foi observado que a
maioria dos residuos de frutas testados foram eficazes agentes para
producdo de AgNPs, excetuando um destes. Ademais, as AgNPs produzidas
com os extratos a 1 mg/mL foram mais eficazes em sua a¢&o antimicrobiana,
guando comparadas as particulas produzidas com extrato a 16 mg/mL. Em
concluséo, foram produzidas AgNPs de forma eco-amigavel e de custo baixo
que sdo agentes eficazes contra bactérias.
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Levantamentos feitos no sul do Brasil detectaram Meloidogyne graminicola e
M. oryzae (=Meloidogyne sp.1), e outras trés espécies de perfil de esterase
atipico: Meloidogyne sp.0, Meloidogyne sp.2 e Meloidogyne sp.3. O manejo
eficiente de espécies de Meloidogyne pode ser realizado pela rotacdo com
culturas ndo hospedeiras ou resisténcia genética. Em Oryza sativa, foram
observados niveis altos de suscetibilidade a M. graminicola, enquanto que
para as espécies O. glaberrima e O. longistaminata detectou-se apenas
resisténcia moderada. O objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo de
resisténcia ou suscetibilidade, em seis espécies de arroz, a duas espécies
cripticas de Meloidogyne, detectadas em plantios de arroz no sul do Brasil
(Meloidogyne sp.0 e Meloidogyne sp.2). Os experimentos foram conduzidos
paralelamente em casa de vegetacdo e repetidos em tempos diferentes.
Foram utilizadas quatro espécies selvagens de arroz (O. glumaepatula, O.
grandiglumis, O. longistaminata e O. alta), além do arroz africano O.
glaberrima e do asiatico O. sativa (controle). Plantas de arroz foram
inoculadas com 5.000 ovos de cada nematoide, em delineamento
inteiramente casualizado, com 6 tratamentos e 8 repeticdes e avaliadas apds
90 dias. As espécies O. glumaepatula, O. alta e O. glaberrima, se
comportaram como altamente resistente nos dois ensaios, tanto para
Meloidogyne sp.0 quanto para Meloidogyne sp.2, apresentando FR<1. Oryza
grandiglumis permitiu reproducdo dos nematoides, embora se apresente
como moderadamente resistente (FR1:3,33 e FR2: 2,01 para Meloidogyne
sp.0 e FR1:3,14 e FR2: 1,62 para Meloidogyne sp.2). Oryza longistaminata foi
a espécie selvagem que mais permitiu a multiplicacdo dos nematoides
(FR1:15,95 e FR2: 6,48 para Meloidogyne sp.0 e FR1:6,77 e FR2: 5,73 para
Meloidogyne sp.2). Ambos os nematoides obtiveram alta reproducdo em O.
sativa nos dois ensaios, fato que comprova essa planta como boa hospedeira
para essas duas espécies de nematoides das galhas. A espécie O.
glumaepatula apresentou alta resisténcia a M. graminicola em estudos
anteriores e disponta como promissora no melhoramento genético, por
pertencer ao mesmo grupo gendmico que O. sativa, AA.
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Fungos do género Trichoderma spp. tem demonstrado, como caracteristica
intraespecifica, habilidade para promover o crescimento de plantas. O
objetivo desta pesquisa foi testar a influéncia de sete linhagens pertencentes
a colecdo do CENARGEN (CEN162, CEN287, CEN288, CEN289, CEN290,
CEN1153 e CEN1399) e trés comerciais (UFT 201, SF 04 e ESALQ 1306),
formuladas ou originadas de cultivos monospdricos, sob o desenvolvimento
de plantas de tomateiro ‘Santa Clara’. As sementes foram submetidas a
assepsia seguida de microbiorizacdo na concentracdo de 1x106 mL-1 /0,2 g
de sementes. Cinco sementes foram semeadas em vasos contendo 500
gramas de substrato (solo esterilizado Embrapa + Bioplant©) na propor¢éo
1:1, previamente tratado com 10 ml de suspensdo/vaso a concentracdo de
1,43 x 10 6 esporos/mL. Os tratamentos foram dispostos em delineamento
inteiramente casualizado com oito repeticbes. Trinta e sete dias apos a
germinacdo, uma planta de cada vaso foi avaliada quanto a altura e peso
seco de parte aérea, comprimento radicular e peso fresco de raizes. As
médias foram comparadas pelo teste de Scott knott (p<0,05). Nao houve
influéncia da aplicagdo de Trichoderma sobre peso seco de parte aérea e
comprimento radicular, em compara¢cdo com a testemunha. No entanto, a
maioria das linhagens testadas promoveu incrementos significativos na altura
das plantas. Também, observou-se o aumento de peso fresco de raizes com
as linhagens CEN162, CEN1153, CEN1399, ESALQ 1306 (monospérica) e
SF 04 (formulado). Portanto, os resultados mostram a capacidade das
linhagens de Trichoderma como promotoras de crescimento em tomateiro e
ressalta a importdncia da pesquisa na identificacdo de bioestimulantes
eficazes, a serem desenvolvidos e disponibilizados no mercado futuro.
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Uma alternativa mais segura, baseada nos conceitos da Quimica Verde, para
a producao de nanoparticulas metélicas é a utilizacdo de extratos de plantas,
onde sao utilizados reagentes menos nocivos e de fontes renovaveis. Esta
abordagem apresenta vantagens como biocompatibilidade, estabilidade,
sustentabilidade, rapidez e custo efetivo. Nesse contexto, o presente estudo
teve por objetivo a sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs)
utilizando extratos de repolho (Brassica olerecea var. capitata), neem
(Azadirachta indica) e noni (Morinda citrifolia) como agentes redutores e
estabilizantes, bem como sua caracterizagdo e avalicAo da atividade
antimicrobiana contra o fitopatdégeno Xanthomonas campestris pv. campestris.
As reacdes de sintese de AgNPs foram realizadas com os extratos aquosos
de folhas de repolho, cultivadas na Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Folhas de neem também foram utilizadas para as sinteses de
AgNPs, coletadas no inverno em locais distintos do Distrito Federal (Brasilia e
Sobradinho); e folhas de noni coletadas no inverno em Sobradinho. As
reacdes de sintese foram realizadas utilizando, 10, 15, 20, 25 e 30 mg/mL de
materiais biol6égicos frescos utilizados na preparagdo dos extratos. Apos
formadas, as AgNPs apresentaram grande variacdo nos didmetros
hidrodindmicos (DHs) e nos indices de polidispersividade (Pdl) observados
em decorréncia da concentracdo do extrato. Para as AgNPs formadas
utilizando extrato de repolho os DHs variaram de 2136,0 — 3218,0 nm e PdI
0,481 — 0,709. Nas sinteses utilizando folhas de neem coletadas em Brasilia e
Sobradinho os DHs variam entre 890,1 — 2958 e 168,3 — 1513 nm, e
apresentaram valores de Pdl 0,506 — 0,780 e 0,371 — 0,717, respectivamente.
Na sintese utilizando folhas de noni os DHs variam entre 724,0 — 1163 nm, e
Pdl moderados (0,40 — 0,54). Potencial Zeta de superficie dessas AgNPs
chegou a cerca de -23,7 mV. As amostras de AgNPs obtidas dos extratos de
folhas de repolho, neem e noni serdo submetidas a testes biolégicos
possibilitando a sua aplicag&o no controle de Xanthomonas em brassica.
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O feijdo comum (Phaseolus vulgaris) € um importante alimento no Brasil e é
afetado por varios virus, como o Cowpea mild mottle virus - CPMMV (género
Carlavirus, familia Betaflexiviridae). O CPMMV, virus transmitido pela mosca
branca (Bemisia tabaci), foi encontrado infectando feijoeiros em altas
incidéncias nas regides Central e Nordeste do pais. Isolados africanos de
CPMMV sdo transmitidos por sementes de cultivares de caupi, soja e feijao.
Para o CPMMV brasileiro, os ensaios de transmisséo por sementes de feijdo
e soja foram negativos, por meio da visualizacdo dos sintomas e ELISA como
métodos de avaliacdo. Neste trabalho, utilizamos as técnicas de RT-PCR e
Southern-Blot para analisar a transmissdo de CPMMV por sementes de
feijoeiro. Folhas de feijoeiros das cultivares BRS FC 401 RMD e Pérola foram
inoculadas mecanicamente com CPMMV. A confirmagdo da infeccdo por
CPMMV se deu via técnica de RT-PCR. As sementes das plantas inoculadas
foram coletadas, plantadas e cultivadas em camara de crescimento
protegidas de insetos. O RNA total foi extraido de folhas jovens 30 dias ap6s
a inoculacdo. O RNA foi quantificado, e tratado com DNAse. O cDNA foi
preparado usando oligodT e primers randémicos com transcriptase reversa
SuperScript Ill. O gene Actina 11 foi utilizado para verificacdo de qualidade do
cDNA via técnica de PCR. Transmissdo de CPMMV por sementes foi
detectada em 15,79% (9/20) e 8,7% (3/23) das plantas das cultivares BRS FC
RMD 401 e Pérola, respectivamente, quando avaliadas por técnica de PCR
utilizando de primers especificos para CPMMV, seguido de Southern-Blot
utilizando sonda especifica para CPMMV marcada com 32P. Resultados
mostram que o isolado do CPMMV brasileiro é transmitido por sementes das
cultivares de feijoeiro BRS FC 401 RMD e Pérola.
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Meloidogyne enterolobii € um patégeno emergente no Brasil, considerado
altamente destrutivo ao tomateiro (Solanum lycopersicum L.). Ainda séo
escassos resultados de pesquisa envolvendo Trichoderma no controle desse
nematoide. O objetivo deste trabalho foi selecionar linhagens de Trichoderma
gue promovam crescimento de raizes de tomateiro e reduzam populagGes de
M. enterolobii. Plantas de tomateiro ‘Santa Clara’ com 13 dias de idade foram
transplantadas para vasos contendo solo tratado com suspensé&o de conidios
de diferentes linhagens de Trichoderma, a concentracdo de 1,43x106
conidios/mL (10 ml/vaso). Apos seis dias foi realizada a inocula¢éo de 5000
ovos de M. enterolobii/ planta. Testaram-se oito linhagens pertencentes a
colecdo CENARGEN e trés comerciais (Trichoplus, Trichodermil e Quality)
formuladas ou originadas de cultivos monospéricos. Os tratamentos foram
dispostos em delineamento inteiramente casualizado com 8 repeticdes. Apos
trés meses foram avaliados: peso fresco das raizes, indice de galhas, indice
de massas de ovos, total de ovos, nimero de ovos/grama de raiz e fator de
reproducdo (FR). As médias foram comparadas pelo teste de Scott knott
(p<0,05) e a correlacdo entre os parametros analisada pela correlagdo de
Pearson (p<0,05). A aplicagdo de CEN288, CEN289, CEN290, CEN316,
CEN1153, CEN1399, SF 04 monospérico e formulado (Quality), ESALQ 1306
monospoérico e formulado (Trichodermil) aumentou significamente o peso
fresco de raizes quando em comparacdo com a testemunha. Todos esses,
exceto CEN316, também promoveram aumento significativo do FR quando
comparado com a testemunha inoculada com nematoides. O FR foi
correlacionado de forma positiva e significativa com o peso fresco de raizes,
indice de galhas, indice de massas de ovos, ovos/ gramas de raiz e total de
ovos. Quase todas as linhagens promoveram o desenvolvimento das raizes,
mas nenhuma delas reduziu significativamente a populacdo do nematoide.
Esses resultados, mesmo que ainda preliminares, podem ser preocupantes
uma vez que ja existem produtos no comércio, registrados para o controle de
nematoides e usados em condi¢cBes de campo.
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O género Fusarium, causador da podriddo vermelha da raiz da soja, é capaz
de afetar a planta em todos os estadios fenoldgicos. A ocorréncia da doenca
tem se tornado um fator limitante para a producado brasileira, pois ndo ha
tratamento eficiente para infestacfes. Assim, o controle biolégico vem cada
vez mais ocupando espago no cenario agricola, a exemplo do uso de
Trichoderma, com aplicagcdes no controle de doencas e na promocédo do
crescimento de plantas. Essa técnica apresenta-se como alternativa
sustentavel, pois os bioagentes contribuem fortemente para reducdo do uso
de fungicidas quimicos. O objetivo deste trabalho foi, através do método de
pareamento de culturas, verificar a capacidade antagonista de diferentes
linhagens de Trichoderma spp. contra F. crassistipitatum. Foram utilizadas 46
linhagens da Colecdo de Fungos para Controle de Fitopatdégenos e Plantas
Daninhas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e um isolado de
F. crassistipitatum (CMS24) da Colec¢&o de Microrganismos da Embrapa Soja.
Foi utilizada a técnica de pareamento de culturas em placas de Petri (100
mm). Estas foram acondicionadas em cdmara BOD, & temperatura de 28°C,
sendo que o patdgeno foi depositado na superficie do meio 72 horas antes do
agente de biocontrole. Utilizou-se delineamento estatistico inteiramente
casualizado, com trés repetices por tratamento (linhagem de Trichoderma).
As avaliagcbes foram realizadas com base nos indices de inibicdo do
patégeno, obtidos por meio de medi¢cbes do crescimento das colénias do
mesmo, exposto ao bioagente. Com o auxilio do software estatistico Sisvar
5.6, foi realizada a andlise de variancia dos dados obtidos e, as médias,
comparadas pelo Teste de Tukey. Considerando-se os dois experimentos
conduzidos, as linhagens de Trichoderma com maior percentual de inibi¢cdo
do crescimento micelial de F. crassistipitatum foram CEN1532 (52,67 e
44,11%) e CEN1533 (48,68 e 42,24%), enquanto as médias gerais de inibicao
foram de 24,30 e 24,04%, respectivamente para o primeiro e o segundo
experimento. Assim, confirma-se o0 potencial das duas linhagens
mencionadas, para posteriores ensaios.
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Meloidogyne incognita € um fitonematoide polifago que provoca sérios danos
a varias culturas de interesse econémico. ldentificar moléculas produzidas por
este patégeno durante interacdo com o hospedeiro, como efetores de
viruléncia, possibilita a ado¢éo de estratégias efetivas de controle. A andlise
in silico do transcritoma de diferentes fases de evolucdo de M. incognita (J2,
J3, J4, fémea e ovos) em tomateiro revelou genes altamente expressos
durante o estabelecimento da infec¢édo e reproducdo do nematoide, incluindo
genes candidatos a efetores do patdégeno. Para validacao destes candidatos,
17 sequéncias génicas de M. incognita foram selecionadas in silico e
analisadas quanto a sua expressdo por RT-gPCR em diferentes fases
infectivas de M. incAgnita em tabaco. Todas as sequéncias génicas do
fitoparasita analisadas apresentaram padrdes de expressao similares em RT-
gPCR (raizes de tabaco) e in silico (raizes de tomateiro), e foram
classificadas de acordo com estadio de maior expressdo, como em estadios
iniciais (J2, J3 e J4) elou estadios tardios (fémea jovem), indicando a
existéncia de sequéncias essenciais para infecc@o/estabelecimento do
nematoide na planta, independente do hospedeiro. Visando a producdo de
dsRNA destas sequéncias in planta para silenciamento das mesmas no
nematoide via RNA de interferéncia (iRNA), as mesmas foram clonadas em
vetor binario (pKB) sob o comando do promotor UceS8.3 para obtencao de
plantas transgénicas de tabaco e Arabidopsis thaliana via Agrobacterium
tumefasciens. Até o momento, 10 eventos de plantas transgénicas de tabaco
expressando dsRNA de 4 sequéncias-alvo e 39 eventos de A. thaliana de 2
sequéncias génicas foram obtidos, os quais serdo avaliados quanto ao efeito
fenotipico do silenciamento na primeira e segunda geracdo (T1/T2) das
plantas, pela quantificagdo do numero de galhas/ovos de M. incégnita
extraidos em cada evento transgénico em relagdo ao controle néo
transformado. Os dados de expressao génica dos candidatos a efetores aqui
descritas indicam serem estes potenciais alvos para estudos de silenciamento
génico “host-delivered” via RNA interferente.
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A minhocultura ou vermicompostagem consiste em um processo de
aproveitamento de residuos organicos pela criacdo de minhocas com o intuito
de produzir himus, um excelente adubo para atividade agricola, sobretudo
para agricultura familiar. De fato, o uso do himus € particularmente
importante para producdo de alimentos organicos e tendo em vista a
preocupac¢do atual com a utilizagdo racional dos recursos naturais que vem
sendo progressivamente exauridos. Esta estratégia tem sido muito utilizada
para obtencdo do solo organico, pois agrega valor aos produtos acarretando
em beneficios para consumidores e produtores na medida em que oferece
alimentos organicos, com melhor qualidade nutricional, medicinal e
lucratividade. Dessa forma, o presente estudo pretende utilizar a tecnologia
Biovessel para a producédo de compostados a base de 12 diferentes residuos
agroindustriais e domésticos aos quais serdo futuramente incorporados nos
nanomateriais obtidos por rotas de sintese verde. O experimento piloto esta
sendo realizado em composteiras portateis do tipo Biovessel, formadas por
recipiente plastico com tampa de madeira cortica que acomoda até cerca de 2
kg de matéria organica. No momento estdo sendo testados separadamente
12 residuos agroindustriais/domésticos organicos em cada recipiente (cascas
de frutas, verduras e legumes), junto a uma mistura definida de substrato de
plantas, substrato de cogumelo comestivel/medicinal e matéria seca de uma
forrageira que contribuirdo com a decomposi¢cdo no sentido de torna-la
adequada a ocupacao posterior com minhocas, mantendo umidade alta para
gue favoreca ainda mais a decomposi¢cdo em ambiente controlado indoor. Os
materiais se encontram na fase inicial do processo de compostagem.
Posteriormente, as minhocas serdo adicionadas as composteiras e dar-se-a
andamento a segunda fase do processo de producédo de humus. Finalmente,
alguns tipos de nanomateriais serdo incorporados ao compostado para
enriquecer os substratos com micronutrientes (nanofertilizantes a base de
carbon dots) ou controlar proliferacdo de microrganismos indesejaveis (fungos
ou bactérias), visando a aplicacdo destes produtos em hortas urbanas e
assim controlando e minimizando as pragas em cultivos horticolas.
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O algodao (Gossypium hirsutum) é uma das commodities mais importantes
do mundo e esta entre as dez maiores fontes de riqueza do agronegoécio
brasileiro. No entanto, sua produtividade é constantemente ameacada por
fatores bidticos e abidticos. Os nematoides parasitas de plantas (PPN) sao
um dos patdgenos mais prejudiciais, representando perdas globais de
aproximadamente US$ 100 bi/ano. O nematoide formador de galhas,
Meloidogyne incognita, é considerado um dos patégenos vegetais mais
importantes. Cada vez mais, as ferramentas biotecnoldgicas tém contribuido
para superar esses entraves através do desenvolvimento de plantas
tolerantes ou resistentes. Com base nas limitagdes dos métodos de controle
atuais, a tecnologia de RNA interferente (RNAI) foi explorada com sucesso
em diferentes espécies de plantas para obter resisténcia contra diferentes
patdégenos. Isso ocorre através do fornecimento de dsRNAs para silenciar os
genes alvo M. incognita, consequentemente, obter resisténcia. O objetivo
deste estudo foi transformar e caracterizar plantas de algoddo com dsRNAs
por meio da piramidacdo de trés regides génicas (Mi-cpl-1, Mi-ICI e Mi-fs)
potencialmente envolvidas no desenvolvimento e processamento de mRNA
de M. incognita. Os embrides de algoddo foram bombardeados com esta
construgdo génica e varios eventos TO contendo as sequéncias de dsRNA
foram confirmados por analises de PCR e RT-PCR. O numero de copias do
transgene nestas plantas, determinado por analise qPCR, variou de 1 a 3. As
plantas transgénicas da gerac¢do T1 foram desafiadas contra o nematoide e o
indice de galhas (IG) foi comparado entre as plantas controle resistentes e
suscetiveis. Os dados indicaram que cinco progénies de dois eventos de
transformacéo independentes apresentaram reducdo de 70 a 92% do IG,
guando comparadas com o controle suscetivel. O mesmo desempenho foi
observado em 37% das progénies da geracdo T2. Este projeto pretende
contribuir para 0 manejo de nematoides e a reducdo de agrotdxicos em
lavouras de algoddo, resultando em maior competitividade do agronegécio
brasileiro, além de contribuir para 0 menor impacto ambiental.



