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APRESENTACAO

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia vem promovendo desde 1996
o Encontro do Talento Estudantil. O evento visa mostrar a producao e a capacidade
cientifica dos estudantes de graduacéao e de pdés-graduacao, nas areas de recursos
genéticos e biotecnologia, e valorizar os resultados das pesquisas por eles
desenvolvidos, orientados por pesquisadores e técnicos do Centro. O interesse na
participacao dos Encontros tem sido crescente, principalmente entre os estudantes
de iniciacao cientifica.

Neste ano de 2003, mais uma vez os pesquisadores e técnicos da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia estimularam seus orientandos a participarem
desse Encontro, ja em sua 82 edicdo. E através da participacdo nesses eventos que
o estudante pode complementar as suas atividades cientificas que iniciaram com a
integracdao em um grupo de trabalho e orientacdo no seu desenvolvimento
tedrico-pratico em pesquisa. Por outro lado, a presenca de estudantes vinculados ao
grupo de pesquisa possibilita o aumento da capacidade de producao cientifica do
Centro.

Esses Encontros sdo organizados por uma comissao que estabelece os
procedimentos e regras para realizacdo de cada evento. Os estudantes fazem suas
inscricoes acompanhadas dos resumos dos trabalhos que sao avaliados e selecionados
por um comité de selecao, formado por pesquisadores da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia. J& a apresentacdo do conteldo exposto durante o evento, pelo
estudante, é avaliada por uma comissao julgadora, formada por pesquisadores de
outras unidades da Embrapa e instituicoes de pesquisa e professores de universidades
e faculdades do Distrito Federal. Estudantes que demonstram melhor desempenho
recebem uma premiacao a titulo de incentivo.

Foram inscritos 117 resumos, sendo 84 (71,8%) elaborados por estudantes de
iniciacao cientifica e 33 (28,2%) por estudantes graduados, compreendendo 6 (5,1%)
de recém graduados, 19 (16,2%) de mestrandos e 8 (6,9%) de doutorandos.
Os resultados de pesquisa dos trabalhos inscritos, cujos resumos estao incluidos
nestes anais, sao apresentados, durante o Encontro, sob a forma de pésteres, para
apreciacao da comissao julgadora e do publico interessado.

Parabenizamos e agradecemos, antecipadamente, a todos que participaram da
organizacao do evento, da selecao e do julgamento dos trabalhos. Agradecemos
também aos empregados da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia pelo apoio
e incentivo aos estudantes, a Embrapa Sede por ceder o espaco para exposicao dos



posteres, bem como a Universidade Paulista - UNIP e ao Centro Universitario de
Brasilia — UniCEUB pelo co-patrocinio. Enfatizamos a grande contribuicao que todos
estdao prestando ao desenvolvimento cientifico e tecnoldgico e a formacéao de
profissionais nas importantes areas de Recursos Genéticos e Biotecnologia e a
expectativa da Embrapa realizar eventos como esse a nivel regional ou mesmo
nacional, motivando ainda mais a participacao e integracao da comunidade cientifica
e académica.

Jodo Batista Tavares da Silva
Presidente do Comité Organizador
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001 - AVALIAGAO CITOGENETICA DE PLANTAS TETRAPLOIDES ARTIFICIAIS DE
Brachiaria brizantha E F1 (Cytogenetics analysis of Brachiaria brizantha artificial
tetraploid plants and F1)

Nobrega, J. M.1, Carneiro V.T. C.Z, Aradjo, A. C. G.

Algumas espécies de Brachiaria sao importantes forrageiras e a maioria das
espécies cultivadas reproduz-se por apomixia, uma forma de reproducao assexual
que em gramineas, esta geralmente associada a poliploidia, enquanto a sexualidade,
a diploidia. Os acessos comercializados sdo poucos e normalmente apomiticos, o
que limita os programas de melhoramento. A aparente incompatibilidade entre os
acessos é observada pela alta mortalidade de plantulas e baixo nimero de hibridos
obtidos nos cruzamentos interespecificos entre plantas tetrapléides sexuais e
apomiticas. O melhoramento genético de Brachiaria foi incrementado com o uso de
plantas tetrapldides artificiais, sexuais de B. ruziziensis. Entretanto, a obtencao de
novas variedades fica restrita a combinacdes com B. decumbens e B. brizantha.
Visando ampliar as possibilidades de cruzamento e aumentar a variabilidade, as
primeiras plantas tetrapléides artificiais de B. brizantha foram produzidas através da
duplicacdo de cromossomos do acesso BRA0O02747. Para viabilizar o uso dessa
nova alternativa, é preciso obter e selecionar progénies que sejam tetrapléides, férteis,
com modo sexual de reproducao e compativeis com variedades de interesse. Iniciamos
nossos estudos com essas plantas e algumas de suas progénies, verificando a ploidia,
o tipo de saco embriondrio e a taxa de formacao de sementes. Todas as plantas mae
confirmaram possuir 36 cromossomos, sacos embriondrios do tipo Polygonum e
taxas de formacdo de sementes superiores aquela determinada para o acesso
BRA 002747. Foram confirmados 36 cromossomos em 9 progénies e
27 cromossomos em apenas uma planta. Determinamos a presenca de saco
embriondrio do tipo Polygonum e baixas taxas de formacao de sementes em duas
F1 tetrapléides e na F1 tripléide. No momento estamos gerando F2 dessas plantas.

' Biologia, graduanda, FTB, CNPq/PIBIC, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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002 - ESTUDOS HISTOLOGICOS DA EMBRIOGENESE SOMATICA EM Brachiaria
brizantha (Hystological analyses of Brachiaria brizantha somatic embriogenesis)

Placido, J.C.P.P.", Cabral, G.B.”, Falcdo, R.’, Gomes, A.C.M.M.G.", Carneiro, V.T.C."

Brachiaria é um género de gramineas, introduzido da Africa, e largamente
utilizado no Brasil como forrageira tropical por sua ampla adaptacao a diferentes
condicOes edafo-climaticas, sendo cultivada em uma éarea de aproximadamente
40 milhoes de ha. Brachiaria, como outras gramineas, apresenta plantas de modo de
reproducao sexual e modo de reproducdo apomitico. Apomixia € um modo de
reproducao assexual, ocorrendo uma clonagem através de sementes, o que ocasiona
uma baixa variabilidade genética. Uma grande demanda do programa de melhoramento
genético desta forrageira é a introducdo de genes de interesse por técnicas de
transformacao genética, e um pré-requisito para obtencao de plantas transformadas
é a obtencao de um sistema eficiente de regeneracao in vitro. O objetivo deste
trabalho foi testar a capacidade de inducao de embriogénese e regeneracao de
B. brizantha em dois meios de cultura distintos, para fins comparativos. Os meios de
inducdo utilizados foram M1.2 e MSCI" e para regeneracdo MS2 e MSCIs
respectivamente, onde foram introduzidas as sementes. Foram feitas observacdes
periddicas, a olho nu, do desenvolvimento dos calos. A anélise histolégica dos calos
formados de B. brizantha durante a inducao e regeneracao foi feita com auxilio de
equipamentos como o microscépio eletrénico de varredura e o microscépio éptico
comum, possibilitando o registro dos resultados por meio de fotografias.
O experimento resultou na formacao de calos com padrdes diversificados tais como
calos brancos, brancos com brotos e/ou raiz e calos fridveis com raiz e/ou brotos.

" Biologia, graduanda, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2Eng. Agr., M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3 Biologa, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

4 Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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003 - PRODUCAO DE MUDAS DE ABACAXIZEIRO, CV PEROLA, EM BIORREATOR
DE IMERSAO TEMPORARIA (Production of pineapple cv. “pérola’ plantlets in
temporary immersion bioreactor)

Barboza, S.B.S.C.", Souza, L.A.C.°, Teixeira, J.B.’

A producao de mudas de abacaxi em laboratério é altamente demandante de
mao de obra. Aliado ao baixo preco de mercado da muda, é necessério buscar novas
alternativas de producao para melhorar a eficiéncia do processo e baratear os custos,
principalmente com a reducéo do uso de mao de obra. O objetivo do presente trabalho
foi o de avaliar diferentes tempos de imersdo, utilizando biorreator de imersao
temporéria desenvolvido pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, na taxa
de crescimento e rendimento de mudas. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado com trés tratamentos (imersdo a cada 2 horas-T.; 4 horas-T, e
8 horas-T,) em quatro repeti¢cdes. Usou-se o meio MS acrescido de ANA a 0,63 uM
e BAP a 2,5 uM na multiplicacao e sem fitorreguladores no alongamento, por um
periodo de 120 e 60 dias, respectivamente. As culturas foram mantidas em sala de
cultivo com luminosidade de 30 umolm s, temperatura de 25 + 3°C e fotoperiodo
de 16 horas. Na multiplicacdo usando os tratamentos T3 e T2, os explantes
mostraram taxas de crescimento estatisticamente iguais (0,035 e 0,032 g/g/dia,
respectivamente), sendo em T, a taxa de crescimento inferior a obtida em T,.
No alongamento de brotos, as taxas de crescimento foram inferiores as observadas
na multiplicacao, no entanto, os resultados mostraram comportamento similar, dentro
de cada experimento. O rendimento dos explantes em brotos nao diferiu entre os
diferentes tempos de imersdo, com valores superiores a 54%, observando-se
tendéncia de maior nimero de brotos em imersao a cada oito horas. Os brotos
apresentavam altura média de 10 cm e percentual de enraizamento acima de 93 %,
em todos os tratamentos. Correlacado positiva e significativa foi observada entre
taxa de crescimento e nimero de brotos alongados. Os primeiros resultados mostram
resultados promissores para o uso de biorreator de imersao temporaria na producao
de mudas de abacaxi. Novos experimentos estao sendo conduzidos para confirmar
os resultados.