058 - Andlise da expressdo de genes de Arachis spp.
responsivos ao estresse por luz ultravioleta
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Espécies silvestres de Arachis constituem uma rica fonte para prospeccéo de
genes de resisténcia a pragas e tolerancia a estresses abiéticos. Estudos do
transcritoma dessas espécies submetidas a diferentes estresses
possibilitaram a identificacdo de genes candidatos a resisténcia a nematoides
das galhas e a seca. Com o objetivo de realizar um estudo prospectivo de
genes candidatos para resisténcia a patégenos, plantas pertencendo a trés
espécies do género Arachis (Arachis hypogaea, A. duranensis e A.
stenosperma) foram crescidas por um més em camara de crescimento e
separadas em dois grupos para cada espécie: controle e estressado. O grupo
controle foi exposto por 5 horas a luz fluorescente e o grupo estressado a luz
ultravioleta (UV). O RNA total da parte aérea das plantas foi extraido por meio
de um protocolo adaptado que utiliza maceracdo e incubacdo em tampéao
CTAB (brometo de cetil-trimetilamdnio) e posterior precipitagdo em cloreto de
litio (LiCl) 3M. Apds extracdo, o RNA total foi quantificado e utilizado como
molde para a sintese de cDNA. Os niveis de expressao de cinco genes
candidatos da familia NBS-LRR foram entdo analisados nesse material por
meio da técnica de RT-gPCR. Essas analises vao permitir a identificacdo de
genes da familia NBS-LRR responsivos ao estresse oxidativo induzido por luz
UV e contribuir para o melhor entendimento do papel dessa familia génica na
resisténcia a estresses bidticos em espécies silvestres e cultivada de Arachis

Spp.



059 - Analise da expressdao génica de genes do tipo
miraculina do cafeeiro em resposta ao estresse de plantas
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Meloidogyne incognita, root-knot nematode (RKN), € um dos patégenos mais
prejudiciais a agricultura mundial e devastadores em cafezais. Em trabalhos
anteriores, foi observado que genes homodlogos a Miraculina foram
superexpressos em raizes de cafeeiro de gendtipo resistente entre 5 e 6 dias
apos a infeccdo por RKN. Foram sequenciadas amostras de RNA, extraidas
de raizes, por lllumina HiSeq 4000, gerando mais de 800 milhdes de reads de
2x100 de bases. Foram identificados 14 genes da superfamilia de inibidores
de proteinases tipo Kunitz, similares a Miraculina, apresentando
superexpressdo. A evidéncia, até o momento, € de que a miraculina esta
fortemente ligada a resposta imunoldgica da planta ao RKN, pois a CoMir foi
superexpressa em resposta a infeccdo por bicho mineiro do cafeeiro
(Leucoptera coffeella). Este estudo mostra a analise de expressdo de genes
tipo Miraculina por gqPCR em tempo real em raizes de cafeeiro, e a correlagéo
dessa expressao com estresses bidticos na resposta a estresses da planta.
Foi feito o alinhamento das sequéncias de genes referentes a Miraculina
utiizando o software Geneious 8® para selecionar as sequéncias que
continham o dominio conservado caracteristico da familia génica. A partir do
alinhamento, foi desenhada uma arvore filogenética utilizando também
sequéncias de referéncia. Ap6s selecionar as sequéncias com os dominios
conservados, foram desenhados primers para cada sequéncia, discriminando
0s gendtipos resistente (R) e suscetivel (S), visando verificar a diferenca de
expressao entre os dois genotipos. Foi utilizado o programa LinReg para a
andlise dos resultados da qPCR. Os dados indicam que h& uma diferenga
significativa de expressdo relativa entre R e S. Esses genes podem ser
importantes atores na resposta imunolégica da planta, podendo ser
potencialmente utilizados em abordagens de desenvolvimento de controle de
nematoides e pragas.



060 - Atividade antibacteriana de nanoparticulas de prata
produzidas e otimizadas por sintese verde em escala
semipiloto
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A sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs) em escala semipiloto foi
anteriormente investigada, e as condi¢Bes de temperatura, concentracdo de
reagentes, tempo de reacao, aeracéo e agitacdo de reator em batelada foram
otimizadas. Neste sentido, réplicas da reacdo de sintese de AgNPs sob
condicdes oOtimas em escala semipiloto (1 L) foram realizadas, em ensaios
independentes. As AgNPs foram caracterizadas quanto as propriedades
fisico-quimicas, a reprodutibilidade, & estabilidade e ao potencial
antibacteriano. Para isso, as reacfBes de sintese foram monitoradas
espectrofotometricamente para avaliacdo da formacdo e propriedades
Opticas; e o tamanho, a dispersividade e o potencial Zeta de superficie foram
medidos pelas técnicas de espalhamento dindmico de luz (DLS) e mobilidade
eletroforética, respectivamente. A atividade antibacteriana foi avaliada pelo
ensaio de concentragéo inibitoria minima (CIM) das AgNPs e controles em
relagdo ao crescimento das bactérias Gram negativa Escherichia coli e Gram
positiva Staphylococcus aureus apés 24, 48 e 72 h de exposicao in vitro. As
concentracdes analisadas das AgNPs e controles foram 8, 16, 32, 64, 128 e
256 pM, sendo que cada concentracdo foi avaliada em triplicatas
experimentais. Além disso, foram realizados testes de crescimento bacteriano
em meio Luria-Bertani sdlido suplementado com AgNPs em concentracédo
final de 256 uM. Os resultados obtidos mostraram que as réplicas de sintese
AgNPs apresentaram caracteristicas fisico-quimicas similares, o que indica
reprodutibilidade do processo reacional. Ademais, as AgNPs mostraram-se
estaveis a variacdes de temperatura, pH e radiacdo UV. A CIM para as
réplicas foi, em 72 h, de 128 uM para E. coli e 256 uM para S. aureus, além
de ndo ter havido crescimento bacteriano em meio sélido suplementado com
AgNPs a 256 pM, apés 24 h. Dessa forma, foi possivel concluir que as
condicdes Otimas de sintese em escala de semipiloto produziram AgNPs com
caracteristicas fisico-quimicas desejadas e alto potencial antibacteriano, além
de serem estaveis e o bioprocesso ser reprodutivel em escala semipiloto.



061 - Aumento de biomassa e tolerancia a seca de Glycine
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Devido a alta demanda de alimento para suprir as necessidades da
populacdo mundial, grandes esforcos estdo sendo empregados para
desenvolver cultivares de interesse agronémico que produzam em altos niveis
mesmo em condicdes adversas, tais como a seca. Sendo assim, a
Biotecnologia desempenha um importante papel desde a prospeccdo de
novos genes até a sua utilizacdo em cultivares. Dentre os possiveis ativos
biotecnolégicos descritos em inimeros estudos, destaca-se o gene AIP10 que
esta envolvido no controle do ciclo celular, integrando vias de sinalizacdo do
desenvolvimento vegetal ao controle da replicacdo e transcricdo. Para a
solugcdo de problemas do setor produtivo, surgiu a iniciativa de se realizar a
prova de conceito em soja transgénica com niveis de expressao reduzidos do
gene GmAIip10, por meio do emprego da técnica de edicdo gendmica, via
sistema CRISPR, para a obtengcdo de plantas apresentando aumento de
biomassa, bem como o nimero de sementes e tolerancia ao déficit hidrico.
Para tanto, foram desenvolvidas as constru¢cdes génicas para a edicdo e
nocaute do gene GmAIip10 em soja. Como parte da estratégia, foi necessario
realizar um estudo prévio in silico do possivel ortélogo do gene AIP10 de soja.
Apbs estas analises, foi possivel constatar que soja possui duas copias do
gene AIP10 em seu genoma. Sendo assim, foram desenhadas trés
construgbes visando o nocaute de ambas as cOpias: duas contendo um
sgRNA diferente cada, que podem reconhecer ambos os loci; e a terceira com
os dois sgRNAs combinados também visando a edi¢cdo simultanea dos dois
genes. As plantas foram transformadas via Agrolistica (combinacdo das
técnicas de transformacéo via Agrobacterium tumefaciens e Biolistica). Os
eventos transformados foram selecionados em meio de cultura contendo o
herbicida Imazapyr e posteriormente por PCR. Foram obtidos pelo menos
cinco eventos independentes de transformacdo na geracdo TO, para cada
uma das construcdes e, em seguida, foi realizado o avanco de geragédo onde
hoje se encontram na geracéo T2.



062- Avaliacdo do desempenho de sensores eletroquimicos
de carbono vitreo e nanotubos de carbono com
nanoparticulas de ouro na determinacéo de &cido tanico
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O é&cido tanico (1,2,3,4,6-pentagaloil-o-glicose) € um composto fendlico da
classe dos taninos hidrolisdveis encontrados em vegetais, que possui
propriedades antioxidantes e anticancerigenas. Dados da literatura revelam
gue os taninos sao metabdlitos secundarios que apresentam alta relacdo com
a resisténcia das plantas ao ataque de herbivoros e fitopatégenos. Assim, o
desenvolvimento de métodos de deteccdo e determinacdo de taninos, que
sejam sensiveis, rapidos e que possam ser adaptados ao campo é
fundamental para pesquisas envolvendo o manejo integrado de pragas e o
melhoramento de plantas. Neste trabalho, foram desenvolvidos dois métodos
eletroquimicos utilizando-se eletrodos de carbono vitreo (GC) e eletrodos
impressos de nanotubos de carbono com nanoparticulas de ouro (CNT-
AuNP) para a determinacdo de &cido tanico por Voltametria de Pulso
Diferencial. As analises voltamétricas foram realizadas em tampéo fosfato pH
= 3,0; amplitude de pulso = 50 mV e velocidade de varredura = 50 mVs -1 .
Nestas condi¢fes, picos de corrente anddica foram observados nos
voltamogramas em potenciais de 0,2 V (para GC e CNT-AuNP). A curva
analitica obtida para o método voltamétrico com GC apresentou faixa linear
entre 0,5 - 3,5 (x 10 -7 mol L -1 ), sensibilidade = 2,8 e R 2 = 0,9925. Para o
método voltamétrico com CNT-AuUNP, a curva analitica apresentou faixa linear
entre 0,1 — 1,0 (x 10 -6 mol L -1 ), com sensibilidade = 0,8 e R 2 = 0,9905. A
precisdo intra-dia foi avaliada para ambos os eletrodos, em trés niveis de
concentracdo de 4cido tanico e foram encontrados desvios padréo relativos
(DPR) de 4 — 10 % (para GC) e 3-10% (para CNT-AuNP). Os resultados
mostraram que a precisdo foi parecida em ambos 0os métodos, e que apesar
do método com CNT-AuNP ser menos sensivel, o0 que ndo era esperado
devido a sua superficie nanoestruturada, responde linearmente numa faixa
mais ampla de concentra¢ges de &cido tanico. Em etapas futuras, pretende-
se analisar extratos vegetais contend taninos utilizando-se os métodos
desenvolvidos.



063 - Calogénege em unha-de-gato (Uncaria guianensis)
com uso de diferentes auxinas
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A unha de gato (Uncaria guianensis) é uma planta trepadeira da familia
Rubiacea com grande potencial medicinal, em funcdo disso acaba por sofrer
consequéncias da exploracao sem controle. Uma possibilidade para atender a
demanda crescente da espécie e utiliza-la de maneira racional é se utilizar
das técnicas in vitro, seja para a multiplicagdo clonal ou exploragdo dos
metabolitos secundarios, a partir da cultura de calos. Assim, objetivou-se
determinar a melhor combinacéo de reguladores de crescimento para inducéo
de calos de U. guianensis a partir de explantes foliares. Para tal, foram
utilizados como explantes segmentos foliares com cerca de 1 cm2, oriundos
de plantas cultivadas in vitro. Os segmentos foram inoculados em meio de MS
suplementado com 30 g/L de sacarose, 0,25 g/L de caseina hidrolisada e
combinacgbes de 6,78 uM e 13,57 uM de Picloram e 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D), com ou sem 6 UM de metatopolina, além do controle (auséncia de
regulador). Foram inoculados seis explantes por placa e cinco repeticdes para
cada tratamento. De modo geral, apds sete dias, observou-se formacéo de
calos em todos os tratamentos com reguladores de crescimento e auséncia
de formacé@o de calos no tratamento controle. Os meios com auséncia de
metatopolina tiveram uma média de 94% de formacdo de calos, enquanto
com presenca de metatopolina houve uma média de 36% de calos. Na
presenca de metatopolina e 2,4-D, verificou-se a formagdo de calos
geralmente compactos, com maior potencial organogénico. JA em meio
suplementado somente com 2,4-D, observou-se uma predominancia de calos
mucilaginosos, com baixo ou nenhum potencial organogénico. Em fung¢éo do
percentual de formacéo de calos e da qualidade dos mesmos, recomenda-se
0 uso de 2,4-D para a inducdo de calos em U. guianensis.