"Eng. Agr., doutoranda, UFG, EMDAGRO/EmbrapaTabuleiros Costeiros, Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia.

2 Estatistico, M. Sc., Brasilia, DF.

S Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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004 - ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DA PARTE AEREA DE CAFEEIRO EM
CONDICOES DE DEFICIT HIDRICO (Transcriptional analysis of the aerial part from a
coffee tree under water defict conditions)

Vinecky, F.', Rodrigues, G.C.%, Silva, F.R. da’, Andrade, A.C."

Tendo em vista a importancia da cultura do café na producéao agricola brasileira,
encontra-se em andamento por iniciativa do Consoércio Brasileiro de Pesquisa e
Desenvolvimento do Café, o projeto “Genoma Café”. Este projeto consiste no
seqlienciamento em larga escala de genes expressos (ESTs) de café, objetivando
principalmente a identificacdo e caracterizacao dos determinantes genéticos e
moleculares, responsaveis pelas caracteristicas agrondmicas importantes no cafeeiro,
tais como qualidade e toleréncia a estresses biéticos e abiéticos. O projeto genoma
café esta sendo executado pela rede AEG-Fapesp e a Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia, objetivando identificar e anotar de 20 a 30 mil genes de Coffea spp.,
a partir do seqiienciamento de 200.000 clones de ESTs, obtidos de diversas bibliotecas
de cDNA. O presente trabalho esta focalizado no estudo dos mecanismos genéticos
envolvidos na resposta das plantas ao estresse hidrico, visando auxiliar os programas
de melhoramento na obtencao de plantas tolerantes a seca, tendo em vista a
importancia deste aspecto, no caso de culturas perenes. O material vegetal utilizado
para a construcao das bibliotecas de cDNA foi proveniente de um ensaio experimental
com plantas de Coffea arabica cv. Rubi, cultivadas no regime de sequeiro e irrigado,
localizado no campo experimental da Embrapa Cerrados. O RNA total foi extraido a
partir dos tecidos vegetais componentes de um ramo plagiotrépico (folhas, ramos,
gemas etc), coletado separadamente, de plantas sob regime de déficit hidrico
(-3,3 MPa) e irrigado (-0,5 MPa). Apds a purificacdo do mRNA, procedeu-se a
construcao das bibliotecas de cDNA (SuperScriptll, Invitrogen), que foram validadas
através da andlise das seqliéncias provenientes de 384 clones. Para o processo de
validacao das bibliotecas, a porcentagem de vetores sem inserto, o tamanho dos
insertos e o nivel de redundancia, foram determinados e considerados. Uma vez
validadas as bibliotecas, aproximadamente 10.000 clones foram submetidos ao
sequenciamento e os resultados armazenados na base de dados do Projeto Genoma
Café. As andlises dos dados ainda se encontram na fase inicial e os resultados
preliminares serao apresentados. Espera-se que os resultados finais dessas anélises
propiciem um melhor entendimento dos fatores genéticos envolvidos no processo
fisiolégico de resposta ao estresse hidrico em plantas de cafeeiro, o que possibilitara
a identificacao de genes com potencial utilizacdo no melhoramento genético e
biotecnolégico com vistas a obtencao de plantas tolerantes a seca.

' Agronomia, graduando, UnB, PNP&D/Café, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Cerrados.

% Bidlogo, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

4 Eng. Agr., Ph.D.,Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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005 - ARRANJAMENTO DE CLONES E MINIPREPARACAO DE DNA - PROTOCOLOS
OTIMIZADOS (Cloning arrangement and minipreparation of DNA — optimized protocols)

Labuto, L.B.D.1, Lopes, J.M.P.1, Sousa, Z.A.R.z, Andrade, V.N. , Borges Neto, C.R.’

A clonagem consiste na obtencédo de multiplas cépias de um gene para que se
possa manipuld-lo quimicamente. A clonagem biolégica de um gene consiste em
inseri-lo em um vetor, que é um DNA capaz de se multiplicar dentro de um sistema
vivo; um exemplo é o plasmideo bacteriano. Os plasmideos sao utilizados em biologia
molecular como vetor de clonagem. O DNA do genoma do doador é cortado em
fragmentos, contendo um ou varios genes e permite que estes fragmentos sejam
inseridos individualmente nos plasmideos. Para a amplificacdo do DNA recombinante,
introduz-se o plasmideo em uma linhagem de bactéria (transformacéao bacteriana).
Uma vez na célula hospedeira, o vetor ira se replicar de modo normal, mas agora que
o DNA do doador é parte de seu comprimento, ele se replica automaticamente junto
com o vetor. Desta forma cada plasmideo recombinante que entra na célula ird formar
multiplas cépias de si préprio. Ocorrem muitos ciclos de multiplicacao celular e os
vetores recombinantes sofrem por novos ciclos de replicacédo. A Biologia Molecular
dispoem de técnicas que viabilizam a remocéao dos plasmideos, que contenham os
genes clonados das células bacterianas, para a realizacado de alguns procedimentos.
O arranjamento de clones é o primeiro passo para os procedimentos de minipreparacao,
consiste, basicamente em organizar em placas de cultura permanente as colénias
bacterianas transformadas. A minipreparacao de plasmideos é uma técnica largamente
utilizada, onde os mesmos sao removidos das células bacterianas sem perda de
qualidade. Nesta técnica, parte da cultura de bactérias transformadas é centrifugada
e submetida a solucoes que permitem a exposicdo e o armazenamento dos plasmideos
apos a lise bacteriana. A Plataforma de Sequenciamento de DNA tem otimizado
protocolos para aumentar a eficiéncia e reduzir os custos da minipreparacao de
DNA. Atualmente o custo do arranjamento de clones é US$ 9,32 e da minipreparacdo
de DNA é de US$ 37,66, inferior ao custo de prestacdo de servicos de outros
laboratérios no Brasil e no exterior.

' Biologia, graduanda, UniCEUB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Técnica Laboratério, bolsista genoma café, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
3 Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

32



006 - CLONAGEM E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E BIOLOGICA DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE OPAQUE-2 DE MILHETO (Cloning and physical-chemical
and biological characterization of pearl millet opaque-2 promotor region)

Lima, I.L.P.", Gander, E.S.”, Marcellino, L.H.’

O milheto, graminea de potencial foi, até agora, pouco investigado ao nivel
molecular.Trata-se de uma cultura robusta, capaz de crescer em condicdes adversas
de solo e clima, ou seja em solo acido e é resistente a seca. Desta forma, esta
espécie poderia servir como fonte de genes de interesse para o uso em programas
de melhoramento de gramineas de alto valor agronémico, tais como o préprio milheto,
arroz, milho etc. Recentemente foi identificado, no laboratério, um gene
potencialmente regulador da expressao de prolaminas de sementes. Este gene tem
todas caracteristicas de um gene do tipo b-ZIP, mais exatamente com o opaque-2 de
milho. Experimentos preliminares indicaram que este gene é transcrito em sementes
nos estéagios iniciais de desenvolvimento. Para compreender o padrao de expressao
deste gene, neste trabalho passou-se a caracterizacao da regidao promotora. Para tal
foi clonado um fragmento de cerca de 500 pb, utilizando a técnica de PCR inverso.
A andlise da seqUiéncia de DNA deste fragmento revelou a presenca de diversos
motivos, como o “prolamin box”, potencialmente envolvidos na regulacao da expressao
do préprio gene.

" Biologia, graduanda, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Bidlogo, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
S Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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007 - CO-CULTURA E TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE DE Brachiaria brizantha A
Agrobacterium tumefaciens (Coculture and susceptibility test of Brachiaria brizantha
to Agrobacterium tumefaciens)

Pires, M.V.V.', Cabral, G. B.”, Lacerda, A. L.°, Dusi, D. A.”, Carneiro, V.T.C.

Brachiaria é um género de gramineas, nativo da Africa, cultivadas em uma &rea
de aproximadamente 40 milhdes de ha. Esta forrageira apresenta plantas de modo
de reproducéao sexual e assexual, por apomixia. Na apomixia as plantas geradas sao
idénticas a planta-mae, ou seja, ocorre uma clonagem através de sementes,
ocasionando uma baixa variabilidade genética. Uma grande demanda do programa de
melhoramento genético desta forrageira é viabilizar a introducao de variabilidade por
técnicas de transformacao genética. O objetivo deste trabalho foi testar o potencial
de uso da A. tumefaciens como vetor de transformacao genética através de teste
de susceptibilidade da planta a cepas selvagens da bactéria, uma vez que braquiéria
é uma monocotiledénea, ndo sendo, portanto, um hospedeiro natural desta bactéria.
Brachiaria brizantha acesso sexual (BRA 00274) e acesso apomitico
(BRA 000591) foram introduzidos in vitro a partir de gemas axilares de plantas
cultivadas no campo. As plantas cultivadas in vitro foram posteriormente, inoculadas
com seis cepas de A. tumefaciens (Achb, A281, Bo542, B6, 82139 e C58) para
observacao de sintomas da infeccdo. Paralelamente, foram realizadas
co-culturas utilizando meristemas de plantas in vitro e calos embriogénicos oriundos
de sementes do acesso apomitico com as cepas EHA 105 pCAMBIA 1301 e LBA
4404 pTOK 233. Calos embriogénicos estdao sendo cultivados em meio de regeneracao
na presenca de agente seletivo.

' Agronomia, graduanda, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Agronoma, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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008 - CONSTRUCAO DE BIBLIOTECAS DE cDNA DE OVARIO DE Brachiaria brizantha
APOMITICA E SEXUAL NA MEGAESPOROGENESE E MEGAGAMETOGENESE
(Construction of cDNA library from ovary tissues of apomictic and sexual Brachiaria
brizantha)

Silveira, E. D.", Carneiro, V. T. C.”

A apomixia é o modo de reproducao assexual em plantas, caracterizado pela
formacdo da semente sem a fertilizacdo. Assim, o embrido desenvolve-se sem
necessidade de fecundacado pelo gameta masculino, formando uma planta
geneticamente idéntica a planta mae. A apomixia estd relacionada com um
desenvolvimento diferenciado do gametéfito feminino em relacao ao sexual, que dara
origem ao embrido maduro. Para que se possa entender os fatores responsaveis
pela apomixia, é importante um estudo detalhado dos mecanismos moleculares
envolvidos na diferenciacao e desenvolvimento do megagametdfito, tanto em espécies
sexuais quanto apomiticas. Em Brachiaria brizantha (Poaceae), o modo de reproducao
apomitico apospdrico é predominante e dos 275 acessos ja caracterizados apenas
um é sexual. Os diferentes estdgios de maturacao do saco embriondrio apomitico e
sexual foram caracterizados como: estdgios | e ll, relacionados a megaesporogénese,
lll e IV, relacionados a megagametogénese, anteriores a antese. Visando a obtencao
de sequéncias especificas dos diferentes estagios de diferenciacdo do
megagametoéfito apomitico, foram construidas bibliotecas de cDNA de ovério de
B. brizantha apomitica e sexual em dois momentos distintos do desenvolvimento:
megasporogénese, estagio | e Il, e megagametogénese estdgio IV. Para construcao
dessas bibliotecas, foi extraido RNA total dos ovarios, previamente identificados de
acordo com o estéagio de desenvolvimento. Apds a extracao do RNA total, o polyA +
foi isolado com o kit Dynabeads&Oligo(dT),,. A partir do polyA +, foram construidas
as 4 bibliotecas utilizando o Kit SMART cDNA Library Construction Kit da Clontech.
Apds a obtencdo dos cDNAs, estes foram ligados no vetor plasmial TriplEX2.
E. coli XL 1Blue foi transformada com essa ligacdo por eletroporacdo. Apenas a
biblioteca estagio | e [l apomitica foi titulada. Para isso, 1/20 V da cultura foi plaqueado
em meio LB sélido contendo ampicilina (100ug/mL) e a titulacdo foi de
1,2 x108 cfu/mL. Com a construcdo de uma biblioteca, além da triagem de cDNAs
diferenciais, podemos também gerar um banco de dados através do seqliénciamento
dos clones obtidos, possibilitando andlise de funcao de outros genes envolvidos no
desenvolvimento do ovario.

" Bidloga, mestranda, UnB-CNPqg, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos genéticos e Biotecnologia.
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009 - CONSTRUGCAO DE VETORES PARA BOMBARDEAMENTO DE Coffea arabica E
Coffea canephora (Construction of vectors to Coffea arabica and Coffea canephora
bombardment)

Barbosa, M.F.F.', Vianna, G.R’, Machado, F.R.B.', Paixdo, A.L.D. ’, Soares, F.Q.",
Grossi-de-Sa, M.F. , Barros, E.V.S.A.

O café é o mais tradicional produto de exportacao brasileiro, mas apesar disso,
a cafeicultura brasileira sofre enormes prejuizos causados por pragas e doencas.
A broca-do-café, Hypothenemus hampei, constitui uma das principais pragas do café,
atacando as espécies Coffea canephorae Coffea arabica. O melhoramento tradicional
de plantas perenes para obtencao de resisténcia € um processo bastante demorado,
além do que a base genética do café é considerada estreita. A transformacao genética
destas espécies, utilizando vetores contendo um gene de interesse, pode levar a
resultados mais rapidos na obtencao de plantas resistentes. O gene da a-Al 1, retirado
do feijao comum, é um inibidor natural das amilases digestivas da broca-do-café.
Serao utilizadas nos experimentos de transformacao, opcdes de construcdes variando:
terminador, promotor tecido especifico e gene de selecdo na planta. Neste trabalho,
sdo descritas as construcoes de dois vetores para insercao de diferentes terminadores
de transcricao no vetor pTA2, que contém o gene estrutural da otAl 1 sob controle
do promotor da fitohemaglutinina. O terminador OCST (650pb) da octopina sintase
foi isolado do plasmideo pMD4 e o PHAt (3.500pb), da prépria fitomaglutinina, do
plasmideo Puc18/PHAt através de digestdo com as enzimas Xbal e EcoRlI.
Posteriormente os fragmentos correspondentes ao vetor e os terminadores foram
isolados através do kit Wizard SV Gel, ligados ao pTA2 tratado com as mesmas
enzimas e transformados em E.coli. Foram obtidos os vetores poAl1tocs e poAl1tpha,
contendo os terminadores da octopina e fitohemaglutinina, respectivamente. O mapa
de restricdo das construcdes foi confirmado e os vetores foram entdao amplificados
para o co-bombardeamento, com vetores da série pCAMBIA, de calos embriogénicos
tanto de C. canephora quanto C. arabica.

" Biologia, graduanda, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2Eng. Agr, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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010 - CONSTRUGCAO E CARACTERIZACAO DE UMA LINHAGEM CELULAR ESTAVEL,
UFL-AG-PAC, CONTENDO O GENE INIBIDOR DE APOPTOSE iap-3 DE Orgyia
pseudotsugata nucleopolyhedrovirus (OpMNPV) [Construction and characterization
of a stable cell line, UFL-AG-PAC, containing the apoptosis inhibitor gene iap-3 of
Orgyia pseudotsugata nucleopolyhedrovirus (OpMNPV)]

Andrade, M.A., Ribeiro, B.M.”, Castro, M.E.B.®

Os baculovirus sdo sistemas de expressao heterélogos, que podem atingir
elevados niveis de expressao de proteinas recombinantes em células de insetos.
Essa expressao, no entanto, é transiente e tardia nas células infectadas. Por outro
lado, células estavelmente transformadas podem produzir o mesmo nivel de proteina
heteréloga, com a vantagem de a expressao ser continua, o processamento mais
répido e eficiente do que células infectadas por baculovirus. Com base nisto, células
de Anticarsia gemmatalis (UFL-AG-286) foram transformadas e entdo caracterizadas
com o objetivo de obtencao de altos niveis de expressao de genes anti-apoptdticos
de baculovirus. A linhagem celular estavel construida UFL-AG-PAC foi obtida da
transfeccao pelo uso do plasmideo pBSprAglE1OplAPIE1pac,, que contém um gene
de resisténcia a puromicina, sob comando do promotor do gene ie-1 de Autographa
californica MNPV (AcMNPV), e o gene anti-apoptético iap-3 de Orgyia pseudotsugata
MNPV (OpMNPV), sob comando do promotor do gene ie-1 de A. gemmatalis MNPV
(pAgIE1). O gene pac foi usado como marca de selecado para identificacao da linhagem
celular estavel. A confirmacédo da insercdo do gene iap no genoma das células foi
feita por meio de uma reacao de PCR, utilizando primers especificos para o gene
iap-3 de OpMNPV. Células estaveis (UFL-AG-PAC) e células intactas (UFL-AG-286)
foram, entdo, infectadas com o virus mutante, vVApAg (derivado de AgMNPV e capaz
de induzir apoptose em células UFL-AG-286) e o virus vp35D (derivado de AcMNPV
tendo uma delecdo no gene anti-apoptdtico p35). A resisténcia a apoptose foi
verificada pela anélise, por microscopia de luz, das células infectadas a 24,48 e 72
horas e pela fragmentacao de DNA total detectada por eletroforese em gel de agarose
1,5%. Os passos necessarios para construcao de células estaveis foram realizados
com sucesso e a insercao do gene iap no genoma celular foi confirmada por PCR.
O indice de resisténcia das células estaveis a apoptose, UFL-AG-PAC, foi
consideravelmente maior do que o das células utilizadas como controle. Nao foi
detectada fragmentacdo de DNA de células que continham o gene iap-3
(UFL-AG-PAC), mostrando resisténcia ao estimulo apoptético aplicado, enquanto
que em células nao transformadas (UFL-AG-286) verificou-se completa degradacao
do DNA analisado. Estes resultados indicam que a expressao do gene parece ser
continua, implicando que essas células poderao ser utilizadas como hospedeiras para
baculovirus recombinantes contendo genes heterdélogos de interesse, com a finalidade
de maior expressao de proteinas heterélogas. Em continuidade a estes estudos,
estdo sendo realizados experimentos de expressao de genes virais monitorada pelo
uso de RT-PCR (reverse transcription-PCR).
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011 - CULTIVO DE LINHAGENS CELULARES CLONES TRANSFECTADAS EM MDBK
PARA ESTUDOS DO TRANSGENE (Cultive of transfected MDBK clones cell lines for
transgene studies)