064 - Caracterizacdo in planta da funcdo biolégica de um
gene candidato envolvido na resisténcia ao nematoide das
galhas.
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Fitopatdégenos constituem um dos principais fatores de perda de produtividade
em culturas de importancia para o agronegécio brasileiro, com perdas de até
30% em soja, milho e algodao. O controle dessas pragas é em grande parte
baseado no uso de agroquimicos que além de onerosos, sdo altamente
toxicos ao meio ambiente e ao homem. O uso de variedades resistentes
contendo genes de resisténcia isolados de plantas parcialmente resistentes é
uma das formas mais eficiente e duravel para o controle dessas pragas.
Plantas possuem um sofisticado sistema de resposta de defesa a patégenos
em multicamadas que inclui desde barreiras fisicas locais e armas quimicas,
até a sinalizagdo sistémica entre células e morte celular programada que
limita a invaséo e o crescimento de patégenos. Um dos principais arsenais do
sistema imunolégico das plantas é constituido por genes de resisténcia.
Nesse estudo, objetivou-se a caracterizacdo in planta da funcdo biolégica do
gene candidato (AsR1), isolado de Arachis stenosperma, que esti
potencialmente envolvido no processo de resisténcia ao nematoide das
galhas, Meloidogyne spp., em espécies silvestres de Arachis. Para tanto,
plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana, em geracdo T1,
superexpressando o gene AsR1 foram obtidas e posteriormente inoculadas
com Meloidogyne incognita. Andlises fenotipicas, realizadas 60 dias apds a
inoculacéo, mostram uma reducéo significativa tanto no nimero de galhas por
grama de raiz inoculada (média de reducdo de 51,3%) como no ndmero de
fémeas por grama de raiz inoculada (média 68,4%). Esses resultados indicam
gue a superexpressdo de AsR1 tem efeito positivo na reducdo dos sintomas
da infeccéo causada pelo nematoide formador de galhas M. incognita.
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A sintese verde de nanoparticulas de prata (AgNPs) consiste
fundamentalmente na utilizagdo de recursos biolégicos para a reducao de
fons prata (Ag+) em prata metdlica (Ag0). As condi¢bes de sintese, como
temperatura, tempo de reacdo, aeracdo, agitacdo e concentracdo de
reagentes interferem no processo de reducdo dos ions e de producdo de
AgNPs, e nas propriedades fisico-quimicas e biol6gicas das AgNPs. Assim, o
objetivo deste estudo foi utilizar a técnica eletroquimica de voltametria para
investigar a propor¢cdo de conversdo de Ag+ em Ag0 (Ag+/Ag0) dos meios
reacionais oriundos da producdo de AgNPs em diferentes condi¢cdes de
agitacdo e aeracdo em reator, e comparar tal proporcdo com as
caracteristicas Opticas e atividades biol6gicas das AgNPs. Para tal analise,
foram utilizados 17 ensaios de sintese de AgNPs produzidas em escala
semipiloto em reator batelada, e 500 yL de cada ensaio foram centrifugados
por 30 min a 16873 g e 4°C. Nos ensaios de voltametria utilizou-se uma célula
voltamétrica composta por trés eletrodos: carbono vitreo (trabalho),
prata/cloreto de prata (referéncia) e platina (auxiliar). Assim, 10 uL do
sobrenadante foram adicionados a 10 mL de eletrélito (KNO3/EDTA) e os
voltamogramas foram obtidos aplicando-se um potencial de deposicdo de -0,4
V por 120 s, e posterior varredura anddica de 0 a 0,5 V. A concentragéo de
Ag+ foi determinada por meio de adi¢do de 5-10 pL de padrdo de Ag+ a 10
ppm sobre a amostra. Os resultados obtidos indicaram que,
aproximadamente, 75% dos ions Ag+ foram transformados em Ag0 para a
maioria dos ensaios de sintese de AgNPs. Isso pode indicar que as rotas e
condicdes de sintese ainda devem ser otimizadas em relacdo ao tempo de
reacdo ou concentracdo de reagentes, ou ajustes nas condicdes de agitacédo
e aeracdo. As relac8es entre Ag+/Ag0 e as caracteristicas épticas das AgNPs
ainda serao avaliadas, assim como as possiveis relagfes existentes entre
Ag+/Ag0 e a atividade bacteriana das AgNPs.
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A cadeia produtiva do algodao é responsavel pela criacdo de milhares de
empregos no Brasil. Como em todo sistema de monocultura, o algodao é
suscetivel a diversas pragas, sendo o Anthonomus grandis, o principal inseto-
praga da cotonicultura brasileira. Para o controle desse inseto € necessario
grandes quantidades de aplicagbes de inseticidas. Portanto existe uma
demanda nacional para o desenvolvimento de estratégias que visem o
controle eficiente deste inseto que devasta os campos de algodao.
Alternativas biotecnolégicas estdo em desenvolvimento a fim de gerar novos
ativos entomotoéxicos. O desenvolvimento de plantas expressando toxinas Bt
contra o bicudo se mostra um caminho viavel para o controle deste inseto-
praga, ja que comercialmente ndo ha nenhum evento de algoddo GM
eficiente contra o bicudo. Além da superexpressao de toxinas Cry, ressaltam-
se os estudos da aplicagédo do silenciamento de genes essenciais do bicudo
por meio do RNAI, esta técnica permite a supresséo de proteinas essenciais
com alta eficacia e especificidade culminando em um fendtipo letal. Os
ensaios foram realizados com plantas de algoddo GM possuindo construgcdes
gue sdo responsaveis por expressarem dsRNA para os genes da quitina
sintase 2 (AgraCHS2), além de expressar a entomotoxina e a CrylOAa. 86
plantas de algoddo GM foram colocadas para ensaio na casa de vegetagéo
em condi¢cdes ambiente. Foi colocada uma fémea de A. grandis por planta,
sendo elas posicionadas no caule do algoddo. Ap6s um periodo de
adaptacdo, os botdes florais das plantas foram analisados em busca de
oviposicdes. Os botbes florais ovipositados eram marcados com etiquetas e
cobertos com sacos de nailon. Os bot6es florais abortados pelas plantas
foram coletados, medidos e armazenados. Os botdes florais foram mantidos
no saco de néilon durante um més, tempo do médio do desenvolvimento do
bicudo, ao aguardo da emergéncia. As plantas as quais possuiram taxas
acima de 50% de mortalidade do Bicudo foram selecionadas para a
realizacdo da autofecundacdo que visa a geracdo e selecdo dos melhores
eventos de algodao GM.
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O nematoide das galhas, Meloidogyne incognita, € um importante fitoparasita
gue pode causar prejuizos econdmicos significativos para diversas culturas
agricolas. Atualmente, a estratégia de controle mais utilizada é aplicacdo de
agrogquimicos que em sua maioria possuem alta toxicidade para o ser
humano, animais e meio ambiente. O objetivo do trabalho foi prospectar e
caracterizar extratos de cogumelos para o controle de M. incognita. Neste
sentido, foram selecionadas dez (10) espécies de cogumelos (C1 a C10)
adquiridas no Banco de Cogumelos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Os micélios foram cultivados via fermentacdo liquida em
condicbes controladas (substrato, temperatura e pH). Os extratos aquosos
foram obtidos tanto do micélio (extrato aquoso de micélio, EAM-C1 a 10)
guanto do exsudato (extrato aquoso do exsudato, EAE-C1 a 10). Os
bioensaios in vitro foram realizados contra juvenis de segundo estadio (J2) de
M. incégnita utilizando os extratos EAM-C1 a 10 e EAE-C1 a 10 (2mg/ml). Os
extratos EAM-C1 e EAM-C2 foram selecionados por apresentarem acao
nematotéxica significativa e alta produtividade em cultivo submerso e foram
posteriormente caracterizados por: i. termoestabilidade (amostras tratadas a
50°C durante 12 horas e testadas contra J2 de M. incognita); ii. fitotoxicidade
(germinacgdo de sementes e desenvolvimento vegetal em casa de vegetacdo);
iii. citotoxicidade (células de inseto, linhagem IPLB SF 21, e ensaio de
viabilidade celular via MTT {brometo[3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5- difenil
tetrazolium]}. Os extratos apresentaram acao nematotdxica nos bioensaios
conduzidos in vitro contra J2 de M. incognita onde: i. EAM-C1 a 10 obtiveram
mortalidade superior a 95%, ii. EAE-C1 a 10 apresentaram mortalidade
variando entre 11,42 a 100%. O extrato miceliar EAM-C1 apresentou
atividade nematotdxica de 100%, termoestabilidade, baixa citotoxicidade e
sem fitotoxicidade e EAM-C2 apresentou atividade nematotoxica 100%, baixa
termoestabilidade, alta citotoxicidade e sem fitotoxicidade. Dessa forma, 0 uso
de cogumelos como fonte de compostos nematotdxicos pode ser uma
estratégia de controle (tecnologia verde) para ser usada em conjunto no
manejo integrado de pragas.



068 - Combinacdo de reguladores de crescimento para
aprimoramento do meio de cultura para a micropropagacao
de unha-de-gato (Uncaria guianensis)
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A Uncaria guianensis (Unha-de-gato) é uma planta trepadeira que vem sendo
explorada em funcdo do seu alto potencial medicinal anti-inflamatério e
imunoestimulante. Um dos problemas enfrentados por essa espécie é a
exploracdo predatéria. Para atender a demanda crescente e de forma
sustentavel, a propagacdo por gemas laterais in vitro, surge como uma
alternativa para possibilitar a reproducédo e clonagem de gendtipos superiores,
com homogeneidade e curto intervalo de tempo. Nesse contexto, objetivou-se
aprimorar o meio de cultura de U. guianensis a partir de diferentes
combinacBes de reguladores de crescimento. Para tal, foram utilizados 10
explantes por tratamento caracterizados por gemas laterais provenientes de
sementes germinadas in vitro. As microestacas foram colocadas em tubos de
ensaio contendo 10 ml de meio de MS com metade dos sais, suplementado
com 30 g/L de sacarose, 0,25 g/L de caseina hidrolisada, 2,3 g/L de Phytagel
e combinacdes de 1 mg/L e 0,5 mg/L de acido giberélico (AG3) e 1 mg/L e 2
mg/L de 6-Benzilaminopurina (BAP), além do tratamento controle (auséncia
de regulador). Observou-se que a adi¢cdo de 1 mg de AG3 ao meio de cultura
comprometeu o desenvolvimento das gemas, fato ndo verificado em meio
suplementado com 0,5 mg/L. Ja a utilizacdo de BAP proporcionou aumento
do nimero de gemas laterais, sendo mais efetivo na concentracdo de 1 mg/L
combinado com 0,5 mg/L de AG3. Verificou-se também que em todos os
tratamentos suplementados com reguladores de crescimento houve formagéo
de calos na base das gemas laterais em cultivo. Conclui-se, que, de modo
geral, a utilizacdo de BAP (1mg/L) proporciona os melhores resultados para
multiplicagdo de unha-de-gato.



069 - Compostos defensivos produzidos pelas glandulas
metatoracicas dos percevejos Glyphepomis spinosa e
Dichelops melacanthus
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No Brasil, as perdas econémicas devido a herbivoros ainda sdo muito
grandes, sendo aproximadamente 10% na cultura do arroz e podendo atingir
até 20% na soja, mesmo com 0 uso de agrotoxicos para o controle das
pragas. Assim, é necessario o desenvolvimento de métodos mais eficientes,
sustentaveis e de baixo custo para 0 manejo e controle destas pragas. Os
percevejos produzem uma série de compostos, conhecidos como defensivos,
gque sdo produzidos pelas glandulas metatoracicas e armazenados em
reservatorios de cor alaranjada. Pouco se sabe sobre a funcdo desses
compostos, alguns estudos mostraram que atraem inimigos naturais e
também agem como feroménio de alarme. O objetivo deste estudo foi extrair,
guantificar e identificar os compostos defensivos dos percevejos Dichelops
melacanthus e Glyphepomis spinosa. Para isso, foram conduzidas aeracgtes
em camara de vidro com 50 machos e 50 fémeas de cada espécie, e 0s
volateis foram coletados diariamente em 100 mg de adsorvente Porapak Q.
Os volateis foram eluidos dos adsorventes com 500 pL de hexano e
concentrados a 100 pL sob fluxo de nitrogénio. Posteriormente foram
analisados por CG-DIC e CC-EM. A identificacdo de cada componente foi
realizada através da injecdo de padrdes sintéticos, e a quantificacdo dos
compostos foi realizada pela técnica de padrdo interno. A andlise quimica
mostrou que os adultos das duas espécies (machos e fémeas) produzem
compostos defensivos em comum como: (E)-2-hexenal, (E)-2-octenal,
octanal, nonanal, tridecano e acetato de (E)-2-octenila, mas em propor¢cdes
diferentes. Os adultos de G. spinosa produzem compostos que ndo foram
identificados no D. melacanthus como: undecano, dodecano, tetradecano e
pentadecano. Para confirmar se estes compostos sao volatilizados pelos
insetos ou liberados da vagem usada como alimento na aeragéo esta sendo
conduzido a extracdo dos compostos diretamente da glandula dos insetos.
Adicionalmente, estudos serdo conduzidos para avaliar se estes compostos
tém acdo na comunicacao intra e interespecifica.



070 - Crosstalk entre stress bidtico e abiético em Arachis
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Na natureza, plantas sdo continuamente submetidas a diversos estresses que
ocorrem de forma simultanea como patdgenos, seca, calor e salinidade. No
entanto, até o momento, a maioria dos estudos estdo concentrados nas
respostas das plantas a estresses isolados. Estudos recentes demonstraram
que as respostas de defesa de plantas a estresses bibticos e abidticos
combinados sdo distintas daquelas estimuladas por cada estresse
separadamente. Os nematoides-das-galhas (RKN) e a seca sdo responsaveis
por grandes perdas na agricultura em regifes tropicais, mas 0s mecanismos
de defesa de plantas a ambos estresses simultaneamente ainda nao foram
estudados. Neste trabalho, a resposta transcricional de uma espécie silvestre
de Arachis (A.stenosperma) ao RKN, a seca e a estes estresses combinados,
foi analisada utilizando-se sequenciamento Illumina HiSeq. Raizes de A.
stenosperma submetidas a seca produziram o maior nimero de genes
exclusivos diferencialmente expressos (DEGs), seguidos por tratamentos
combinados de estresse e infeccdo por nematoides. Os genes identificados
em comum entre os trés tratamentos incluiram aqueles associados as vias
hormonais do Etileno (ET) e Acido Jasménico (JA), enquanto 0s genes
exclusivos para o tratamento combinado do estresse foram principalmente
associados ao &cido abscisico (ABA). A anotacdo funcional indicou que as
respostas a estresses hiéticos e abidticos foram especializadas, sem termos
GO (Ontologia Génica) enriguecidos em comum, com apenas um fator de
transcricdo ERF (fator responsivo ao etileno) identificado em comum em
todos os tratamentos. O perfil de expressdo desses DEGs em vias
metabdlicas de hormoénios de defesa de plantas destacam a prevaléncia de
ABA como o principal fator regulador das respostas de estresse, interagindo
com os &cidos jasménico, salicilico e etileno para promover uma resposta de
defesa combinada contra a seca e a infeccdo pelo nematéide.



071 - Cultivo de arvore nativa do cerrado (Plathymenia
reticulata) em solucdo nutritiva para inducdo de estresse
com aluminio
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O Cerrado brasileiro possui solos com caracteristicas ndo favoraveis a
agricultura, como por exemplo, o alto teor de Aluminio (Al) solavel, que é
toxico para a grande maioria das plantas cultivadas. Entretanto, as plantas do
Cerrado apresentam tolerdncia ao Al pelo acimulo do metal em
compartimentos celulares de tecidos foliares, sem prejudicar o seu
desenvolvimento, ou por exclusdo do Al da parte aérea do vegetal por meio
da exsudacédo de acidos organicos por suas raizes, que quela o aluminio da
rizosfera e, consequentemente, retira-o da solucdo do solo. A espécie
Plathymenia reticulata € uma &rvore nativa do Cerrado que tolera o Al pelo
mecanismo de excluséo e foi escolhida como modelo de estudo. O presente
trabalho tem como objetivo a obtenc&o de plantas de P. reticulata cultivadas
em sistema hidropbnico e a aplicagdo de estresse com Al. Para tanto,
sementes de plantas nativas de area de Cerrado Sentido Restrito, sem
atividade antropica, foram desinfestadas utilizando-se o fungicida Benlate e
hipoclorito de sddio. Em seguida as sementes foram colocadas para germinar
em placas de Petri contendo papel filtro umedecido com agua estéril e
mantidas em sala de cultura com temperatura e foto periodo constantes. As
plantulas obtidas foram transferidas para sistema hidropdnico com aeracéo e
a solucdo trocada a cada dois dias. ApOs 10 dias de cultivo, metade das
plantas foi submetida ao estresse com Al pela adicdo na solucdo nutritiva de
AICI3.6H20 na concentracdo final de 150 uM e a outra metade permaneceu
em meio sem Al. Nas nossas condicBes experimentais 7 dias apds a
semeadura aproximadamente 40% das sementes germinaram e
desenvolveram-se na solugdo nutritiva. As plantas obtidas por meio do
protocolo aqui estabelecido e a solu¢do usada no cultivo serdo utilizadas para
prospeccao de genes e metabdlitos, respectivamente, envolvidos com a
tolerancia ao Al.