Lisauskas, S.', Rumpf, R.”, Rech, E.L.’, Aragdo, F.J.L.}

A transferéncia de genes exdgenos em células eucaridticas, em particular células
mamiferas, torna-se essencial para abertura de novas possibilidades na obtencao de
animais transgénicos. Linhagens celulares transfectadas podem ser usadas como
fontes doadoras de nucleos para transferéncia nuclear, expressando proteinas
recombinantes de importancia comercial e farmacéutica. A geracao e caracterizacao
de culturas de linhagens celulares transfectadas estaveis é dependente de um sistema
eficiente de transferéncia génica. Neste estudo, obteve-se linhagens celulares
transgénicas estaveis provenientes de MDBK (Madin Darby Bovine Kidney), a partir
de uma unica célula. A cultura de MDBK foi previamente expandida em meio de
cultura RPMI 1640 (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células
foram plagueadas na concentracao de 3 x 10° / mL em uma placa de 24 pocos, e
transfectadas com o vetor plasmidial pClneo-3, contendo os genes neo (neomicina) e
B-gal (B-galactosidase) sob controle do promotor CMV (citomegalovirus), utilizando o
reagente Lipofectamine™ (Invitrogen), de acordo com o protocolo estabelecido pelo
fabricante. Vinte dias apds a transfeccao e selecdo com o antibiético geneticina
(G418: 400 ug/ml), trinta clones transgénicos estaveis foram isolados em placas
96 pocos e expandidos até a quinta passagem em garrafas de cultivo celular.
Durante cada passagem, as células foram testadas para a expressao estavel de
B-galactosidase, avaliadas por ensaios histoquimicos, apds sua fixacdo em
formaldeido 37 % e glutaraldeido 25%. Para este propdsito, as células clones foram
plaqueadas em concentracdo de confluéncia (90-95%) em placa de 24 pocos,
selecionadas em meio de cultura (RPMI 1640) acrescido do antibiético G418 durante
48 horas. A partir de entao, foram fixadas, e incubadas com
5-bromo-4-cloro-3-indoil-B-D-galactopiranose (X-gal) em concentracédo de 20 mg/mL
por 48 horas. Os resultados demonstraram que todos os clones continham integracao
estavel do DNA exdgeno, por apresentarem expressao estadvel do gene da
- galactosidase. Estudos serdo conduzidos no sentido de localizacdo dos genes
integrados no genoma bovino e caracterizacao destes locais de integracao.
A correlacao entre a posicao de integracao e o nivel de expressao de genes exdgenos
é uma informacao fundamental no sentido de desenvolver sistemas eficientes de
integracao direcionada, a fim de se obter expressdes estaveis e em altos niveis
desejaveis.
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012 - DETERMINAGAO DA EXPRESSAO DE GENES ASSOCIADOS A PROMOTORES
POLEN-ESPECIFICOS DE Arabdopsis thalianaNA PRESENCA DA PROTEINA RolA E
DO PADRAO DE EXPRESSAO DESSES PROMOTORES EM Nicotiana tabacum
(Determination of the expression of Arabdopsis thaliana pollen-specific promoters
associated genes in the presence of Rol A and expression pattern of these promoters
in Nicotiana tabacum)

Thees, M.F.R.S.1, Carneiro, M.2

A expressao do gene rolA de Agrobacterium rhizogenes em plantas é
conhecida por provocar diversas modificacdes fenotipicas, como enrugamento da
lamina foliar, encurtamento dos entrends, empobrecimento das raizes, retardo na
floracao e modificacées no contedido hormonal. Estudos prévios identificaram, no
genoma de Arabdopsis thaliana, 13 fragmentos de promotores com afinidade pela
proteina RolA. Dois desses fragmentos, 1.38 e 2.5 dos cromossomos 3 e 5,
respectivamente, possuem atividade pdlen-especifica. Analisando seqliéncias
adjacentes a esses fragmentos, possiveis genes regulados por tais promotores foram
identificados. Porém, ainda nao se sabe se tais genes sdo expressos, onde e quando
sdo expressos. Este trabalho visa, portanto, determinar se os genes putativos sao
expressos, se a proteina RolA de fato influencia nessa expressao e o quanto tais
genes contribuem para o fenétipo de uma “planta RolA”; e determinar o padrao de
expressao dos promotores completos, etapa que ja teve inicio com a amplificacao
dos promotores completos (e o 5° UTR) por PCR e clonagem do gene GUS
(gene repodrter) ao pBluescript. Os promotores amplificados serao ligados ao
pBS-GUS e a construcao introduzida em plantas de tabaco, para avaliacao espacial
de sua expressdo. Serao amplificados também fragmentos dos genes putativos a
serem utilizados como sonda em um Northern blotting com RNA de plantas RolA e
wt. Este trabalho possibilitarad o esclarecimento de aspectos do desenvolvimento de
plantas associados a fase pdés-embrionéaria, permitindo que tais genes sejam
manipulados em beneficio de um melhor aproveitamento do espaco disponivel para a
agricultura, assim como a inducdo de caracteristicas desejaveis a plantas
comercialmente importantes. A obtencdo de novos promotores também serd Gtil na
elaboracao de estratégias biotecnoldgicas para a macho-esterilidade, além de baixar
o custo de projetos de pesquisa em andamento no pais que necessitem de promotores
para genes de plantas.
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013 - “DNA SHUFFLING” DE INIBIDORES DE a-AMILASE (DNA shuffling of
o-amilase inhibitors)

Castro, F.C.", Grossi-de -S4, M.F., Da Silva, M.C.M.”

As duas formas ativas de inibidores de «a-amilase (ctAls) em Phaseolos
vulgares, o-Al-1 e o-Al-2, mostram diferentes especificidades para a-amilases.
Zabrotes subfasciatus (ZSA) é inibido por o-Al-2, mas nao por ¢-Al-1. Em contraste,
a o-amilase pancreatica de porco (PPA) é inibida por a-Al-1, mas nao por o-Al-2.
O entendimento das bases moleculares envolvidas nesta especificidade é o passo
mais importante para desenhar proteinas com atividade inseticida distintas. Quatro
mutantes de o-Al-2 foram criados usando mutagénese sitio dirigida com base nos
dados dos modelos estruturais, previamente simulados (Da Silva e cols. Protein Eng,
13:167-177, 2000). Os estudos computacionais com os inibidores mutantes
mostraram tamanho e complexidade de aminoacidos incomuns na interface dos
complexos a-amilase-inibidor (Da Silva e cols. Protein Eng, 13:167-177, 2000).
As andlises bioguimicas das quatro proteinas recombinantes mostraram a importancia
de duas alcas principais de interacao na determinacao da especificidade. Contudo as
mutacdes realizadas ndo foram suficientes para a elucidacdo completa da questéo,
sugerindo a necessidade de mutantes adicionais contendo outras mutacoes na regiao
de interacao. DNA shuffling é uma ferramenta poderosa para gerar grande diversidade
de transformantes. Nesse método um gene ou uma familia de genes homélogos é
submetido a mutacGes randémicas e posteriormente, recombinados ao acaso.
Usou-se esta metodologia com os genes dos o-Al-1 e a-Al-2 para produzir um
grande numero de inibidores recombinantes. A mistura de mutantes foi clonada em
vetor de expressdo em fagos e transformada com E. coli para andlises das mutacdes
em micro escala. As andlises de seqliéncias de alguns clones mostraram a eficiéncia
do método. Esta mistura de recombinantes sera utilizada para confeccdo de uma
biblioteca de expressdo em fagos. A selecdo randémica de genes recombinantes
com diferentes espectros de atividade poderd indicar aminoacidos essenciais para
uma determinada atividade a-Al —amilase.
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014 - ESTABELECIMENTO DE UM PROTOCOLO PARA TRANSFORMACAO DE
CULTIVARES BRASILEIRAS DE ALGODOEIRO (Establishment of a novel
transformation protocol for brazilian cotton varieties)

Evangelista, I.B.R.", Lacerda,eH.M.z, Almeida, S.D.S.°, Oliveira-Neto, 0.B.",
Paes, N.S. , Grossi-de-Sa, M.F.

A cultura do algodoeiro estéa classificada entre as dez principais culturas
agricolas do Brasil, ocupando o sexto lugar mundial em superficie cultivada. No Brasil,
o melhoramento genético do algodoeiro vem sendo utilizado para o desenvolvimento
de variedades mais adaptadas as diferentes regides do pais, em busca de maior
produtividade e resisténcia a pragas e doencas. Os danos causados por
insetos-praga podem variar de uma regiao para outra, podendo o seu controle chegar
até 25% do custo da producéao. Entretanto, o uso do melhoramento limita-se ao
intercAmbio genético dentro e entre espécies do mesmo género. Com o advento da
engenharia genética e a cultura de tecidos tornou-se possivel a transferéncia de
caracteristicas importantes de uma espécie para outra, visando a obtencéao de plantas
resistentes as pragas agricolas. O algodao é notoriamente uma das espécies mais
recalcitrantes devido, principalmente, a sua baixa capacidade regenerativa. Devido a
isto, torna-se essencial o desenvolvimento de um protocolo de regeneracao
independente do gendtipo. Os métodos de transformacao mais utilizados para o
algodoeiro sao a transformacéao via Agrobacterium tumefasciens e a biobalistica.
Neste trabalho, escolheu-se a transformacéao via Agrobacterium utilizando o sistema
de regeneracao por organogénese direta. O objetivo deste trabalho consistiu na
adaptacao do protocolo estabelecido por Satyavathi et al. (2002) as variedades
nacionais de algodoeiro (Gossypium hirsutum). Inicialmente foram utilizadas sementes
da cultivar BRS cedro, as quais apés a desinfestacao foram germinadas em meio MS
(Murashige e Skoog, 1962), contendo 20g/L sacarose e 0.6% é&gar, pH 5.8. Cinco
dias ap6s a germinacao os epicétilos (1-2cm) foram pré-cultivados no meio MSO
(sais de MS, vitaminas B5, 30g/L glicose e 2g/L “phytagel”, pH 5.8), durante 2 dias.
Os explantes foram, entdo, cortados um pouco mais e co-cultivados com o A.
tumefasciens, cepa LBA4404 (OD 0.6-1), durante 2 dias no escuro. Em seguida
foram lavados em 4agua estéril e transferidos para o meio de inducao de brotos
(MS1): MS, vit.B5, 30g/Lglicose, 0.1mg/L ANA, 0.1mg/L BAP, 75mg/L canamicina,
400mg/L cefotaxima, 0.2g/L “phytagel”, permanecendo neste meio por
aproximadamente 30 dias. A etapa seguinte consistiu na proliferacao e elongacao
de brotos no meio: 2MS, 0.3m/L AIB, 15g/L sac, 75 mg/L Kam, durante 60 dias e
enraizamento apés 20-30 dias. A otimizacao deste protocolo possibilitarad a introducao
de genes visando a resisténcia a insetos praga.
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015 - EXPRESSAO DA REGIAO PRO DA PROTEINASE CISTEINICA CPAO DE
Acanthoscelides obtectus E ANALISE DA ATIVIDADE INIBITORIA SOBRE A
PROTEINA COGNATA (Expression of the PRO region of CPAO cysteine proteinase
from Acanthoscelides obtectus and analysis of its inhibitory activity over the cognate
protein)

Del Sarto, Fé.Pf, Silva, F.I73.2, Marra, B.M.’, Monteiro, A.C.S." Batista, J.A.N.’, Oliveira
Neto, O.B. , Paes, N. S. , Grossi-de-Sa, M.F.

O caruncho Acanthoscelides obtectus é uma importante praga do feijoeiro em
campos comerciais e no armazenamento. O inseto adulto oviposita em vagens verdes
ou entre os feijoes armazenados e a larva recém eclodida perfura o feijao para
completar seu desenvolvimento. Este ataque impossibilita a comercializacao do feijao
por ser impalatavel e reduzir sua capacidade germinativa. A maioria das proteinases
do A. obtectus sao da classe cisteinica. Proteinases cisteinicas sdo expressas como
zimdégenos que compreendem a regiao pré, pro e madura. As principais funcdes da
regido pro sdo contribuir com o dobramento e inibir a atividade da enzima madura.
Pela clivagem proteolitica da regido pro (por reacdes intra ou intermolecular) as
proteinases cisteinicas sdo ativadas. Como as enzimas proteoliticas sdo essenciais
no processo de alimentacao desta praga, elas sado alvos potenciais no seu controle. O
objetivo foi expressar e avaliar a atividade inibitéria da regido-pro da proteinase
cisteinica CPAOQO de A. obtectus sobre a enzima cognata. O gene da proteinase cisteinica
CPAO foi amplificado pela combinacdo das técnicas de
RT-PCR, 5" e 3" RACE a partir de RNA total extraido do intestino de larvas. A regido
pro foi subclonada no vetor pQE40 (QIAGEN®) e a pro-madura no vetor pET 102D
TOPOQ® (Invitrogen). Tanto a regido pro (PCPAQO) como a pro-madura foram expressas
em sistema heterdélogo de Escherichia coli. A PCPAOQ foi purificada em cromatografia
de afinidade em resina de Ni-NTA. Ensaios de atividade inibitéria utilizando substratos
fluorogénicos foram conduzidos utilizando a PCPAO e a CPAO. A atividade proteolitica
da CPAO recombinante foi inibida em 95 % pela sua regido pro. Como préximo passo,
estdo sendo realizados bioensaios para avaliar o potencial da PCPAO no controle
deste inseto-praga.
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016 - EXPRESSAO DO GENE GUS EM DIFERENTES EXPLANTES DE Brachiaria brizantha
CV. MARANDU (Expression of gus gene in different explantes of Brachiaria brizantha)

Pires, M.V.V.", Cabral, G.B.”, Lacerda, A.L.°, Rodrigues, J.C.M.", Carneiro, V.T.C.°

A transformacao genética de plantas é uma das técnicas de engenharia genética
usada como ferramenta para o melhoramento genético que amplia as possibilidades
de introducao de novas caracteristicas. Em plantas apomiticas, ou seja, de reproducao
assexual por sementes, esta técnica viabiliza o aporte de qualidades especificas, de
dificil obtencéo por técnicas convencionais de hibridacdo. Isto porque, embora
cruzamentos com plantas apomiticas sejam possiveis, estas s6 podem atuar como
progenitores masculinos, ou seja, como fornecedores de pdlen para fertilizacao de
plantas sexuais. Visando otimizar a metodologia de transformacao genética de
braquiéaria por biobalistica, desenvolvida no laboratério, foi testado o bombardeamento
de calos embriogénicos e de calos fridveis de Brachiaria brizantha cv. Marandu.
Os calos foram obtidos a partir de embrides de sementes maduras em meios de
inducao de embriogénese somatica, M1 ou M1.2, e apés 30 dias, bombardeados e
transferidos para o meio MS1 ou MS2, respectivamente. Para o bombardeamento
foi utilizado o plasmideo pAHUG que carrega o gene gus sob controle do promotor da
actina de arroz (Act1) e o gene de selecao hptll dirigido pelo promotor de ubiquitina
de milho (ubi1). As condicoes fisicas usadas no bombardeador foram 900 psi para a
pressao de gas hélio e a distadncia da placa contendo os explantes em relacao a
membrana carreadora foi 6 cm. A eficiéncia do bombardeamento foi analisada nos
calos fridveis e embriogénicos pela contagem de pontos ou areas azuis obtidos apds
incubacao dos explantes bombaredeados em solucado de X-Glu. Foram obtidos vérios
brotos nos meios de regeneracdao MS1 ou MS2, e estao sendo cultivados na presenca
de higromicina.
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017 - GENE DA DNA POLIMEBASE DE Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus
E SUAS RELACOES FILOGENETICAS (Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus
DNA polymerase gene and its phylogenetic relationship)

Dalmolin, C.C.", da Silva, F.R.”, Castro, M.E.B.’

Dentre os virus entomopatogénicos pertencentes a familia Baculoviridae,
pode-se destacar o Anticarsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) que devido
ao seu potencial inseticida vem sendo utilizado com sucesso para o controle da
lagarta A. gemmatalis, principal praga da soja no Brasil. Entretanto, atualmente pouco
se conhece sobre os mecanismos de replicacao genémica do AQMNPYV e suas relacoes
filogenéticas com o hospedeiro. Os baculovirus caracterizam-se por um complexo
ciclo de replicacao, no qual a DNA polimerase viral assume um papel significante na
determinacao do nivel de replicacao. Visando compreender mais sobre a estrutura
gendmica do AgMNPV e suas relacdes filogenéticas, o gene da DNA polimerase
(DNApol) foi identificado, sequenciado e com base nesta seqliéncia a arvore
filogenética de AQMNPV foi reconstruida. A localizacao do gene foi determinada por
hibridizacdo Southern blot, utilizando uma sonda preparada a partir do gene da DNApol
de Autographa californica nucleopolyhedrovirus, indicando a presenca do gene na
regidao que corresponde aos fragmentos Hindlll-Q e Hindlll-U de uma biblioteca
genémica de AQMNPV/Hindlll. Como esperado, a analise da seqliéncia de DNA revelou
alta identidade com o gene da DNApol de Orgyia pseudotsugata nucleopolyhedrovirus,
Choristoneura fumiferana nucleopolyhedrovirus e Epiphyas postvittana
nucleopolyhedrovirus. A arvore filogenética de 23 baculovirus foi reconstruida usando
o algoritmo de “neighbor-joining”, revelando a presenca de quatro principais grupos
representados pelos géneros Granulovirus, Nucleopolyhedrovirus de Lepidoptera,
grupo | e grupo Il e Nucleopolyhedrovirus de Diptera. Segundo estes resultados,
AgMNPV pertence ao grupo | dos Nucleopolyhedrovirus de Lepidoptera, estando
mais proximamente relacionado com Orgyia pseudotsugata NPV, Choristoneura
fumiferana NPV e Epiphyas postvittana NPV.
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018 - IDENTIFICACAO E ANALISE DE SEQUENCIAS NBS-RGA DE Coffea canephora
(Identification and analysis of Coffea canephora NBS-RGA sequences)

Machado, F.R.B.', Barros, E.V.S.A.”, Fragoso, R.R.’, Barbosa, M.F.F.", Bertioli, D.’,
. 6
Grossi-de-Sa, M.F.

O Brasil é o maior produtor mundial de café, gerando uma média de 1,7 bilhdes
de délares anuais em divisas nos ultimos 10 anos. Contudo, uma as principais
dificuldades agronémicas do plantio de café é a presenca dos nematdides nas lavouras
brasileiras. Para o cafeeiro, um dos géneros mais danosos é o Meloidogyne spp.
(nematdide das galhas) que vem afetando as plantacoes e inviabilizando o sistema
de producdo em éreas infestadas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho é estudar
RGAs (Resistance Genes Analogues) de uma linhagem da espécie Coffea canephora
resistente ao M. paranaensis. contendo os motivos conservados NBS e LRR, que
sao descritos como relacionados a expressao de fatores protetores contra nematdides.
“Primers” degenerados desenhados a partir de motivos conservados do dominio
NBS sao usados para amplificacdo das seqliéncias de interesse via PCR (Polimerase
Chain Reaction). Quatro pares de “primers” (A, X, Y e Z) foram utilizados para
amplificar dominios NBS de RGA’s do DNA de um genétipo C. canephora via PCR.
Em seguida fez-se o isolamento dos fragmentos gerados, a insercdo destes no vetor
pGEM-T easy e subseqlientemente transformacédo em E. coli por eletroporacao.
Posteriormente, DNAs plasmidiais de 24 clones dos respectivos fragmentos de cada
par de “primers” foram sequenciados. As seqUiéncias obtidas foram analisadas através
dos programas Blast-x e Clustal para se verificar a homologia com seqiiéncias
depositadas no banco de dados de vérias espécies de plantas e de café. Os resultados
indicam que foram isoladas seqiiéncias muitos préximas aos RGAs descritos na
literatura, inclusive de genes que ja foram demonstrados como relacionados a
resisténcia aos nematdides (Mil-2 de Tomate — AF 039682). Assim, estas seqliéncias
poderdo futuramente ser utilizadas. Os RGAs obtidos poderado ser utilizados na
obtencdo de marcadores moleculares ou na transformacao genética para o
melhoramento genético de café, com a finalidade futura de desenvolver gendtipos
elite de C. arabica resistentes aos nematdides.
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019 - ISOLAMENTO DE RGAs (ANALOGOS A GENES DE RESISTENCIA) DE UMA
BIBLIOTECA GENOMICA DE Arachis SILVESTRE (Search for RGAs in a genomic
library of wild Arachis)