072 - Desenvolvimento de insumos alimentares e sintese de
nanossistemas a base de biopigmentos de residuos
vegetais
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A cor é considerada um dos atributos sensoriais mais importantes e afeta
diretamente o consumo de um produto, visto que é empregada como critério
de julgamento pelo consumidor. Em virtude dessa influéncia, a industria
alimenticia faz uso frequente de corantes artificiais a fim de preservar e/ou
intensificar a cor inicial dos alimentos. Todavia, os maleficios causados a
salde e os impactos ambientais gerados pelos corantes artificiais propiciaram
0 aumento no uso de pigmentos naturais, pelo setor industrial. No entanto, a
instabilidade desses compostos dificulta os seus usos, havendo a
necessidade do emprego de estratégias que possibilitem uma maior protecéo
e estabilidade. Dessa forma, o0 presente projeto tem como objetivo principal
desenvolver sistemas nanoestruturados, por estratégias de quimica verde,
mediante a utilizacdo de biopigmentos extraidos a partir de residuos
alimentares. Dessa forma, avaliando-os quanto a aplicabilidade para a
produgdo de novos insumos alimentares. Foram realizadas extracdes
hidroalcodlicas a partir das cascas de abobora, beterraba e residuos de folhas
de couve. Os biopigmentos obtidos apresentaram cores variadas e foram
caracterizados pelo modelo matematico de cor RGB (red, green, blue). Em
seguida, foram desenvolvidos lipossomas e micelas pelo método de
hidratacéo de filme com os biopigmentos obtidos. As caracteristicas fisico-
guimicas dos nanossistemas foram determinadas mediante analise do indice
de polidispersividade (Pdl) e potencial Zeta, por meio das metodologias de
espalhamento de luz dindmico e mobilidade eletroforética, respectivamente.
Foram observados nanossistemas heterogéneos e com alta estabilidade
coloidal. As nanoestruturas apresentaram diametros hidrodindmicos que
variaram entre 160 a 400 nm. Isto posto, esferas alimentares foram
produzidas mediante técnica de gelificacdo ibnica, fazendo uso de
polissacarideos anidnicos naturais na presenca de ions de célcio, visando a
elaboracdo de produtos com novas propriedades organolépticas e
adequados, futuramente, para o consumo humano.



073 - Desenvolvimento de sistemas nanoparticulados para o
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O tomate é uma das principais hortalicas presentes na mesa do brasileiro.
Entretanto, a sua producdo em zonas tropicais sofre grandes perdas devido a
ocorréncia de dezenas de pragas. Mesmo sendo uma cultura que apresenta
alto custo de producdo e potencial risco ao produtor, sua elevada
rentabilidade incentiva a sua producdo durante todas as épocas do ano.
Atualmente, a oferta de insumos, incluindo cultivares hibridos e defensivos
agricolas, é insuficiente e os produtores enfrentam a caréncia de opgdes de
controle para 0 manejo eficiente destas epidemias. A situacdo €
particularmente critica para algumas pragas, como por exemplo, 0 nematéide
Pratylenchus brachiurus. Assim, a nanotecnologia pode vir a ser uma
ferramenta adicional no controle de pragas, podendo produzir atividade
antimicrobiana ou servir para varias funcdes a outros agentes ou moléculas
pesticidas, sendo uma alternativa eco-amigavel. O foco do presente estudo
envolve o desenvolvimento e aplicacdo de nanoparticulas de prata, cobre,
magnésio e zinco no controle de Pralylenchus brachiurus, responséavel por
intensos prejuizos no campo. A sintese de nanoparticulas sera realizada
variando-se as concentracbes de extrato vegetal e cada condicdo sera
testada em triplicata e a metodologia de espalhamento de luz dindmico (DLS)
sera utilizada para determinar o didmetro hidrodindmico (DH) das particulas e
distribuicdo das populagdes de tamanho das particulas pelo indice de
polidispersividade (Pdl), e a mobilidade eletroforética para determinar o
potencial Zeta. Posteriormente, ser8o realizadas avaliacbes in vitro para
verificar possiveis efeitos nematicidas ou nematostaticos. Até o momento,
foram realizadas reacdes de sintese de nanoparticulas de prata, sendo que
houve formagdo das particulas de maneira dependente da concentragao de
extrato.



074 - Desenvolvimento e avaliacdo de desempenho de
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A producéo agricola mundial é fortemente influenciada tanto pela irrigacéo do
solo quanto no controle de pragas. Com relacdo a estes organismos, 0S
fitonematoides se destacam por causarem prejuizos anuais (estimados em
milhdes de ddlares) a diversas culturas de interesse econdmico, como o
algodéo, o café, o feijdo, o milho, a soja entre outros. Juntamente com estes
desafios encontra-se a necessidade do uso de tecnologias multifuncionais
gue estejam enquadradas no conceito de bioeconomia, como € o caso do uso
reduzido de agua e de agroquimicos sintéticos. Neste sentido, a utilizacdo de
hidrogeis na agricultura tem sido uma estratégia em ascensao devido as suas
caracteristicas de condicionadores do solo, que pode, por exemplo, contribuir
para o aumento da capacidade de retencdo de éagua, o que reduz a
frequéncia de irrigacdo, bem como atuar como carreadores de insumos
agricolas, tais como adubos e no controle de pragas. Desde modo, este
estudo objetiva desenvolver hidrogeis bifuncionais e avaliar sua capacidade
retentora de agua bem como sua acgéo para o controle de fitonematoides e o
desenvolvimento vegetal. Para isto, primeiramente, sera feita uma otimizacéo
na sintese de hidrogel contendo extratos vegetais nematotoxicos e adubo
Acrescent® (pertencente & Carbom Brasil Fertilizantes) mediante avaliacdo
das concentrac6es dos constituintes. Posteriormente, sera avaliado o
desempenho do hidrogel desenvolvido quanto a sua capacidade retentora de
agua no solo, sua a¢éo no controle do fitonematoide Meloidogyne incognita,
sua influéncia na taxa de germinagcdo de sementes e no desenvolvimento de
plantulas. Assim, o hidrogel desenvolvido poderd contribuir tanto para o
aumento da produgédo agricola quanto na reducao de custos, uma vez que o
referido sistema funcional permite utilizar quantidades menores de agua além
de controlar fitonematoides por meio do uso de extratos naturais e favorecer o
desenvolvimento das plantas.



075 - Deteccéo de fitoplasmas do grupo 16Srlll associados a
plantas de batata doce [[pomea batatas (I.) lam.] no Distrito
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A batata doce [Ipomoea batatas (L.) Lam.] € um alimento importante no Brasil,
devido ao seu féacil cultivo aceitagao pelos consumidores. Embora seja uma
cultura de facil producédo, a batata doce pode ser acometida por doencas
causadas por diferentes fitopatégenos, incluindo os fitoplasmas. Os
fitoplasmas sao bactérias habitantes do floema das plantas, nas quais podem
ocasionar diversos sintomas e sao transmitidas por insetos do tipo cigarrinha.
Foram encontradas no Distrito Federal plantas de batata doce com sintomas
tipicos de infeccao por fitoplasmas, com sintomas de superbrotamento,
reducdo do tamanho da planta e das folhas. Amostras dessas plantas foram
coletadas para extracdo de DNA e posterior andlise quanto a presenca de
fitoplasmas através da técnica da PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase).
Utilizando-se iniciadores universais especificos para fitoplasmas (P1/P7 e
F2n/R2) foram obtidos fragmentos de tamanho esperado em 37,5 % das
amostras. A andlise computacional da sequéncia dos fragmentos amplificados
confirmou a presenca de fitoplasmas em uma das amostras, nas demais
amostras, as sequéncias obtidas revelaram a amplificacao de fragmentos de
cloroplastos de batata doce, portanto, houve falsos positivos. Utilizando a
sequéncia do fitoplasma encontrado, foi possivel fazer analises comparativas
com outros fitoplasmas. Foi constatado que o fitoplasma encontrado pertence
ao grupo 16Srlll, e que este estd mais proximo filogeneticamente de
fitoplasmas do subgrupo 16Srlll-U, ja existentes no Brasil, mas pela primeira
vez associado com plantas de batata doce. Como fitoplasmas foram
encontrados somente em uma planta, outros estudos seréo realizados para
verificar se os fitoplasmas estdo associados aos sintomas observados no
Distrito Federal.



076 - Edicdo de genes via CRISPR-Cas9 em sistema hairy
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Jéssica Carrijol, Peter LaFayetteZ, Francisco Aragéos, Wayne Parrott®,
Giovanni R Vianna®

YUniversidade de Brasilia; 2Universidade da Georgia; 3Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Fitato (InsP6) é um forte quelante de cations importantes para a nutrigdo,
sendo considerado um fator antinutricional. Este é abundante em sementes
de soja uma vez que participa de varios processos regulatérios, entretanto,
uma linhagem de soja com baixo teor de fitato € desejada pelo sistema
produtivo. Esse estudo tem sido conduzido para o desenvolvimento de uma
linhagem de soja low-phytate utilizando o sistema CRISPR Cas9. Inicialmente
€ aconselhavel verificar se o sistema de expressao/delecdo esta funcionando
adequadamente. Isso inclui avaliar alvos, e genes candidatos, além da
enzima mais adequada para a edicdo, SpCas9 ou Cpfl. Para essa verificacao
foi utilizada a técnica de hairy root. Genes candidatos foram escolhidos e
seus alvos identificados baseado nos seus target/off-target scores >0,6.
Vetores foram construidos em duas configuragfes diferentes para comparar a
eficiéncia do sistema convencional, com promotores regulando cada
componente, versus um sistema simplificado com um Unico promotor
regulando todos os componentes. Os RNAs guias foram sintetizados e
clonados nos vetores. O vetor basico codifica para a enzima Cas9 de
Streptococcus pyogenes ou para Cpfl de Moraxela bovoculi sob a regulacdo
do promotor GmUbi3. Também contém o gene repérter GFP para auxiliar na
deteccéo das raizes transgénicas. Sementes de soja variedade “Jack” foram
germinadas e cotilédones foram preparados e inoculados com Agrobacterium
rhizogenes K599 previamente transformados com cada vetor. Os cotilédones
foram co-cultivados por quatro dias e transferidos para meio de crescimento
com antibidtico (Timentin 500mg/L). DNA foi extraido das raizes positivas
para GFP. Um fragmento génico contendo a possivel regido editada foi obtido
por PCR. A eficiéncia de edicdo foi avaliada pelos programas TIDE e
Synthego. Os resultados mostraram que os alvos escolhidos foram eficientes
na edicdo dos genes candidatos. O Cassete de expressdo do CRISPR Cas9
foi entdo transferido para um vetor adequado para a obtencédo de soja com
baixo teor de fitato via sistema biobalistico. As plantas geradas serao
avaliadas quanto ao nivel de fitato presente nas sementes.



077 - Espectro de resisténcia do gene Mi-1 a varias espécies
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O gene Mi confere resisténcia as trés espécies mais importantes de
nematoides das galhas (NG), Meloidogyne incognita, M. javanica e M.
arenaria. Entretanto, ha pouca ou nenhuma informacéo sobre o efeito desse
gene, em relacdo a outras espécies do género Meloidogyne, com ocorréncia
em areas de producédo de hortalicas no Brasil. Assim, o presente trabalho
objetivou avaliar o espectro de resisténcia do gene Mi a Meloidogyne spp.
detectadas no Brasil. Para tal, foram inoculadas as cultivares de tomateiro
‘Santa Clara’ (suscetivel) e ‘Débora’ (resistente), que diferem apenas quanto
a presenca do gene Mi, com quinze espécies de Meloidogyne. Essas foram
coletadas em diferentes culturas e regides do Brasil. As mudas de tomateiro
foram inoculadas no estadio de trés a quatro pares de folhas, com 5.000 ovos
por planta. As avaliagbes foram realizadas aos 90 dias apds a inoculacdo e o
fator de reproducéo do nematoide (FR) foi calculado. De acordo com o critério
utilizado a cv. ‘Debora’ classificou-se como suscetivel (S) a M. enterolobii e M.
hapla e resistentes (R) as demais espécies estudadas: M. morocciensis, M.
ethiopica, M. inornata, M. luci, M. konaensis, M. paranaensis, M. izalcoensis,
M. hispanica, M. petuniae e M. exigua, além das trés principais espécies de
NG listadas acima. Dessa maneira, 0 espectro de resisténcia do gene Mi
abrange a maior parte das espécies de NG presentes no Brasil, sendo um
método de controle altamente eficiente e desejavel dentro das estratégias de
manejo integrado recomendadas.
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Vetores plasmidiais sdo sequéncias de DNA circular com capacidade
autorreplicativa e sédo ferramentas imprescindiveis para trabalhos em
engenharia genética. Por isto, necessarios para nossas fungfes diarias no
laboratério. Esses vetores possuem genes que codificam proteinas capazes
de conferir, ao organismo transformado, resisténcia a um agente de selegéo.
Também é comum que possuam um gene reporter, que possibilita a facil
visualizagdo de um individuo ou conjunto de individuos transformados. Os
vetores plasmidias estdo divididos em duas principais categorias: de
expressédo e de clonagem. Os vetores de expresséo sdo aqueles que tém por
principal finalidade a expressdo de proteinas em um organismo heterélogo.
Os vetores de clonagem séao utilizados para a clonagem e engenharias de
fragmentos de DNA e, por este motivo, possuem varios sitios de restricdo
Unicos em sua sequéncia. Visando organizar de forma eficiente estas
ferramentas de trabalho, foi construida uma cole¢éo de vetores plasmidiais e
bactérias em uso no laboratério de Interacdo Planta-Patégeno (LPP-IIl) da
Embrapa Recursos genéticos e Biotecnologia. Para tanto, varias etapas foram
desenvolvidas e que envolveram a introdugdo e multiplicacdo dos vetores em
linhagens engenheiradas de Escherichia coli (DH106), analise de
transformantes por meio da técnica de PCR, purificacdo, quantificacdo e
avaliagdo em gel dos vetores isolados. O projeto foi concluido com o devido
armazenamento destes vetores, bem como dos estoques em glicerol das
colénias bacterianas transformadas com esses vetores. Até o presente
momento, 30 plasmideos foram organizados e catalogados, e se distribuem
em vetores binarios para expressdo em plantas (séries pCAMBIA, pPZP e
pCas9) e de clonagem (séries pClone e pGEM-T easy). Esta colegdo estara
em constante atualizacdo a medida que mais vetores forem sendo
adicionados. Usufruir do material organizado na cole¢do poupara tempo de
trabalho a toda a equipe do laboratério, auxiliando nas atuais e futuras

pesquisas.



079 - Expressao de genes de defesa em grao de bico apoés
aplicacdo de extrato de Rhizobium tropici
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O manejo de fungos dos complexos de espécies do género Fusarium que
causam murchas vasculares, amarelecimento e podriddo das raizes em
diversas plantas tem sido dificil, o que leva ao uso de fungicidas quimicos.
Nesse sentido, a inducdo de genes de defesa da planta utilizando
biomoléculas pode ser uma medida promissora, pois ndo exibe acao téxica e
desencadeia uma série de alteracdes bioquimicas e fisicas, como por
exemplo a producdo de proteinas relacionadas a patogénese (PR), que
desempenham atividade antimicrobiana. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a expressao diferencial de genes de defesa em plantas de gréo de
bico (Cicer arietinum L.) submetidas ao tratamento com extrato de Rhizobium
tropici (ERT). Raizes de grdo de bico cv. Cicero foram coletadas 24 e 48h
apos tratamento com ERT e comparadas ao controle (plantas ndo tratadas).
Posteriormente, as amostras foram utilizadas para a purificagdo de RNA total,
seguido do tratamento com DNAse para a sintese do cDNA. Os resultados
obtidos mostraram que em 24h os genes que codificam as proteinas
Lipoxigenase, Dioxigenase, Catalase, Peroxidase e Fenilalanina amodnia-liase
tiveram a expressao regulada positivamente quando comparados ao controle.
Em 48h a expressao dos genes que codificam as proteinas Lipoxigenase,
Peroxidase foi maior estatisticamente quando comparada ao tempo de 24h,
enquanto os demais genes mantiveram a expressdo. Entretanto, [3-1,3-
Glucanase e Proteinas-quinases ativadas por mitégenos (MAPKs) néo
apresentaram diferenca estatistica nos dois tempos avaliados quando
comparados ao controle. Estes resultados demonstram que o ERT foi
eficiente na inducdo da maioria dos genes de defesa avaliados. Outros
experimentos serdo realizados para verificar o potencial do extrato na
reducdo da murcha de Fusarium em grédo de bico.