Proite, K.', Menezes, L.A.”, Leal-Bertioli, S.C.M.°, Bertioli, D.", Guimaraes, P.M.°

Um dos principais objetivos do melhoramento genético é a incorporacao de
genes de resisténcia a doencas e pragas em cultivares de interesse. As espécies
silvestres de amendoim tém sido usadas como fonte natural de genes de resisténcia.
A andlise de seqliéncias de genes de resisténcia ja clonados, revelou varios dominios
conservados. Tem-se usado tal conservacao para amplificar seqliéncias de diferentes
genomas anélogas a genes de resisténcia (RGAs). Em varias espécies, os genes de
resisténcia tém sido descritos em familias génicas e ocorrem em tandem.
Desta forma, o isolamento de um RGA poderd permitir a identificacdo de loci de
resisténcias a doencas. Estes RGAs podem entédo ser usados como marcadores
genéticos ligados aos genes de resisténcia. Foram isoladas 33 regides andlogas a
genes de resisténcia de quatro espécies silvestres de Arachis amplificadas através
da técnica de PCR com primers degenerados. O sequenciamento mostrou analogias
com genes de resisténcia funcionais. Neste trabalho, € mostrada a construcao de
uma biblioteca genémica de uma espécie silvestre de Arachis, A. stenosperma, acesso
V10309. Este acesso apresentou em diversos bioensaios resisténcia aos fungos
foliares, Cercospora arachidicola, Cercosporidium personatum e Phoma arachidicola
e aos nematdides da galha, Meloidogyne javanica raca 4, M. hapla, M. arenaria
racas 1 e 2. O DNA genomico foi parcialmente digerido com a enzima de restricao
Sau3Al e os fragmentos foram clonados no bacteriéfagoA através do Lambda Dash
Il kit. Em um primeiro screennig parcial da biblioteca (200 00O clones), utilizou-se
como sonda dois conjuntos, cada um com cinco seqiéncias de RGAs, isoladas das
diferentes espécies de Arachis. Foram isolados cerca de 60 clones positivos, os
quais estdo sendo submetidos a um segundo screening para identificacdo da sonda
especifica. Os clones de RGAs isolados terdao suas extremidades sequenciadas e
serao utilizados como sondas em experimentos de FISH para o mapeamento fisico e
transformados em marcadores AFLP para o mapeamento genético. Além disso, estes
potenciais genes de resisténcia serdo caracterizados quanto a sua expressao e
funcionalidade.
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020 - OBTENCAO DE EMBRIOES DE Coffea canephora TRANSFORMADOS ATRAVES
DO CO-CULTIVO COM Agrobacterium (Transformed Coffea canephora embryos
obtained through via the Agrobacterium method)

Paixo, A.L.5D.1, Cruz, A.R.R.Z,ZMachado, F.R.B.’, Barbosa, M.F.F.”, Soares, F.Q.',
Cabral G.B. , Barros, E.V.S.A.

O sistema cafeeiro brasileiro é um dos mais importantes complexos
agroindustriais do pais, abrangendo aproximadamente 300 mil unidades produtivas
que geram 7 milhdes de empregos diretos e indiretos. Entretanto, a cafeicultura
brasileira sofre enormes prejuizos causados pela Broca-do-café (Hypothenemus
hampel) que ataca as espécies de C. canephora e C. arabica em todos os estadios de
maturacao. A busca por novos materiais genéticos que respondam as necessidades
de controle de pragas tem sido um constante desafio para os melhoristas.
A transformacao genética surge como uma nova ferramenta do melhoramento do
cafeeiro permitindo a introducédo de genes de interesse em um menor espaco de
tempo. Este trabalho apresenta os resultados do estabelecimento de um protocolo
de co-cultivo de massa embriogénica de C. canephora. As folhas foram inoculadas
em meio de crescimento C com 10uM 2,4D, 5uM 2iP, 5uM de AIB, 2% de sacarose
(denominado C10) de onde foram obtidos calos fridveis. Estes calos foram
co-cultivados com a linhagem de A. tumefasciens EHA 105 contendo vetor binario
pCAMBIA 3301. Os calos permaneceram em co-cultivo sélido por 4 dias, sendo
entdo transferidos para meio C10 sem selecao para células vegetais. Posteriormente
o material foi selecionado em C10 contendo 10uM de glufosinato de aménio (PPT).
Apds 2 meses de sub-cultivo obtivemos calos embriogénicos expressando o gene
indicador gus. Os calos foram transferidos para meio liquido de regeneracao “R” +
PPT 10uM sob agitacao na luz. Apds 2 meses de cultivo, obtivemos embrides de
C. canephora em estadio de torpedo e desenvolvendo cotilédones que expressam o
gene gus. Estes resultados indicam o estabelecimento de uma metodologia de
transformacao genética de C. canephora. O método aqui descrito ja estd sendo
utilizado em experimentos para introducao do gene da o-Al1, um inibidor natural das
amilases digestivas da broca-do-café.
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021 - O GENE iap-3DE Antl:carsia gemmatalis nucleopolyhedrovirus INIBE APOPTOSE
NA PRESENCA DO VIRUS INDUTOR vApAg (Anticarsia gemmatalis
nucleopolyhedrovirus iap-3 gene inhibits apoptosis in the presence of the vApAg
inducer)

Soares, E. F.', Ribeiro, B. M.”, Castro, M. E. B.

Espécies da familia Baculoviridae possuem genes inibidores de apoptose, como
o gene iap-3 de Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV),
que permite sua replicacao em células hospedeiras sem que as células sejam levadas
a morte prematuramente. Esse gene ja foi localizado, clonado e seqlienciado.
Recentemente foi isolado um mutante de AgMNPV capaz de lisar células de
A. gemmatalis (UFL-AG-286). Nos estudos de caracterizacdo desse mutante (VApAQ),
o fragmento correspondente ao gene iap-3 foi amplificado por PCR e a anélise da
seqUiéncia mostrou a insercao de um transposon de células de A. gemmatalis com
uma ORF com homologia de seqiiéncia a uma ORF de transposon de células de
Trichoplusia ni. Em continuidade, para identificar a atividade anti-apoptdética do gene
iap-3 de AgMNPV, experimentos de expressao transiente foram conduzidos na
presenca do virus mutante vApAg, indutor de apoptose. Um plasmideo recombinante
(pBSplE1AglIAP3) foi construido contendo o gene iap-3 sob o controle do promotor
ie-1 de AgMNPV e usado, em diferentes concentracoes, para transfeccdao em células
UFL-AG-286; o virus vApAg foi adicionado24h pés-transfeccdo. As células
transfectadas foram observadas por microscopia éptica e exibiram caracteristicas
morfolégicas nitidamente detectaveis a 48h pds-infeccao, pela presenca de corpos
apoptdticos ou pela presenca de poliedros nos nucleos. A inibicdo de apoptose foi
determinada pelo nimero de células vidveis quantificadas pela coloracao com trypan
blue e os niveis de atividade apoptdtica nos sistemas celulares testados apresentaram
reducao progressiva a medida que a concentracdao de DNA foi aumentada.
A viabilidade celular foide 12,1%, 18,9% e 26,7 % para as concentracdes de 2, 5
e 7 ug de DNA; em relacdao a 100% de viabilidade do controle negativo
(células UFL-AG-286) e 7,3% do controle positivo (células infectadas com vApAg).
A inibicao de apoptose também foi determinada através da anélise da fragmentacéao
do DNA internucleossomal. Células transfectadas com pBSplE1AgIAP3 e infectadas
com vApAg apresentaram um perfil de fragmentacdo menos acentuado do que o
controle positivo, que apresentou um padrao tipico de fragmentacao causada por
apoptose em altos niveis, exibindo fragmentos de tamanhos oligonucleossomais.
Esses dados demonstram que o gene iap-3 foi capaz de inibir parcialmente a apoptose
em células UFL-AG-286 mesmo na presenca do indutor de apoptose VApAg.
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022 - 0 USO DE ANCHOR-MARKERS NA CONSTRUGCAO DE UM MAPA GENETICO
DE Arachis (The development of a genetic map for using anchor markers)

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

A utilizacao de parentes silvestres do amendoim cultivado (Arachis hypogaea)
na busca de genes de resisténcia a pragas é uma importante alternativa para o
desenvolvimento de variedades resistentes de amendoim, visto que A. hypogaea
possui estreita base genética e alta suscetibilidade a doencas. Para tal, se faz
necessario a construcao de um mapa genético, que possibilite tanto o isolamento
destes genes quanto a sua introgressdo em cultivares economicamente interessantes.
Espécies de Arachis tém genomas muito grandes. Isto dificulta a identificacado e o
mapeamento direto de genes de interesse. Uma outra espécie da familia das
leguminosas, Lotus japonicus, que tem um genoma bem menor, tem um mapa genético
de alta resolucao ja disponivel e os projetos de seqlienciamento de ESTs (expressed
sequenced tags) e do genoma estrutural estdo quase completos. Por isso, L. japonicus
tem sido considerada uma planta modelo para todas as leguminosas, auxiliando no
entendimento de outras espécies de genoma mais complexos. A comparacao entre
estes dois géneros e a andlise da ordem dos genes nos cromossomos possibilitarad a
identificacdo de regides correlatas entre os dois genomas (chamada sintenia), ou
seja, 0 mapeamento comparativo. Neste processo, sdo identificados marcadores
moleculares comuns aos diversos genomas, chamados marcadores-ancoras. Neste
trabalho, objetivou-se identificar marcadores produzidos a partir do genoma de L.
Japonicus, que também ocorrem no genoma de Arachis. Para tal, utilizou-se diferentes
conjuntos de primers de PCR construidos a partir destes marcadores e uma populacao
F2 de cerca de 100 individuos, resultante do cruzamento entre as espécies selvagens
A. duranensis e A. stenosperma. Até o momento, 11 pares de primers apresentaram
polimorfismo entre os parentais, e foram entao, utilizados para o mapeamento da
F2. Estes primers sao os primeiros anchor-markers descritos entre a planta—modelo
L. japonicus e Arachis spp.
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023 - PROTOCOLO OTIMIZADO DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO DE DNA
(Optimized protocol of PCR sequencing reaction)

Castro, A.S.1, Bisol, T.B.z, Borges Neto, CR’

Uma das etapas mais caras no sequenciamento de DNA é a reacdo de
sequenciamento. Esta reacdo é similar a uma reacdo de PCR, onde uma pequena
amostra de DNA é amplificada milhares de vezes in vitro. Sao adicionados na reacéao
de sequenciamento, os fragmentos de DNA a serem amplificados, um primer, e um
kit contendo nucleotideos livres, nucleotideos marcados com fluorescéncia, e a enzima
Tag polimerase. Durante a reacao, o primer ird se ligar a seqiiéncia complementar, e
os nucleotideos serdo incorporados de acordo com a fita molde. Haveréa tanto a
incorporacao dos nucleotideos livres ndo marcados, como a dos nucleotideos
marcados com fluorescéncia. Estes nucleotideos sao chamados de nucleotideos de
terminacao. Isso porque, cada vez que um nucleotideo de terminacao €é incorporado,
a leitura da fita molde é interrompida, gerando um fragmento de tamanho respectivo
ao local onde o nucleotideo de terminacao foi incorporado. No final, serdo gerados
fragmentos de varios tamanhos que serao lidos por um feixe de laser num aparelho
chamado de seqlienciador automatico de DNA. Um dos fatores que torna o servico
de sequenciamento em larga escala bastante oneroso é o preco dos reagentes,
principalmente dos kits usados na reacao de sequenciamento. Neste trabalho, foram
avaliados dois aspectos: a reducao da concentracao do kit “Big Dye Terminator”
(BDT) na reacao de sequenciamento e o impacto final desta reducao na qualidade
das seqUiéncias e na reducao dos custos. O volume de BDT recomendado pelo
fabricante é de 40% do volume total da reacao. Tal volume foi reduzido de 40% para
20% e 10%. Nao houve diferenca significativa de qualidade entre as seqliéncias
produzidas e os custos foram reduzidos de US$ 2,00 por reacédo, para US$ 0,50 e
USS$ 0,25, respectivamente. Totalizando uma economia de US$168,00 e US$144,00,
respectivamente, por placas formato 96.
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024 - PURIFICAGCAO E SEQUENCIAMENTO DE DNA - PROTOCOLOS OTIMIZADOS
(Purification and sequencing of DNA - optimized protocols)

Figueiredo, G.S.F.', Reis, A.C.de M.”, Castro, A.S.’, Borges Neto, C.R."

No seqlienciamento de DNA vérias etapas sado indispensaveis para obtencao de
seqUéncias de qualidade. Uma delas é a purificacdo do DNA que tem a funcao de
remover sais, primers, ddNTPs entre outros residuos provenientes da reacao de
PCR. Anteriormente a purificacdo temos as etapas seguintes: transformacao, onde
o DNA desejado é inserido em um vetor, geralmente em plasmideos da bactéria E.
coli. O arranjamento é a etapa que consiste na organizacao de clones transformados.
Cada clone é distribuido em um dos 96 pocos da placa de cultura permanente.
A minipreparacao consiste na amplificacdo e extracdo do DNA de interesse.
A quantificacdo € um método de controle da quantidade do DNA extraido na
minipreparacao. A reacdao de PCR amplifica ainda mais o DNA e incorpora os
compostos fluorescentes para posterior seqliénciamento automatico. A purificacao
é a etapa final antes da injecdo no Sequenciador Automético ABI 3700. Apds a
reacdo, as placas de PCR que foram retiradas dos termocicladores, recebem
isopropanol (65%), sdo seladas com adesivo resistente a alcool e invertidas trés
vezes, a seguir permanecem, protegidas da luz, a temperatura ambiente, durante
15 minutos, logo apdés sao centrifugadas por 45 minutos a 3400rpm, o excesso de
isopropanol é descartado e as placas invertidas em papel toalha. No passo seguinte,
acrescenta-se etanol (60%) e centrifuga-se a mesma velocidade citada, por
10 minutos, novamente, descarta-se 0 excesso e inverte-se as placas sobre o papel
toalha, esta etapa é repetida por mais uma vez. Em seguida, o excesso de etanol é
removido através de um “spin” (maximo de 300 rpm) e posteriormente sdo submetidas
a secagem em estufa (37°C) durante 15 minutos. Apds a secagem as amostras sao
ressuspendidas em 10uL de formamida e seguem para desnaturacao a temperatura
de 96°C durante 5 minutos. O procedimento de purificacdo é de fundamental
importancia para preservacao dos capilares do Seqlienciador Automatico de DNA,
aumentando a vida Util do mesmo. Além do exposto, a purificacdo esta diretamente
ligada a qualidade dos dados produzidos no seqglienciamento.

' Biologia, graduanda, UniCEUB, CNPq/RHAE-ITI, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

2 Biologia, graduanda, FTB, CNPq/RHAE-ITI, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3 Farmdcia, graduanda, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

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

51



025 - REGENERACAO DE PLANTAS DE FEIJAO AZUKI (Vigna angularis) ATRAVES
DE ORGANOGENESE DIRETA (Regeneration of Azuki bean plants (Vigna angularis)
by direct organogenesis)

Costa, M.F.', Osério, R.”, Coutinho, M.V.’ , Paes, N.S.", Cabral, G.B.%, Lima, J.N.’,
. 7
Grossi-de-Sa, M.F.

O feijao constitui uma importante fonte de alimento da populacao brasileira
devido a riqgueza de nutrientes e a facil adaptacdo as mais variadas condicdes de
clima e solo. A susceptibilidade dessa cultura ao ataque de inUmeros insetos-praga
que atacam os graos durante o periodo de armazenamento acumula perdas
consideraveis na producao total de feijao no Brasil. Através do melhoramento genético
e de técnicas de cultura de tecidos tem sido possivel o desenvolvimento de cultivares
resistentes a doencas e pragas. No Brasil, o feijdo mais consumido pertence ao
género Phaseolus. Entretanto, o seu potencial de regeneracdo in vitro e de
transformacdo é considerado bastante limitado. A producao de feijao azuki
(Vigna angularis) no Brasil ndo é significativa, porém esta espécie € menos recalcitrante
aregeneracao e transformacao, e devido a isto o laboratdrio estd desenvolvendo o
sistema de regeneracao desta espécie visando estender as mesmas condicdes para
Phaseolus vulgaris e Vigna unguiculata, baseado em protocolo de regeneracao de
plantas de feijao azuki (Vigna angularis) de Ishimoto (2002). Sementes de feijao
azuki comercial de cultivar desconhecida foram germinadas em meio MS (Murashige
e Skoog, 1962) contendo a metade dos sais, 1uM 2,4D e 0,8% de &gar, e mantidas
no escuro por 7dias, seguido de 3 dias na presenca de luz. Os epicétilos foram
cortados em partes de aproximadamente 10 mm, e distribuidos em placas de petri
contendo meio MS, 2mg/L cinetina e 0,8% agar. Os explantes foram para novas
placas contendo o mesmo meio a cada 15 dias. Apds os 40 dias de germinacao
inicio-se o surgimento de multibrotacées, os quais sdo mantidos em meio de
desenvolvimento (MS, 0,2mg/L ANA, 0,2mg/L GA3 e 100mg/L caseina hidrolisada)
para posterior enraizamento. A eficacia deste protocolo de regeneracao contribuirad
para o desenvolvimento de plantas de feijdo azuki resistentes aos insetos-praga de
armazenamento, assim como contribuird para os avancos no sistema de regeneracao
de plantas de feijao comum (P. vulgaris) e feijao de corda (V. unguiculata).