080 - Expressao diferencial de genes em clone de cupuacgu
(Theobroma grandiflorum) resistente ao fungo
Moniliophythora perniciosa.
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O cupuaguzeiro € uma planta da biodiversidade brasileira e uma cultura
importante para a economia agricola da regido Norte do Brasil. Essa cultura é
prejudicada pelo ataque do fungo M. perniciosa, causador da doenca
vassoura-de-bruxa (VB). A obtencado de cultivares resistentes, que aliem alta
produtividade e qualidade, € um desafio para a cultura. O conhecimento da
genética molecular de cupuacuzeiro poderia acelerar a geracdo destes
cultivares. O objetivo desse trabalho foi avaliar a expressdo génica
relacionada ao processo de resisténcia a VB em cupuaguzeiro. Para tal, foi
avaliado o transcritoma de gemas apicais de cupuacuzeiro resistente (clone
174) e de suscetivel (clone 1074), ndo inoculados e inoculados com M.
perniciosa, 24 e 48 horas ap6ds infec¢do (hai). O RNAseq foi realizado em
plataforma Illumina. As sequéncias foram mapeadas no genoma de cacau. Os
genes diferencialmente expressos (DEGS) nas condigbes contrastantes
utilizadas foram determinados pelo programa NOISeq. A expressao
diferencial de alguns genes foi mensurada por gPCR para validar as analises
in silico. Os DEGS foram avaliados via enriquecimento de termos GO (Gene
Ontology) que foram anotados através dos dominios PFAM (base de dados
com colecdo de familia de proteinas). O numero de DEGS detectados
aumentou de 24 para 48 horas, sendo 139 e 190 as 24 hai para 337 e 272 as
48 hai, respectivamente para resistente e suscetivel. Dados iniciais gerados
por gPCR confirmam as avaliacdes in silico. Os resultados da analise de
enriquecimento de termos GO mostram poucos termos enriquecidos em 24
hai no clone suscetivel e nenhum no resistente. J& para 48 hai, 0 nimero de
termos enriquecidos foi maior. De maneira geral, os termos foram diferentes
entre os clones. Somente trés termos apresentam resultado semelhante. O
enriquecimento de termos com denes negativamente regulados foi
identificado apenas no clone resistente, como por exemplo, resposta a
auxina. Estas andlises contribuirdo para maior compreensdao do mecanismo
de toler&ncia a VB em T. grandiflorum.



081 - Extratos bioativos de sementes de Poaceae aplicados
ao controle do fitonematoide Meloidogyne incognita
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O nematoide das galhas radiculares Meloidogyne incognita é responsavel
pela vasta reducdo da produtividade e da qualidade dos produtos agricolas.
Atualmente, o controle deste fitopatdgeno esta centrado no uso de
nematicidas sintéticos, os quais causam graves problemas a saiude humana,
animal e ao meio ambiente. Nesse sentido, sementes, representam um
arsenal de compostos biocidas. Este trabalho teve como objetivo a obtencéo
de extratos crus aquosos (ECAs) nematotdxicos a partir de sementes de
gramineas, assim como a caracterizagdo dos mais efetivos quanto a
termoestabilidade, citotoxicidade, fitotoxicidade e especificidade em relacédo a
organismos ndo alvo. Para tanto, os géneros Paspalum (20 espécies e 3
acessos) e Brachiaria (14 espécies e 3 acessos) pertencentes ao banco de
germoplasma da Embrapa foram utilizados. A obtencdo de juvenis de
segundo estadio J2 de M. incognita seguiu a metodologia de Hussey e
Barker. Os resultados dos bioensaios de viabilidade utilizando extratos crus
aquosos de sementes de Paspalum e Brachiaria para as concentracdes de
(100, 300, 500 e 750ug/ mL-1) paralisaram acima de 95% dos J2 de M.
incognita, apdés 48 horas de exposi¢cdo. No bioensaio de recuperagéo ficou
demonstrado que para a concentracdo de 100 pg.mL-1 foi observada uma
atividade nematostatica de 95% contra 50% para a concentra¢do 300ug.mL-
1, nas concentracdes de 500 e 750ug.mL-1 foi constatado uma atividade
nematicida com 95% dos J2 de fitonematoides mortos, apds 48 horas de
exposicdo. No teste de termoestabilidade foram escolhidos os extratos de
Paspalum designados como (BGP 375, BGP 123 e BGP 308) e de Barchiaria
(BDI 17, BHC 11 e BBP 11) mais efetivos contra os J2 de fitonematoides. Em
relacdo ao bioensaio de viabilidade utilizando os extratos supracitados foi
notado que todos foram capazes de paralisar acima de 95% dos J2, ap6s 48
horas de exposi¢do. Durante a realizacdo dos experimentos descritos acima,
foi observada a auséncia de toxicidade para rotiferos (Bideloida sp. e
Keratella sp.) para todas as concentracdes utilizadas.



082 - Identificacdo e quantificacdo de ésteres volateis
presentes na cultivar de pimenta habanero BRS Nandaia
(Capsicum chinense).

Paula Almeida Silva', Maria Carolina Blassioli Moraes?, Marcio Wandré
Morais de Oliveira?, Sabrina Isabel C de Carvalho®, Claudia Silva da Costa
Ribeiro®, Francisco Jose Becker Reifschneider’, Raul Alberto Laumann?,
Renato Soares®, Miguel Borges2

'Universidade de Brasilia; 2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia; 3Embrapa
Hortaligas; 4Embrapa Sede; SUniversidade Estadual Paulista

Além da pungéncia, as pimentas sdo atrativos culinarios por causa do seu
sabor, aroma e cor. O aroma vem dos componentes volateis do fruto que, na
sua maioria, sdo ésteres. O objetivo deste trabalho foi o de identificar os
compostos volateis da cultivar de pimenta Habanero BRS Nandaia e avaliar o
periodo de maior produgdo destes apds o corte dos frutos. Os volateis de
frutos de BRS Nandaia foram coletados pela técnica de aeracdo. Para isto,
frutos maduros (~40 gramas) foram cortados em rodelas, e imediatamente
colocados em camaras de vidro (N=4). Os volateis foram coletados em 100
mg de um adsorvente porapak Q, em dois periodos consecutivos: de 0-2 e 2-
16 horas. Os volateis adsorvidos no polimero foram eluidos com 1000 pL de
éter etilico e concentrado sob fluxo de nitrogénio para 500 pL. Os extratos da
aeracdo foram analisados por CG-DIC e CG-EM. A quantificagdo foi realizada
através do método do padrédo interno. Para auxiliar na identificagdo dos
ésteres, o0 extrato bruto contendo os volateis da pimenta BRS Nandaia foi
submetido a hidrélise basica. Na fase organica da hidrélise foram obtidos os
alcoois e na aquosa 0s sais dos 4cidos carboxilicos. Foram identificados 44
compostos: 6 sesquiterpenos, 3 hidrocarbonetos e 35 ésteres. A hidrdlise do
extrato contendo os volateis mostrou a presenca de dois acidos: o acido 3-
metilbutandico e o 2-metilbutandico, e o &lcool majoritario 4-metil-1-pentanol,
seguido por menores quantidades dos &lcoois heptanol, hexanol e octanol e
(32)-hexen-1-ol. Os ésteres presentes em Nandaia sdo todos formados
desses alcoois e acidos, sendo majoritdrios os compostos 2 e 3-
metilbutanoato de 4-metilpentila. A andlise quantitativa mostrou que a maior
parte dos volateis totais € liberada nas duas primeiras horas de aeracdo. Nao
houve diferenca significativa na quantidade de volateis totais liberadas nos
periodos de 0-2 e 2-16 h (c2= 0,696, p=0.406, Kruskal Wallis). A influéncia
destes ésteres na percepcdo do odor de pimenta esta em avaliacao
utilizando-se a técnica GC-Nose.



083 - Influéncia de compostos volateis de milho induzidos
por herbivoria na defesa de plantas coespecificas
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Volateis de plantas induzidos por herbivoria (VPIHS) podem ser utilizados em
diferentes estratégias para protecdo de plantas contra herbivoros como, por
exemplo, o uso em liberadores para atrair inimigos naturais ou induzir a
defesa de plantas. O objetivo desse estudo foi avaliar se VPIHs aplicados
sinteticamente influenciam a defesa de plantas de milho. Para isto a producao
de compostos volateis de plantas de milho (genétipo Sintetico Spodoptera) foi
avaliada quando expostas aos seguintes VPIHs: indol, (E)-2-acetato de
hexenila, (Z)-3-acetato de hexenila, (RS)-linalol, DMNT e (E)-B-farneseno.
Plantas sadias foram expostas a estes volateis por 24h. Em seguida estas
foram submetidas ou ndo a herbivoria do percevejo Dichelops melacanthus.
Plantas que ndo receberam os compostos, também foram tratadas ou néo
com percevejos, como controle. Os volateis das plantas submetidas aos
tratamentos foram coletados pela técnica de aeragéo nos periodos de 0-48, O-
72 e 0-96h apds o inicio da herbivoria. Os extratos de aera¢do contendo os
volateis emitidos pelas plantas foram analisados por CG-FID e CG-MS para
identificar e quantificar os compostos presentes nas amostras, estes dados
foram submetidos a analise de componentes principais. A producdo de
volateis de plantas sadias agrupou com as plantas ndo tratadas em todos os
horarios avaliados. As plantas com herbivoria e tratadas com 0s compostos e
submetidas a herbivoria se separaram em dois agrupamentos diferentes
guando foram expostas aos compostos indol e (RS)-linalol. Os resultados
obtidos até o momento mostram que os compostos indol e linalol aplicados
sinteticamente alteram a producdo de volateis das plantas submetidas ao
estresse de herbivoria, o que indica uma possivel ativagdo do estado de
alerta das plantas. Bioensaios comportamentais com plantas expostas aos
VPIHs e sequencialmente & herbivoria estdo em execucdo para avaliar se as
diferencas observadas na producdo de volateis estdo relacionadas com a
defesa das plantas.



084 - Influéncia de compostos volateis de milho induzidos
por herbivoria na defesa direta de plantas coespecificas
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Os benzoxazinoides sdo metabdlitos secundarios comuns em plantas da
familia Poaceae que atuam na defesa das plantas, influenciando
negativamente varios herbivoros. Para avaliar o efeito de compostos volateis
de plantas induzidos por herbivoria (VPIHS) na defesa direta, a producdo dos
benzoxazinoides em plantas de milho, com e sem herbivoria do percevejo
Dichelops melacanthus, foi avaliada. Os VPIHs selecionados foram: indol, (E)-
2-acetato de hexenila, (Z)-3-acetato de hexenila, linalol, DMNT e (E)-B-
farneseno. Plantas sadias foram expostas ou ndo aos compostos por 24 h.
Apbs esse periodo, as plantas ficaram em repouso por uma hora. Em
seguida, estas receberam ou ndo fémeas do D. melacanthus e, apos 96h de
herbivoria, foram submetidas a uma extracdo liquido-liquido. Os extratos
obtidos foram analisados por HPLC com detector UV e por CL acoplada a
espectrometria de massas. Para avaliar se as plantas submetidas aos volateis
tiveram sua defesa direta ativada, plantas expostas ou ndo a VPIHs foram
oferecidas como alimento para o D. melacanthus. Os seguintes parametros
foram medidos: fertilidade, fecundidade e sobrevivéncia de D. melacanthus.
Plantas que receberam os compostos (E)-2-hexenil acetato, (E)-R-farneseno
e DMNT apresentaram supresséo de aproximadamente 50% na producéo dos
benzoxazinoides totais, quando comparadas com plantas que néo receberam
os VPIHSs. Insetos alimentados em plantas tratadas com tais compostos, bem
como com indol, linalol e (Z)-3-acetato de hexenila, tiveram a longevidade e a
fertiidade reduzidas, comparados aos insetos alimentados com as plantas
controle. A alteracdo na quantidade de benzoxazinoides totais néo influenciou
no desenvolvimento bioldégico do D. melacanthus. Ndo sabemos ainda quais
os fatores envolvidos no mecanismo de defesa entre o D. melacanthus e o
milho como hospedeiro. Neste caso, provavelmente devido a outros fatores,
tenha ocorrido alguma alteracéo que prejudicou a alimentacdo do inseto em
plantas tratadas com os VPIHs. Estudos posteriores serdo necessarios para
elucidar essa hipotese.
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Amaranthus é um género da familia Amaranthaceae com mais de 100
espécies que compreendem plantas ornamentais, forrageiras, infestantes de
culturas e produtoras de graos com alta qualidade nutricional. Na alimentacéo
humana, fornece em torno de 15% de proteina de alta qualidade. Esse
pseudocereal tem sido cultivado na América por milhares de anos e ganha
cada vez mais destaque no ambito da seguranca alimentar devido a alta
produtividade e na ampliacdo da oferta de alimentos nutritivos e dietas
restritivas ao gliten. Atendendo a necessidade de aumentar a variabilidade
genética conservada na Embrapa, foram importados 167 acessos de sete
espécies de Amaranthus (A. albus, A. asplundii, A. caudatus, A. fimbriatus, A.
hybridus, A. tuberculatus, A. wrightii) provenientes de 16 paises, no ambito do
projeto “Conservacdo de cole¢cdes vegetais em médio e longo prazo”. O
presente estudo teve como objetivos: avaliar a porcentagem de emergéncia
de plantulas (EP) de Amaranthus; agregar informagbes aos acessos de
germoplasma, por meio da coleta e incorporacéo de testemunhas ao acervo
do Herbério da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN); e gerar
imagens para o banco de dados de recursos genéticos da Embrapa (ALELO).
As sementes foram submetidas aos procedimentos quarentendrios usuais
(inspecdo, amostragem, plantio em casa de vegetacdo e avaliacbes
fitossanitarias). Foram plantadas 20 sementes de cada um dos 167 acessos e
a EP foi acompanhada por trés meses. A taxa média de EP foi de 45% (DP
18,7%) e a maxima de 90%. Em apenas trés acessos (1,8%) a EP nao foi
observada. As amostras germinadas foram cultivadas em casa de vegetacao,
onde foram fotografadas, coletadas e herborizadas durante a fase de
floracdo. As exsicatas foram depositadas no Herbario CEN e as fotos foram
disponibilizadas no ALELO. Apoés liberacdo de quarentena o germoplasma
importado, na forma de sementes, foi encaminhado ao banco genético. Esse
trabalho contribuiu para o enriquecimento e agregacdo de informacdes ao
germoplasma introduzido no Banco Genético da Embrapa.
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Chenopodium é um género botanico da familia Amaranthaceae com mais de
150 espécies que compreendem plantas ornamentais, infestantes de culturas
agricolas, de uso fitoterapico e alimentar. Na alimentacdo humana, o grédo do
pseudocereal Quinoa (Chenopodium quinoa) fornece proteina de alto valor
biolégico que se assemelha a caseina. Nesse contexto, atendendo a
necessidade de aumentar a variabilidade genética conservada na Embrapa,
foram importados 96 acessos de 15 espécies de Chenopodium (C. album, C.
atrovirens, C berlandieri, C desiccatum, C. formosanum, C. fremontii, C.
hians, C. incanum, C. leptophyllum, C. neomexicanum, C. nevadense, C.
pratericola, C. standleyanum, C. strictum, C. watsonii), provenientes de dois
paises, no ambito do projeto “Conservacéo de colecdes vegetais em médio e
longo prazo”. Esse estudo avaliou a porcentagem de emergéncia de plantulas
(EP) de Chenopodium e agregou informacdes aos acessos de germoplasma,
por meio da coleta e incorporacdo de testemunhas ao acervo do Herbario da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CEN); e geracdo de imagens
para o banco de dados de recursos genéticos da Embrapa (ALELO). As
sementes foram submetidas aos procedimentos quarentenarios usuais
(inspecdo, amostragem, plantio em casa de vegetacdo e avaliagbes
fitossanitarias). Foram plantadas 20 sementes de cada um dos 96 acessos e
a EP foi acompanhada por trés meses. A taxa média de EP foi de 14,6% (DP
8,6%) e maxima de 25%. Em 43 acessos (45%) ndo foi observada a EP. As
amostras germinadas foram cultivadas em casa de vegetacdo, onde foram
fotografadas, coletadas e herborizadas durante a fase de floragdo. As
exsicatas foram depositadas no Herbario CEN e as fotos foram
disponibilizadas no ALELO. Apdés liberacdo de quarentena o germoplasma
importado na forma de sementes foi encaminhado ao banco genético. Esse
trabalho contribuiu para o enriquecimento e agregacado de informacdes sobre
recursos genéticos em Bancos de Germoplasma da Embrapa.



087 - O papel dos fatores de transcricdo da superfamilia nac
de soja em resposta a estresses multiplos e morte celular
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A superfamilia NAC compreende uma familia de fatores de transcricdo (FT)
distribuidos em diversas espécies de plantas. Em soja, ela é composta por
180 membros, subdivididos em 15 subfamilias. Os FTs NAC estéo envolvidos
no controle da morfofisiologia vegetal, respostas a estresses e progressao da
morte celular programada (MCP). Analises de variacdo global da expressao
génica em soja sob déficit hidrico e em senescéncia identificaram dois genes,
cujo perfil de expressao é contrastante, revelando-se alvos interessantes para
o entendimento das fun¢des dos FTs NAC de soja em resposta a multiplos
estresses e progressdo da MCP. Dessa forma, o presente trabalho tem como
objetivo caracterizar funcionalmente os genes GmNAC065 e GmNACO085.
Para compreender suas fungbes nas respostas a diferentes estresses,
plantulas de soja foram submetidas a estresses multiplos, e o perfil de
expressdo dos genes monitorado por gPCR. Linhagens de A. thaliana
superexpressando 0s genes foram obtidas e expostas aos mesmos
tratamentos, com a finalidade de entender a relacdo dos genes com o0s
mecanismos de resposta ao estresse, monitorando-se a expressao de
diversos genes marcadores. Para correlaciona-los a progressdo da MCP, os
FTs foram transientemente expressos em folhas de N. benthamiana, além de
serem caracterizados bioquimicamente nas linhagens transgénicas de A.
thaliana. Nossos resultados demonstram que os FTs exibem um perfil de
expressdo complexo e respondem com diferentes cinéticas e extensdes de
resposta aos estresses em soja. Quando superexpressos em A. thaliana,
desencadeiam diferentes respostas, promovendo a regulacdo diferencial da
expresséo de genes marcadores, além de genes de enzimas envolvidas com
o0 metabolismo oxidativo. A expressédo dos FTs em N. benthamiana resulta em
senescéncia foliar com diferentes extensbes, confirmada pela perda de
clorofila, peroxidacdo lipidica e acumulo de peroxido de hidrogénio.
Coletivamente, esses dados reforcaram que o0s genes NAC exibem
plasticidade funcional ao participarem de vias integradas de resposta a
estresses e MCP, colocando a superfamilia NAC como um alvo promissor
para a prospeccao de cultivares superiores.



088 - Obtencdo de plantas de soja com reducado de fitato
utilizando RNAI

Nathalia Aline Monteiro Torres®, Jéssica Carrijo’, Francisco Aragdo®, Giovanni
R Vianna®

'Universidade de Brasilia; 2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

O &cido fitico ou fitato € a principal forma de armazenamento de fésforo pelas
plantas. E considerado um forte quelante, ligando-se a cations como ferro,
zinco, magnésio e célcio, que sdo minerais essenciais e de grande valor
nutricional na dieta dos seres vivos, porém, é considerado um fator
antinutricional por diminuir a disponibilidade dos mesmos. Este é sintetizado
por uma via metabdlica complexa que desempenha papeis importantes em
diferentes processos de regulacdo da planta. Este trabalho tem por objetivo
diminuir a concentracado de fitato presente nas sementes. Para essa finalidade
foram escolhidos dois genes, IPK1 e IPK2, localizados ao final da via de
sintese. Baseado na sequéncia disponivel no site Phytozome, uma sequéncia
de 300 pares de bases foi escolhida e amplificada do DNA gendmico de soja,
por meio de uma PCR utilizando primers especificos que inseriram enzimas
de restricdo nas extremidades como fonte para clonagem em vetores
especificos para utilizagdo pela técnica de RNA interferente. A partir da
sequéncia obtida, foram construidos os vetores contendo o cassete do RNAI,
onde a mesma sequéncia estd presente no sentido foward e reverse
separados por um intron PDK. O vetor contém o gene marcador ahas que
confere resisténcia ao herbicida imazapir, e o gene reporter gus para auxiliar
na detec¢do das plantas transgénicas. As plantas transgénicas de soja foram
geradas pelo método biobalistico. Ao final de todo o processo obteve-se
guatro linhagens transgénicas positivas para silenciamento do gene IPK2, que
foram confirmadas pelo ensaio do GUS e por PCR. Essas plantas foram
transferidas para casa de vegetagéo até a obtencdo de sementes. Um ensaio
inicial de quantificacdo de fitato foi realizado para padronizagdo do método.
N&o foi observada diferenca no nivel de fitato entre as plantas obtidas com as
obtidas anteriormente pelo silenciamento do gene MIPS. Para uma melhor
conclusdo sobre a reducdo do acido fitico serd necessario obter novas
linhagens de plantas de soja com silenciamento do gene IPK2 e IPK1.



089 - Obtencdao de RNA de bicho-mineiro (Leucoptera
coffeella) para transcritdmica e silenciamento génico
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O Brasil é o maior produtor de café do mundo, com uma producdo de
aproximadamente 48,99 milhdes de sacas (60 kg) na safra 2018/2019
gerando uma receita aproximada de 22 bilhdes de reais. Para garantir uma
alta produtividade, a cultura exige adubacdo e manejo fitossanitario
adequado. Dentre as principais pragas que afetam a cultura esta o bicho-
mineiro do cafeeiro, Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae), que em
altos niveis de infestagdo pode causar até 100% de desfolha e queda de até
72% de produtividade. Considerando-se a dificuldade em localizar fontes de
resisténcia para melhoramento genético do cafeeiro para a praga em foco, e
as limitac6es na eficiéncia e durabilidade dos tratamentos quimicos e de
controle biolégico, um método alternativo promissor de controle, como o
silenciamento génico por RNA interferente (RNAI), pode ser desenvolvido. As
sequéncias de genbmica e a transcritdmica de L. coffeella necessarias para a
selecdo de genes-alvo do RNAIi ainda sdo desconhecidas. Visando o
sequenciamento do transcritoma de L. coffeella, o presente trabalho objetivou
o estabelecimento de protocolos para a obtencdo de insetos em diferentes
fases do desenvolvimento e a respectiva extragdo do RNA das amostras,
tendo em vista o fato de ndo haver referéncias de extracdo do transcritoma da
praga na literatura. Foram realizadas em laboratorio coletas de ovos, larvas
recém eclodidas, larvas em alimentacdo, pupas e adultos, para extragdo do
RNA. Obtivemos material suficiente dos insetos para proceder a extracdo de
RNAs das fases de larva, pupa e adultos. O resultado, em duplicata, da
extracdo de RNA total da fase adulta indica que o protocolo para ecloséo e
extracdo do RNA foi estabelecido com sucesso, pois obtivemos a quantidade
necessaria para o sequenciamento (minimo de 10 pg), e quando verificados
em NanoDrop, as amostras apresentaram boa inflexdo na curva. O estudo da
expressdo génica do inseto permitira maior conhecimento de suas
caracteristicas para a criacdo de estratégias de controle desta praga nas
lavouras cafeeiras do pais.



090 - Patogenicidade de isolados de Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici raca 3 ao tomateiro e seu reisolamento
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A murcha causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 3
em tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.), amplamente distribuida no
mundo, é um fator que limita a exploracdo da cultura. No intuito de iniciar um
programa de controle bioldgico da doenga com o uso de fungos antagonistas
do género Trichoderma, procedeu-se a avaliacdo da viruléncia de trés
isolados do patogeno, utilizando a técnica de inoculagdo por imersédo das
raizes nuas de plantulas de tomate em suspensdo de conidios. Plantas
‘Santa Cruz Kada’ foram obtidas a partir do plantio de sementes previamente
desinfestadas em bandeja de isopor contendo substrato, enquanto o0s
isolados do patégeno foram cultivados em arroz parboilizado. Aos 15 dias de
cultivo, foram preparadas as suspensdes de esporos para a inoculagdo, onde
as plantulas tiveram suas raizes imersas por cinco minutos e, entdo,
plantadas em vasos contendo 2,5Kg de terra adubada. Em seguida,
aplicaram-se 10mL da suspenséo diretamente no solo, na regido da raiz. Aos
36 dias apos a inoculagdo, quando os sintomas expressavam-se de forma
acentuada, foram realizadas as avalia¢cbes da severidade da doenga, com o
auxilio de escala de notas. Também foram obtidas medi¢cdes do comprimento
de raizes e de parte aérea, bem como peso seco de raizes. O isolado CEN
1456 destacou-se em producdo de danos as plantas, sendo
consequentemente escolhido para uso em experimentos para o0 controle
biolégico da murcha-de-fusario em tomateiro. Concomitantemente aos
procedimentos para a avaliagdo da patogenicidade dos isolados de Fusarium,
0s agentes patogénicos utilizados nesse trabalho foram reisolados a partir de
estruturas das plantas doentes.



091 - Potencial nematotéxico de extratos vegetais obtidos
de diferentes acessos de uma espécie de Solanaceae para o
controle de Meloidogyne incognita
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Os fitonematoides das galhas sdo bastante prejudiciais para a agricultura,
afetando culturas de grande relevancia econdmica, promovendo alteracfes
no sistema radicular que impedem a absorcdo adequada dos nutrientes,
sendo Meloidogyne incognita a espécie de maior destaque. Algumas
estratégias sdo empregadas para o controle deste fitopatdgeno, sendo a
utilizacdo de quimicos sintéticos um dos métodos mais explorados, apesar de
serem extremamente nocivos ao meio ambiente e & sadde humana. Dessa
maneira ha uma tendéncia mundial na busca por estratégias de controle
eficazes e ambientalmente seguras. Diante dessa premissa, 0 objetivo deste
trabalho estd4 centrado em prospectar extratos vegetais exibindo atividade
nematicida e/ou nematostatica no controle de M. incognita. Extratos crus
aquosos (ECAs) de diferentes acessos (11, 48, 52, 78) de uma espécie de
planta pertencente a familia Solanaceae foram obtidos e avaliados quanto a
atividade nematotéxica sobre J2 de M. incognita. Os ECAs testados
provenientes de sementes na concentracdo de 1 mg/ml demonstraram alto
poder nematotdxico apos 48 horas de exposicdo, exceto para o ECA do
acesso 11. O ECA de sementes do acesso 48 teve a maior atividade
nematicida, apresentando 100% de mortalidade de J2 apés ensaio de
recuperacao. Foi constatada também, uma alta atividade dos extratos de
sementes dos acessos 52 e 78. Os ECAs de sementes dos acessos 48, 52 e
78 foram selecionados para a realizacdo de bioensaio in vitro utilizando
diferentes concentracdes: 100, 300, 500 e 1000 pg/ml, sendo também
submetidos a outros testes para aferir a estabilidade térmica da acdo desses
ECAs, atividade nematotdxica sobre outras espécies de Meloidogyne,
fitotoxicidade (sobre a germinacdo de Soja), toxicidade (sobre hemacias
bovinas), fibroblastos e células de insetos, atividade sobre organismos néo-
alvos (como; fungos e bactérias benéficas do solo), e avaliagdo do fator de
reproducéo. Esses resultados demonstram que os ECAs, figuram como
excelentes fontes de biomoléculas promissoras para o controle de M.

incognita.



092 - Primeiro marcador cromossomo-especifico para
gendtipos de Arachis obtido a partir do gene que codifica a
expansina-like b (AdEXLBS8)
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A citogenética molecular permite mapear em cromossomos sequéncias
génicas, mesmo quando em cépia-Unica pela técnica de hibridizac&o in situ
por fluorescéncia (FISH). Nesse contexto, o transcriptoma de espécies
silvestres de Arachis foi explorado para a selegdo de genes a serem
mapeados citogeneticamente, tais como as expansinas, envolvidas na
plasticidade da parede celular em resposta a diferentes processos. Estudos
anteriores demonstraram que espécies silvestres de Arachis submetidas ao
déficit hidrico e infeccdo pelo nematoide das galhas (RKN) Meloidogyne
arenaria apresentaram uma regulacdo positiva do gene que codifica a
Expansina-like B (EXLB) em resposta a esses estresses. Apesar da
contribuicdo da expansina no ajuste osmaético celular ja ter sido descrita, o
mecanismo pelo qual a superexpressao de AdEXLB8, uma EXLB isolada de
A. duranensis aumentar a resisténcia ao RKN ainda ndo foi determinado.
Buscando estabelecer um marcador cromossomo-especifico e expandir o
conhecimento sobre esse gene, foi realizado o mapeamento de um segmento
gendmico contendo a sequéncia génica de AJEXLBS8, em cinco gendtipos
diploides e alotetraploides de Arachis. Nos cinco genétipos, as analises
indicaram a ocorréncia de um I6cus de hibridizacéo localizado na regido distal
do braco longo do par de cromossomo A5, para 0S genotipos com
genoma/subgenoma A e, B5 apenas para A. ipaensis (genoma B). Nenhum
sinal de hibridizacéo foi detectado nos cromossomos B5 dos alotetraploides.
Além da relevancia para novas analises evolutivas do gene, esses resultados
corroboram sua localizacdo previamente determinada in silico para o genoma
A de A. duranensis, genoma B de A. ipaensis e subgenoma A de A.
hypogaea. A auséncia de hibridizacdo nos cromossomos B5 dos
alotetraploides sugere a ocorréncia de reorganizacdo estrutural desse
segmento, ou mesmo do cromossomo, apés a alotetraploidizagdo, impedindo
sua deteccdo. Importante ressaltar que, pela primeira vez foi estabelecido um
marcador cromossomo-especifico a partir da sequéncia de um gene copia
Unica. O estabelecimento dessa ferramenta auxiliara nos estudos para a
melhor compreensédo do genoma de Arachis.



093 - Procedimento para criopreservacado de sementes de
Pitaia hylocereus undatus (Britton & Rose)
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A pitaia, Cactaceae, € uma frutifera com polpa rica em vitamina C,
antioxidante que fortalece o sistema imunoldgico contra radicais livres. O
objetivo desse trabalho foi estabelecer um procedimento de criopreservacao
para sementes de pitaia. Essa técnica consiste no congelamento em
nitrogénio liquido (NL, - 196°C) para a conservacdo em longo prazo de
germoplasma vegetal. Sementes foram extraidas dos frutos com polpa branca
(PB) e vermelha (PV), lavadas com agua e detergente e secas sobre a
bancada do laboratério (temperatura ambiente, 25 + 2°C). Em seguida, foi
feita a determinacédo dos teores de 4gua das sementes pelo método da estufa
(103°C, * 18 horas), que foi 9,05% (PB) e 10,3% (PV). A seguir, preparou-se
duas amostras de cada tipo de semente, uma para o teste de germinacao
inicial (controle, NL-) e outra para o congelamento (NL+). Para o teste inicial
as sementes (4 x 20) foram semeadas em meio de cultura MS (10 ml em
tubos de ensaio 25 x 150 mm) e papel mata-borrdo umedecido com agua
esterilizada e mantidas em sala de crescimento (25 + 2°C, 12 horas de luz). O
congelamento foi por mergulho de criotubos contendo as sementes (4 x 20)
no NL. O descongelamento a temperatura ambiente (25 = 2°C), por 4 horas, e
em seguida as sementes foram semeadas meio de cultura MS e papel mata-
borrdo e mantidas nas condi¢cbes descritas acima. Os percentuais de
germinacao sobre papel foram maiores para sementes criopreservadas (NL+)
ou ndo (NL-) e a andlise dos resultados indicou que essa diferenca é
estatisticamente significante. Sementes obtidas de frutos com PV
apresentaram germinacao superior a observada para frutos com PB nos dois
substratos testados. ApOs a criopreservacdo, 0 maior percentual de
germinacao (45%) foi das sementes de frutos com PV semeadas sobre papel.
Os percentuais de germinagdo obtidos foram baixos, sugerindo que sejam
necessarios tratamentos adicionais para melhorar esses resultados e para
gue o procedimento de criopreservagdo seja mais eficiente.



094 - Producdo de hidrogéis a base de polimeros naturais
contendo nanoparticulas de prata sintetizadas utilizando
Mentha
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Hidrogéis advindos de biopolimeros naturais como quitosana, gelatina,
carboximetilcelulose e alginato apresentam vantagens como
biocompatibilidade e biodegradabilidade. O estudo envolveu a producdo de
hidrogéis formados por misturas de biopolimeros aos quais foram
acrescentadas AgNPs sintetizadas com extratos aquosos de plantas do
género Mentha, potenciais candidatas para fornecer compostos biorredutores
e formar AgNPs com propriedades antimicrobianas. Visa-se entdo, a
producéo de hidrogéis antimicrobianos biodegradaveis. Para misturas binarias
foram tabelados valores 6timos de concentragfes e aplicou-se a média entre
eles para selecionar a concentracdo de uso. Para misturas de trés
biopolimeros utilizou-se um diagrama ternério. A gelatina foi aquecida em
banho-maria a 35°C, os demais biopolimeros foram dissolvidos em
temperatura ambiente e agitacdo magnética para formacdo dos hidrogéis.
Primeiramente, acondicionou-se os hidrogéis em incubadora com controle de
temperatura (25°C) e monitoramento de umidade relativa, e armazenados a
4°C em seringas de 10 mL. Analisou-se a printabilidade manual dos hidrogéis
extrusando palavras e desenhos com seringas de 10 mL em superficie plana
e elevando-a a 90° para verificacdo de estabilidade. Observou-se que a
printabilidade dos hidrogéis permitiram a formacao de palavras por extrusao
de maneira uniforme. Nestes hidrogéis foram adicionadas AgNPs produzidas
por rota de sintese verde utilizando extrato aquoso de acessos do género
Mentha que anteriormente demonstrou atividade antibacteriana em teste de
concentra¢do inibitéria minima. Por fim, com meio sdélido contendo os
microrganismos realizou-se o teste de atividade antimicrobiana dos hidrogéis
contendo AgNPs e hidrogéis controle formulados com AgNO3. Ao observar
nas placas por até 72 h constatou-se que ndo houve formacédo de halo de
inibicdo caracteristico ao redor de hidrogéis contendo AgNPs e assim foi
observada atividade antimicrobiana dos hidrogéis por contato direto, ou seja,
abaixo do local aonde estes foram depositados nas placas contendo os
microrganismos. A utilizacdo de AgNPs em hidrogéis pode ser considerada
uma abordagem promissora no que tange a sua assepsia, principalmente
para animais e pacientes com queimaduras, aonde infec¢des constituem
causa de morbidade em todo o mundo.



095 - Producédo de lipossomas a base de plantas medicinais
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Existem indmeros extratos de plantas medicinais que ja séo
comprovadamente anti-inflamatérios, porém, a grande dificuldade da
utilizacdo de extratos aquosos no uso tépico é a presenca de camada
lipofilica na pele que dificulta a penetracdo dessas moléculas. Lipossomas,
com sua afinidade anfipatica, possibilitam ultrapassar essa barreira e entregar
ativos em concentra¢gbes maiores do que o ativo livre. Dessa forma, esse
trabalho visa nanoestruturar extratos agquosos com potencial anti-inflamatorio
em lipossomas para futura incorporacdo em hidrogel para que possam ser
empregados em curativos ativos. Para isso, 11 espécies de plantas com
potenciais terapéuticos foram selecionadas e para uma veiculagdo mais
eficaz dos seus extratos aquosos, os mesmos foram nanoestruturados em
lipossomas produzidos com fosfolipideos oriundos destas mesmas plantas.
As plantas foram coletadas no Jardim Boténico de Brasilia (JBB) e no horto
medicinal da Embrapa. A extracdo de fosfolipideos foi realizada conforme a
patente WO2016119030A1 e os fosfolipideos foram ressuspensos em agua
ultrapura ou extrato aquoso das plantas a 0,1 mg/mL para cada espécie. A
caracterizacdo dos lipossomas foi realizada por espalhamento de luz
dindmico, potencial Zeta e microscopia de forca atbmica (MFA). Com duas
plantas, ndo foi possivel a obtencdo de lipossomas. Adicionalmente, para a
maioria das espécies ndo houve variacdo do didmetro hidrodindmico em
namero dos lipossomas, cerca de 70 nm, que continham agua ultrapura para
aqueles com extrato aguoso das plantas. Todos os lipossomas apresentaram
potencial Zeta negativo. J4 nas avaliagbes por MFA, percebeu-se que ha
variacdo no tamanho (meia altura) dos lipossomos, sendo menores os que
continham apenas agua ultrapura. Testes anti-inflamatérios e antibacterianos
serdo realizados com as 9 nanoformula¢6es produzidas, seguidos de testes
para obtencdo de um curativo ativo a base de hidrogel + lipossomos. Estas
abordagens ser@o necessérias no intuito de ao final da pesquisa obter pelo
menos um curativo ativo com acado anti-inflamatdria e antibacteriana os quais
serdo avaliados quanto a eficacia in vitro e in vivo.



096 - Producdo de nanoparticulas de prata (AgNPs)
utilizando bactérias e leveduras probidticas e investigacao
da atividade antimicrobiana
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Potenciais candidatos para producdo de AgNPs sdo os probidticos,
microrganismos vivos e seus metabolitos reconhecidos pela riqueza de
efeitos benéficos a saide. Kombucha e Kefir, bebidas probiéticas advindas do
consércio entre leveduras e bactérias responsaveis por fermentar solucdes
aquosas adocadas (Kefir) ou chas adocados (Kombucha). Entre os principais
compostos que consistem no caldo fermentado estdo o acido acético, acido
glucénico, acido latico e acido glucurbnico. Assim, no presente estudo propds-
se a produzir AgNPs a partir de caldo fermentado de leveduras e bactérias
probiédticas, e investigar sua possivel atividade antimicrobiana com potencial
uso em aplicacBes terapéuticas antibacterianas. O estudo foi realizado com
duas colénias de Kombucha (brasileira e alemd) e uma de Kefir. Para
Kombuchd, a fermentacdo foi preparada adicionando 50g/L de sacarose em
agua tipo 1l e adicionou-se 10 g/L de cha verde (Camellia sinensis) obtido por
decocc¢do. Realizou-se o indculo das bactérias e leveduras no meio filtrado a
temperatura ambiente e adicionou-se 10% de caldo fermentado preparado
previamente, sendo que esta mistura foi incubada por 8 dias. Na fermentagéo
do Kefir, adicionou-se 30 g/L de agUcar mascavo em &agua tipo Ill e
posteriormente adicionou-se a colbnia, sendo que a incubacao ocorreu por 48
h. Para a producéo de AgNPs realizou-se uma diluicdo seriada com agua tipo
| para obter 4 diferentes concentracdes de caldo fermentado e em cada uma
adicionou-se uma solucdo de AgNO3 para uma concentracdo final de 1
mM.Como controle realizou-se a sintese com meios de cultura néo
fermentados. As reagfes de sintese foram realizadas em banho-maria por 2,5
h a 75°C. Observou-se uma colora¢cdo mais escura nas solu¢des com maior
concentracdo de caldo fermentado e mais clara nas solu¢cdes de menor
concentracdo para ambos os probidticos, indicando formacéo de AgNPs. No
teste de concentracdo inibitéria minima, AgNPs advindas do Kombucha
inibiram crescimento de bactéria Gram-negativa em concentragfes de 128 e
256 pM. Pretende-se concluir o ensaio biolégico com bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas para as AgNPs produzidas.



097 - Quanto tempo as plantas permanecem em observagéo
fitossanitaria em casa de vegetacdo da estacao
guarentenaria de germoplasma vegetal da Embrapa?
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Estimativas da FAO indicam perdas de 20 a 40% da producao agricola global
causada por pragas, com prejuizos de cerca de US$ 290 bilhbes. As
estratégias de protecdo fitossanitaria tém, portanto, crescente importancia
para a seguranca alimentar da humanidade. Nesse escopo, o intercambio de
germoplasma tem como desafio ampliar a base genética movimentando
espécies vegetais pelo mundo, sem transferir pragas a elas associadas.
Desde 1977, a Estacdo Quarentenaria de Germoplasma Vegetal da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia tem como mandato impedir a introducéo
e a exportagcdo de pragas, em alinhamento com a Convencao Internacional de
Protecéo de Vegetais. O objetivo desse trabalho foi estimar o tempo médio do
plantio ao término das andlises fitossanitarias (descarte/envio ao cliente) do
germoplasma, em remessas recebidas de fevereiro de 2011 a outubro de
2019. Todas as plantas, partes de plantas, ou sementes, foram submetidas
aos procedimentos quarentendrios usuais (plantio em casas de vegetacgéo,
inspecdo, amostragem, avaliacdes fitossanitarias). Em aproximadamente
nove anos, foram plantados 89 géneros em 674 eventos de plantio (65%
graos, 9% forrageiras, 5% perenes, 21% outras). Remessas de milho
representaram 35% do total, seguido por soja (13%), trigo (10%) e arroz (4%).
Foram sementes OGM: 81%, 77%, e 63% das plantas de soja, milho e
algoddo, respectivamente. O tempo médio entre plantio e término das
andlises foi de 114 dias. Plantas anuais (especialmente gréos) ficam em
média 78 dias plantadas em quarentena, enquanto as perenes em média 328
dias (CV = 47,2; maximo 788 e minimo 123). Forrageiras se comportam de
modo intermediario (média = 134 dias). As culturas anuais necessitam de um
menor periodo nas casas de vegetacdo, refletindo em menor tempo de
qguarentena, enquanto as culturas perenes necessitam de maior tempo nas
casas de vegetagdo para a conclusdo das analises fitossanitarias. Esse fator
interfere diretamente nos custos de manutencdo do material em casa de
vegetacdo, assim como na maior vulnerabilidade e perda do mesmo.



098 - Sintese verde de nanoparticulas de prata com acessos
de Vigna para aplicacfes bioldgicas in vitro
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A nanotecnologia verde oferece aplicacfes sustentaveis para diversos
setores produtivos. A crescente busca por alternativas para producdo em
larga escala e com menor risco de contaminacdo desencadeou um aumento
nas pesquisas por rotas verdes para sintese de nanoparticulas. Neste
sentido, o género Vigna, tem sido pouco estudado sob o ponto de vista
nanotecnolégico. Tendo em vista esse fato, o presente estudo visa sintetizar
comparativamente nanoparticulas de prata (AgNPs) utilizando extratos
aquosos de diversas espécies do género Vigna obtidas a partir de plantulas
provenientes de testes de germinacdo pela equipe do Laboratério de
Sementes. As AgNPs foram sintetizadas com nitrato de prata (AgNO3), como
fonte de ions metdlicos. Foi realizada uma decoc¢do com plantulas e as
reacOes ocorreram em tubo de ensaio entre 2,5 mL do decocto e 2,5 mL de
uma solugdo aquosa de AgNO3 (2 mM). Os tubos foram colocados em
banho-maria e a cada 30 min foram coletados 100 pL da suspenséo para
leitura de absorbancia a 405 nm, até completar um ciclo de 2h30min.
Posteriormente, as AgNPs foram caracterizadas por espalhamento de luz
dindmico (DLS) com o objetivo de determinar os tamanhos (didmetro
hidrodindmico) e mobilidade eletroforética com o intuito de determinar os
potenciais Zeta. As AgNPs tiveram absorbancias maximas bastante variadas,
indicativas de taxa de formacdo ou tamanho/formas diferentes. Na analise
dos resultados observou-se que o Pdl variou de 0,185 a 0,669 com média de
0,384 + 0,024 enquanto o potencial Zeta esteve entre -31,6 e -12,5 mV, com
média de -21,35 + 2,59 mV e o didmetro hidrodinamico entre 81,26 e 825,3
nm, com média de 134,8 + 17,87 nm. Por meio dos ensaios de sintese ja
realizados foi observado que existe uma grande variabilidade quanto ao
potencial de sintese e caracteristicas das AgNPs produzidas entre os
diferentes acessos de Vigna. Em seguida, serdo realizados ensaios de
concentracao inibitéria minima e aplicada a técnica de disco-difuséo contra o
fitopatdbgeno Xanthomonas campestris para verificar a possivel acéo
antibacteriana dessas AgNPs.



099 - Sintese verde e caracterizacdo de nanoparticulas de
prata utilizando extratos aquosos de cucurbitaceas para
datiloscopia

Ana Julia Lima Barbosa', Jilia Moreira Pupel, Luciano Paulino da Silva®
'Universidade de Brasilia; 2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

A papiloscopia forense compreende a identificacdo humana por meio de
impressfes digitais. Essas impressfes, quando latentes, necessitam do
auxilio de agentes reveladores para deteccdo. Assim, as nanoparticulas tém
sido exploradas como alternativa promissora para revelacdo de impressdes
digitais latentes (IDLs), por apresentarem maior sensibilidade e seletividade.
Dessa maneira, este estudo objetivou sintetizar nanoparticulas de prata
(AgNPs) por rota verde utilizando extratos aquosos de cucurbitaceas, que
tiveram suas plantulas pesadas e levadas a fervura durante 5 min, com
adicdo de agua ultrapura em volume correspondente & massa determinada
até a concentragdo de 100 mg/mL. Os extratos produzidos com 100
diferentes acessos de plantas foram adicionados as solu¢des aquosas de
nitrato de prata para concentrag¢éo final de 1 mM visando & sintese de AgNPs.
Apébs a producdo, as suspensdes de AgNPs apresentaram diferencas na
coloracdo, de modo que quanto mais escura a suspensao, maior o indicio da
formacdo de AgNPs no meio reacional. Apos a sintese, as AgNPs foram
caracterizadas quanto ao didametro hidrodindmico (Z-average), indice de
polidispersividade (Pdl) e potencial Zeta em equipamento de espalhamento
de luz dindmico (DLS) e mobilidade eletroforética. Trés medigBes foram
realizadas em modo automético para determinacdo do Z-average e Pdl, e
modo manual para potencial Zeta, sendo que os valores obtidos variaram
entre 146,8 e 1288,0 nm; 0,186 e 0,742 e; -37,9 e -23,0 mV, respectivamente.
Em seguida, essas suspensdes coloidais foram investigadas quanto a
aplicabilidade para revelacéo de IDLs. O volume total de cada suspenséo
coloidal foi adicionado em placas de Petri e fragmentos de papel aluminio
contendo IDLs coletadas a partir de voluntario foram colocados em contato
com as AgNPs, armazenados em incubadora durante 24 h, a 25°C e 85% de
U.R. A capacidade de deteccéo e identificacdo das IDLs foi determinada por
trés avaliadores independentes, que consideraram 60% das suspensfes
coloidais com desenvolvimento evidente ou muito evidente para revelacéo
das IDLs, possibilitando o futuro desenvolvimento de nanomaterial
sustentavel para aplicacdes forenses.



100 - Superexpressao do gene AdEXLBS8 para a resisténcia a
nematoide e tolerancia a seca em algodéao

Milena Zorante de Alecrim®, Carolina Vianna Morgante®, Maria Eugénia Lisei-
De-S&>*, Patricia Messenberg Guimarées®, Ana Cristina M. Brasileiro” e Maria
Fatima Grossi De Sa*

'Universidade Catdlica de Brasilia; “Embrapa Semiarido; *EPAMIG' “Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia

Culturas estdo expostas continuamente a estresses multiplos e simultaneos
gue limitam a produtividade agricola. O desenvolvimento de cultivares mais
adaptadas aos diferentes tipos de estresses abidticos e biodticos é de
importancia estratégica para atender as atuais pressdes para uma maior
produtividade do sistema agricola. O gene AJEXLB8 de Arachis duranensis
codifica uma Expansina like-B pertencente a uma familia de proteinas
extracelulares responsaveis pelo relaxamento e extensédo da parede celular.
Estudos preliminares indicam que este gene € induzido em plantas sob déficit
hidrico e sua superexpressao em raizes de soja e amendoim reduz a infeccéo
por nematoides do género Meloidogyne spp. O objetivo deste trabalho é a
validacdo da funcdo bioldgica de ADEXLB como prova de conceito em uma
cultura-alvo. Plantas de algoddo foram transformadas pelo método de
biolistica para a superexpressdo de AdEXPLBS8 sob regulacdo do promotor
constitutivo UceA1l.7 de algoddo. Foram obtidos 12 eventos independentes de
transformacéo na geracdo TO, selecionados pela capacidade de crescimento
em meio seletivo contendo o herbicida Imazapyr e pela amplifica¢cdo por PCR
de uma regido do gene AJEXPLB8. Para a avaliacdo da resisténcia a
Meloidogyne incognita, plantas da geragéo T1 tiveram suas raizes infectadas
com 4.200 juvenis em estadio 2. Ap6s 90 dias foi realizada a avaliagdo do
namero de galhas por meio de uma escala de notas. Plantas
superexpressando AdEXPLBS8 apresentaram reducédo de galhas na ordem de
60 %, quando comparadas ao genétipo suscetivel ndo transgénico (NT).
Estas mesmas plantas foram avaliadas quanto a tolerancia a seca em um
ensaio do tipo dry down utilizando discos foliares. Foram identificadas trés
plantas, oriundas de um mesmo evento transgénico TO, com capacidade de
retardar a perda de &gua foliar nas primeiras horas de exposicdo a
dessecacao, em comparagdo a plantas NT. Esses resultados evidenciam o
potencial da superexpressdo de AdEXP8 para a tolerdncia a estresses
multiplos e simultdneos. Avaliacdes complementares mais detalhadas estédo
previstas para plantas na geracdo T2.



101 - Transformag&o de tomate micro-tom com genes de
cupuacguzeiro (Theobroma grandiflorum) associados a
resisténcia a doencas

Isabella Lima de Mesquital, Michelly Da Silva Neves®, Leila Maria Gomes
Barross, Loeni Ludke Falcéol'3, Juliana Dantas de Almeidas, Lucilia Helena
Marcellinos, Joseilde Oliveira Silva Werneck®

'Universidade de Brasilia; 2UPIS; *Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

O cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorum) € uma fruteira nativa da Amazdnia
com enorme potencial econbémico devido as multiplas utilidades de seus
frutos, como a producdo de sucos, sorvetes, licores, doces e cosméticos.
Contudo, esta cultura é afetada pela vassoura-de-bruxa, doenca causada
pelo fungo Moniliophthora perniciosa, responsavel por grande redugdo na
producdo. A andlise do transcriptoma de cupuacuzeiro permitiu identificar
alguns genes do tipo PR (Pathogenesis-related) que podem estar
relacionados com a resisténcia a M. perniciosa e outros fungos. O objetivo
deste trabalho foi transformar tomateiro (Lycopersicon esculentum) cv Micro-
Tom-Rgl (MT) com genes PR de cupuacguzeiro para avaliacdo de funcéo dos
mesmos. Vetores binarios, baseados em pBI121, contendo os genes TgPRa,
TgPRb e TgPRc foram transferidos para Agrobacterium tumefaciens GV3101.
Em seguida, os clones foram usados para transformar MT, por meio de co-
cultivo com explantes foliares. Fragmentos de plantas regeneradas,
resistentes a canamicina, foram analisados por ensaio histoquimico de GUS
(B-glucuronidase) para confirmacdo da transformacgéo. As plantas TO foram
cultivadas em casa de vegetacdo até a producao de frutos. O DNA gendmico
extraido destas plantas foi usado para realizacdo de PCR e Southern blot.
Plantas da geracdo T1 de MT-PRa e MT-PRb foram analisadas por teste de
GUS. Como resultado da transformacdo de MT, foram obtidos 12 eventos TO
de MT-PRa, 14 de MT-PRb, 2 de MT-PRc e 4 de MT-pBI121 (controle).
Analises histoquimicas de GUS, PCR e Southern blot das plantas TO
comprovaram a transforma¢cdo com os genes PR. Com o cultivo das
sementes destas plantas, foram obtidas 104 plantas descendentes (T1) de
MT-PRa e 72 de MT-PRb. Ensaios de GUS confirmaram que a maioria dos
descendentes continha o transgene. O cultivo das plantas T1 de MT-PRc foi
iniciado. Metodologias de bioensaios de MT-PR contra fungos fitopatogénicos
estdo sendo desenvolvidas. Em breve, plantas homozigotas para os genes
inseridos serdo avaliadas quanto a resisténcia a doencas fungicas de
interesse para as culturas de cupuagu e tomate e quanto a tolerancia a
estresse hidrico.



102 - Uso do RNA de interferéncia para a validagao funcional
de genes de parasitismo do fitonematoide Meloidogyne
incognita

Valdeir Junio Vaz Moreira®, Maria Eugénia Lisei-de-S&%, Maria Fatima Grossi
de S&', Leonardo Lima Pepino Macedo®, Marcos Fernando Basso’, Priscila
Grynbergl, Carolina Vianna Morgante1

'Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia; ’EPAMIG

Atualmente, vérias praticas de manejo sdo utilizadas para o controle do
fitonematode Meloidogyne incognita. No entanto, devido a ineficiéncia e aos
riscos do uso de agroquimicos, além da quebra de resisténcia de cultivares
tolerantes, novas estratégias biotecnoldgicas sdo necessarias, sendo 0 uso
do RNA de interferéncia a mais utilizada diante do seu potencial. Com o
objetivo de promover o silenciamento de genes de parasitismo envolvidos no
estabelecimento em raizes, foram obtidas linhagens transgénicas de
Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum expressando dsRNAs para os
potenciais efetores Minc03328, Minc07825, Mincl11166, Mincl2639 e
Minc16803. Os cassetes de transformagéo foram desenhados para expressar
dois tipos de dsRNAs, linear (nuHP) e estruturado (nuVir) para os genes
Minc03328 e Mincl6803, enquanto que para 0s genes Minc07825,
Minc11166 e Mincl12639 foi utilizada apenas a versdo estruturada. As
analises de expressdo mostraram que esses genes foram significativamente
mais expressos momentos iniciais do estabelecimento de M. incognita em
raizes de N. tabacum. Neste estudo foram avaliadas linhagens transgénicas
de A. thaliana expressando dsRNAs contra os genes Minc03328 e
Minc16803, enquanto os demais ainda permanecem a serem desafiados. O
namero de galhas e massa de ovos foram reduzidos em 81% e 93% no
evento transgénico At-nuHP-Minc03328, enquanto 0s eventos At-nuVir-
Minc03328 a reducéo foi de 56% e 65%, respectivamente. Por outro lado, o
ensaio do silenciamento do gene Mincl16803 demonstrou uma reducdo de
76% e 87% para linhagens At-nuHP-Minc16803, enquanto a verséo
estruturada demonstrou uma diminuicdo de 56% e 71% para esses mesmos
parametros avaliados. Embora os resultados tenham demonstrado que a
versdo linear promove uma reducdo de todos parédmetros, comparado ao
estruturado, ambas versdes promoveram um atraso significativo no ciclo de
desenvolvimento do nematoide em relagdo ao controle experimental.
Coletivamente, os dados sugerem que ambos os genes podem estar
envolvidos no desenvolvimento do sitio de alimentagdo, afetando
consequentemente a reproducdo, e que o uso da versdo dsRNA-nuHP pode
ser aplicado para geracdo de culturas geneticamente modificadas resistentes
a este fitoparasita.



103 - Utilizac&o de sensores eletroquimicos na determinagéo
de catequina em extratos vegetais destinados a sintese
verde de nanoparticulas de prata

Caroline Matos Ribeiro®, Vitor Akira Arake Shiratori*, Julia Moreira Pupel,
Clarissa Silva Pires de Castro?, Luciano Paulino da Silva®, Gabriella Magarelli2

YUniversidade de Brasilia; 2UPIS; 3Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

A catequina é um composto polifenélico pertencente a classe dos flavonoides,
encontrado em uma diversidade de plantas, e que possui propriedades
biol6gicas importantes como acdo antioxidante e antimicrobiana. No campo
da nanobiotecnologia, extratos vegetais podem ser utilizados para a sintese
verde de nanoparticulas de prata (AgNPs), nos quais compostos fendlicos
presentes nos extratos, tais como a catequina, podem atuar na reducdo da
prata ibnica presente no meio reacional. Desta forma, o desenvolvimento de
métodos sensiveis e de baixo custo & de extrema importancia para a
determinag@o destes compostos em alimentos e plantas. Neste trabalho,
foram desenvolvidos métodos eletroquimicos utilizando-se eletrodos de
carbono vitreo (GC) e grafeno (GPH) para a determinacdo de catequina em
extratos vegetais utilizados pelo laboratério de nanobiotecnologia (LNANO) na
sintese de AgNPs. As analises voltamétricas foram realizadas em tampéo
fosfato pH = 3,0 (para GC) e 5,0 (para GPH); amplitude de pulso = 50 mV e
velocidade de varredura = 50 mVs-1. Nestas condi¢cbes, picos de corrente
anddica foram observados nos voltamogramas em potenciais de 0,41V (para
GC) e em 0,03V (para GPH). A curva analitica obtida para o método
voltamétrico com GC apresentou faixa linear entre 0,5 — 4,5 (x 10-7 mol L-1),
sensibilidade = 8,4 e R2 = 0,9967. Para 0 método voltamétrico com GPH,
foram observadas duas faixas lineares: a primeira entre 1,1 — 5,5 (x 10-7 mol
L-1), com sensibilidade = 19,0 e R2 = 0,9971 e a segunda faixa entre 5,5 — 11
(x 10-7 mol L-1), com sensibilidade = 11 e R2 = 0,9978. Os extratos aquosos
foram analisados utilizando-se o eletrodo de carbono vitreo e as
concentracdes encontradas de catequina foram da ordem de 2,1 + 0,1 mg L-
1. Tais resultados mostraram que os métodos voltamétricos foram sensiveis
e seletivos para a determinacdo da catequina. O eletrodo de grafeno
apresentou uma faixa linear mais ampla, no entanto, seu custo foi maior. Uma
alternativa seria fabrica-los no proprio laboratorio.



104 - Validagédo de genes alvos para o controle do inseto
praga broca do café, via rnai e nanotecnologia

Lukas Brayan Gomes de Andrade’, Daniel David Noriega', Leonardo Lima
Pepino Macedo®, Erika Valéria Saliba Albuquerque Freire®, Isabela Tristan
Lourenco Tessutti®, Maria Fatima Grossi de S&% Maria C. M. Silva®
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A Broca do Café (Hypothenemus hampei) é o principal inseto praga do
cafeeiro, promovendo perdas substanciais estimadas em torno de US$ 500
milhdes/ano. Sendo o controle do inseto por meios naturais ou quimicos
ineficiente, torna-se necesséario o uso de estratégias alternativas, como a
aplicacéo da técnica de silenciamento génico por RNA interferente, afetando
o0 desenvolvimento e ou sobrevivéncia do inseto. Desta forma, o objetivo
deste estudo foi analisar o efeito do silenciamento de genes alvo para
controle do H. hampei, via RNAi e nanotecnologia. Para o desenho e sintese
in vitro dos dsRNAs foram escolhidos fragmentos de nucleotideos, de regides
ndo conservadas proximas da 3% UTR, codificando para dois genes:
relacionados a metamorfose (G1) e mortalidade (G2). Os fragmentos dos
genes G1 (241bp) e G2 (111bp), amplificados com iniciadores, contendo a
sequéncia para a enzima T7 polimerase, foram clonados no vetor pGEM-T
easy (Promega) para o sequenciamento e confirmacdo das sequéncias. Para
a realizacdo da sintese in vitro dos dsRNAs foi utilizado o produto da PCR (2
pg) e seguido o protocolo descrito no Kit MegaScript T7 (Thermo Fisher
Scientific). Os dsRNAs sintéticos (50 a 100 ng/uL) foram nanoencapsulados
usando quitosana (2 mg/mL) e aplicados nos bioensaios. Para cada réplica,
nos tratamentos controle (Tris 10mM) e amostras (nanoparticulas de
dsRNAs), foram utilizados 30 insetos (estagios entre L2 e pré pupa). Apos
imersdo na solu¢do contendo as nanoparticulas (30 segundos), os insetos
foram depositados em dieta artificial e o bioensaio monitorado, por 10 dias.
Embora ndo tenha sido visualizado fenoétipos relacionados ao efeito do
silenciamento génico, os insetos adultos foram coletados, o RNA total foi
extraido e a reducdo da expressdo génica foi determinada por qRT-PCR. Os
resultados indicaram a necessidade de otimizar as concentracdes aplicadas
de dsRNAs para que a estratégia possa ser testada por uso topico, via
pulveriza¢@o das nanoparticulas de dsRNAs diretamente nos gréos de café,
para avaliagao in vivo.



105 - Validacéo de genes de referéncia de microRNAs para
andalise da expresséo génica nainteracdo Musa acuminata —
Pseudocercospora musae

Erica Cristina Silva Regol, Tatiana David Miranda Pinheiro', Fernando
Fonseca', Gabriel Costa Alves', Roberto Togawaz, Priscila Grynbergz, Robert
Neil Gerard Miller*

'Universidade de Brasilia; 2Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Pseudocercospora musae é o agente causal da Sigatoka-amarela, e se
destaca como uma das principais doencas flngicas de banana (Musa
acuminata). Um gene de referéncia apropriado deve possuir expressao
estavel em todas as amostras e em diferentes condicbes experimentais.
Existem poucos exemplos na literatura que mostram a validacdo de miRNAs
como genes de referéncia para RT-gPCR, sendo que os normalizadores mais
utilizados s&o os genes ribossomais como snoRNPs e snRNPs. No caso de
Musa, nao existe qualquer referéncia quanto a validacdo de genes
normalizadores para validar a expressdo de miRNAs, desta forma existe uma
necessidade para a realizagdo deste trabalho. O objetivo dessa pesquisa foi
caracterizar o papel dos miRNAs presentes na interacdo M. acuminata — P.
musae que exer¢cam possiveis papéis na defesa da planta frente a infecgéao.
Para analisar os processos celulares envolvidos na resposta de defesa do
hospedeiro, a PCR gquantitativa em tempo real (JQPCR) é uma técnica analitica
de confianca para quantificacdo da expressédo génica. Para obter dados com
maior precisdo é necessdria a validacdo da estabilidade da expressdo de
genes de referéncia para que possam ser utilizados como normalizadores da
expressdo dos genes alvo. Nesse trabalho, o RNA total foi extraido a partir de
tecidos foliares de genétipos contrastantes de M. acuminata Calcutta 4
(resistente) e Cavendish Grande Naine (suscetivel), ambos sujeitos
a infeccao por P. musae. Apos a construgdo de bibliotecas de RNA, amostras
foram sequenciadas utilizando a tecnologia lllumina HiSeq 2500. Os miRNAs
foram preditos utilizando os programas Mireap e ShortStack, com um total de
155 miRNAs conservados encontrados, pertencentes a 29 familias e com 21
candidatos a novos miRNAs. Avaliou-se a estabilidade de nove potenciais
microRNAs candidatos a genes de referéncia. A estabilidade da expresséo foi
determinada com os algoritmos NormFinder, BestKeeper e geNorm. A
caracterizacdo dos miRNAs de M. acuminata e seu papel na modulacdo da
expressdo génica fornecem recursos para o desenvolvimento de métodos
eficientes de controle de Sigatoka amarela.



106 - Validagdo in planta de genes efetores visando a
resisténcia de Meloidogyne incognita via RNAI

Jodo Pedro Abreu Sousa', Paolo Lucas Rodrigues Silva', Isabela T.
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A agricultura representa um dos principais suportes econdémicos do Brasil,
correspondendo a um terco do Produto Interno Bruto (PIB). Entretanto,
diversos fatores abioticos e bidticos geram prejuizos as cadeias produtivas
agricolas. Dentre os fatores bioticos, pode-se destacar os nematoides, que
causam uma perda econfmica que ultrapassa $100 bilhdes de délares
anualmente. Nesse cenario, 0 nematoide Meloidogyne incognita é
responsavel por prejuizos em diversas culturas de interesse agrondmico. Os
atuais meios de controle séo insuficientes para um controle eficiente do
nematoide, portanto, a procura por métodos mais efetivos, seguros e duraveis
faz-se necessaria. A tecnologia de RNA interferente (RNAI) tem sido
amplamente empregada em estudos de gendmica funcional e na identificagdo
de possiveis alvos para posterior desenvolvimento de novas estratégias de
controle. Diversos genes candidatos de proteinas efetoras envolvidas no
parasitsmo de M. incégnita tém sido identificados por varios grupos de
pesquisa. Sendo assim, o objetivo desse trabalho é expressar dsRNAs de
cinco potenciais efetores para reduzir o nivel de infeccdo e/ou reproducéo dos
nematoides nas plantas por silenciamento génico via RNAIi. Dessa forma,
plantas de Nicotiana tabacum foram transformadas via Agrobacterium
tumefaciens com um vetor binario para expressao de dsRNA in planta. Os
eventos transformados foram selecionados em meio de cultura contendo
Canamicina (50 pg/L) e confirmados por PCR apés a aclimatagédo em casa de
vegetacdo. Sendo que, em média, obteve-se trés plantas transgénicas para
cada construcdo na primeira fase de transformacédo. As plantas foram
submetidas a autofecundagédo e obteve-se sementes Tl que estdo sendo
selecionadas com glufosinato de amoénio 120 mg/L. Posteriormente, as
plantas sobreviventes a sele¢éo, serdo confirmadas por PCR e estas serédo
desafiadas contra o M. incAgnita para verificagdo do nivel de resisténcia. Os
dados obtidos neste trabalho, juntamente com outros que usam RNAI para
avaliar o silenciamento de genes de nematoides, poderdo auxiliar o
entendimento da funcdo desses potenciais genes efetores na interacdo
planta-nematoide.
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