" Biologia, graduanda, FTB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Eng. Agr., graduando, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
S Eng. Agr., M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

4 Bidloga, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

5Eng. Agr., M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

6 Biologia, graduanda, FTB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
7 Biologa, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

52



026 - SUPER-EXPRESSAO DE TRANSGENE QUE CONFERE TOLERANCIA A ESTRESSE
HIDRICO EM Arabidopsis thaliana (Over expression of transgene confers tolerance
to water stress in Arabidopsis thaliana)

Lisboa, E.D.1, Romano, E.2

A escassez de agua é fator limitante na producéao de diversas culturas agricolas
resultando em enormes quedas na producao e tendo profundas implicacdes socio-
econdmicas. Por outro lado, a super expressao de BiP (proteina de ligacdo) em tabaco
conferiu alta tolerdncia quando submetida a estresse hidrico, demonstrando o potencial
deste gene para o desenvolvimento de plantas transgénicas tolerantes a seca em
culturas importantes para o agronegécio e agricultura familiar. No entanto, os
mecanismos moleculares pelos quais BIP confere tolerancia ndo sao conhecidos.
Por outro lado, o uso da transgenia tem levantado uma série de questdes a respeito
de possiveis efeitos pleiotrépicos que podem resultar da expressao de transgenes.
Para entender os mecanismos moleculares envolvidos na super-expressao do gene
BIP e detectar possiveis efeitos pleiotropicos advindos da expressao de BIP, plantas
modelo (Arabidopsis thaliana) foram transformadas com este gene através do método
de infiltracdo por botao floral mediado por Agrobacterium tumefaciens. As plantas
submetidas ao tratamento de transformacao foram autopolinizadas em casa de
vegetacao e as sementes resultantes foram coletadas, esterilizadas e semeadas
em placas de Petri contendo meio MS acrescido de antibiético (fator de selecado). Os
possiveis transformantes foram transferidos para meio de enraizamento e aclimatados.
O gene ntpll (resisténcia ao antibidtico) foi detectado através de reacao de PCR
utilizando DNA genémico das plantas confirmando que véarios eventos transgénicos
foram obtidos. Os transformantes agora estao sendo submetidos a estresse hidrico
e RNA destas plantas e de plantas sem tratamento serao utilizados como sonda em
experimentos de microarrays em chips comercias contendo todos os 27.000 genes
de A. thaliana.
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027 - TRANSFORMAGCAO GENETICA DE PLANTAS DE SOJA [Glycine max
L.(MERRIL)] VISANDO A PRODUCAO DO ANTICORPO scFvDIR83D4, ANTI-
ANTIGENO TUMORAL Tn. (Genetic transformation of soybean plants to production
of the scFvDIR83D4 antibody, an anti- tumoral Tn antigen)

Cusnha, N.B.1, Jur;gmann, L.2, Ciprgano, ™. ,GP(')voa, A.M.a, de Lucca, P.C.4, Leite,
A. , Vianna, G.R., Aragao, F.J.L. , Rech, E.L.

A crescente demanda por biomoléculas de interesse farmacolégico, tem induzido
o desenvolvimento de sistemas alternativos para a producao em larga escala e custos
mais reduzidos. A producao de biomoléculas em sistema vegetal, com seu acimulo
direcionado as sementes, tem apresentado caracteristicas interessantes em relacao
ao processo de sintese, secrecdo e compartimentalizacdo, modificacdes
pés-traducionais e purificacdo aplicadas a diferentes proteinas recombinantes.
A expressdo em sementes tem demonstrado evidencias como: expressao estavel
dos genes de interesse integrados ao genoma vegetal, auséncia de contaminantes e
patégenos comuns aos humanos e utilizacao de praticas de cultivo, colheita,
transporte, estocagem e processamento conhecidos. No presente trabalho foram
geradas plantas transgénicas de soja cultivar Conquista, via biobalistica, utilizando
co-transformacao com plasmideo pAG1, contendo gene marcador de selecdo AHAS,
e o plasmideo pSscFvDIR, contendo o gene do anticorpo sob controle do promotor
tecido-especifico da -phaseolina, objetivando a expresséo do anticorpo scFvDIR83D4
anti-antigeno tumoral Tn, bem como o seu acimulo em tecidos de reserva em sementes
de soja. A presenca do transgene ScFv em plantas de soja foi detectada por PCR na
geracao F1. Andlises do padrao de segregacao das insercoes génicas nas geracoes
subseqUientes e niveis de expressao do transgene em sementes de soja, estdo sendo
conduzidas através de andlises moleculares e bioquimicas. Os resultados obtidos
deverao formar a base para a avaliacao da potencial utilizacdo de sementes de soja
como bioreatores para a producao de anticorpos.

" Agronomia, graduando, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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028 - USO DE MARCADORES SCAR-RAPD EM MULTIPLEX-PCR PARA DETECCAO
DE ESPECIES DE Meloidogyne, PARASITAS DO CAFEEIRO (Application of
SCAR-RAPD markers in multiplex-PCR to detect coffee-damaging species of
Meloidogyne)

Souza, H.J.M.", Randig, 0.”, Carneiro, R.M.D.G.’

Os nematdides das galhas, género Meloidogyne, representam um dos principais
inimigos para as culturas agricolas no Brasil e no mundo. Na cultura do café, uns dos
principais produtos de exportacdo do pais, ocorrem trés espécies principais
(M. exigua, M. incognita e M. paranaensis), responsaveis por importantes reducdes
na producao global de café. A identificacao correta da(s) espécie(s) presente é de
fundamental importancia para a escolha de métodos de controle mais adequados.
Recentemente, marcadores espécie — especificos do tipo SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region), foram desenvolvidos para M. exigua (ex-D15-F/R),
M. incognita (inc-K14-F/R) e M. paranaensis (par-C09-F/R). O objetivo deste trabalho
foi de testar esses marcadores SCAR em reacao de multiplex-PCR, e avaliar o poder
de deteccao dessa técnica em uma situacao onde duas ou trés espécies estivessem
misturadas em diferentes proporcoes, situacao que pode ocorrer com certa freqiiéncia
no campo. Um mix contendo os primers SCAR, em quantidade equimolar, foi utilizado
em reacao de PCR para amplificar o DNA de 16 populacées de Meloidogyne spp.,
incluindo espécies parasitas do cafeiro no Brasil e América Central: M. exigua (4),
M. incognita(4), M. paranaensis (4); M. arabicida (1), M. arenaria (1) e duas espécies
nao identificadas (Meloidogyne sp1e sp2). A utilizacdo dos primers SCAR em condicao
multiplex-PCR nao altera os resultados de especificidade obtidos com o uso dos
primers individualmente, permitindo assim a deteccao de cada uma das trés espécies
a partir da amplificacdo de um fragmento de tamanho especifico para cada espécie:
560pb para M. exigua, 400pb para M. incognita e 200pb para M. paranaensis.
Nenhuma amplificacao foi observada para as outras espécies utilizadas.Os mesmos
fragmentos também foram amplificados de maneira especifica quando o DNA das
trés espécies foi misturado em proporcdes de 1 a 5%. O nivel minimo para deteccao
de misturas foi estimado em 1%. A técnica SCAR multiplex-PCR apresenta interesse
para identificacao de espécies em laboratdrio de rotina permitindo um diagnostico
preciso, relativamente rapido e de facil interpretacao.

' Biologia, graduando, UCB, CNPq, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Eng. Agr., Ph.D., CNPq, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
3 Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

556



029 - USO DE RADIACAO GAMA NA ELIMINACAO DE GENES MARCADORES DE
SOJA GENETICAMENTE MODIFICADA (Gamma radiation as a tool to remove marker
genes from transgenic soybean plants)

Tinoco, M.L.P.:, Reis, M.B.A.%, Abud, S.°, Souza, P.I.M.’, Vianna, G.R.”, Rech, E.L.",
Aragao, F.J.L.

O uso de um gene marcador no processo de transformacao confere uma
vantagem seletiva as células transformadas. Este € introduzido no genoma da planta
junto com os genes de interesse. Genes marcadores podem conferir a planta
resisténcia a antibidticos, a herbicidas ou ainda tornar possivel a identificacado e
selecao das células modificadas geneticamente sem causar injdrias ou morte a
populacao de células ndo-transformadas. No ultimo caso, os genes marcadores de
selecao podem conferir as células transformadas a capacidade de metabolizar alguns
compostos que nao sao usualmente metabolizados. O gene gus que codifica a enzima
B-glucurosidade (GUS), é amplamente utilizado como gene marcador devido,
principalmente, a simplicidade, a rapidez e a versatilidade dos métodos de deteccao
da atividade enzimética e ao fato de que a maioria das plantas nao apresenta atividade
enddgena significante. Devido as preocupacdes com biosseguranca, avaliacoes
complexas tém sido realizadas com o objetivo de estudar o potencial impacto de
genes marcadores presentes em plantas transgénicas para a saide humana e para
0 meio ambiente. Apesar de nao existirem evidéncias do efeito nocivo do uso de
plantas transgénicas com genes marcadores, a sua remocao ja esta declarada como
“boa pratica de laboratério” por varios comités de biosseguranca. Conseqlilentemente
véarias estratégias para remover os genes marcadores de selecdo tém sido
desenvolvidas. Visando a mutacao e consequlente eliminacao por agente fisico do
gene gus, neste trabalho sementes de soja transgénicas, variedade 8/19, foram
irradiadas com raios gamas (*°Co 225, 250, 275, 300 e 350 Gy). A populagédo M,
destas plantas foi submetida ao ensaio histoquimico para deteccao da atividade da
B-glucuronidase. Das plantas analisadas 36 apresentaram resultado negativo para o
gene gus indicando sua inativacao. Foram realizadas PCR utilizando iniciadores para
os genes ahas e gus a fim de conferir a integridade do gene de interesse que confere
resisténcia ao herbicida. Uma planta apresentou a eliminacao do gene gus, tendo o
gene ahas permanecido funcional. Estes resultados demonstram que é factivel a
eliminacao de genes marcadores através de tratamento das sementes com agentes
fisicos mutagénicos.
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030 - UTILIZACAO DA REGIAO-PRO DE PROTEINASE CISTEINICA HGCP- COMO
FATOR DE DEFESA NO CONTROLE DO NEMATOIDE DE CISTO DA SOJA Heterodera
glycines (Use of cysteine proteinase pro-region as defense factor the control of the
soybean cyst nematode Heterodera glycines)

Marra, BéM.1, Batista, J.A.N.”, Silva, F.B.”, Figueira, E.L.Z.", Cares, J.E.”, Grossi-de-
Sé&, M.F.

A cultura da soja é severamente atacada por diversas pragas e patégenos,
incluindo o nematdide de cisto Heterodera glycines. Como as enzimas proteoliticas
sdo essenciais no processo de alimentacdo deste nematdide, estas sao
potenciais-alvo no controle deste patégeno. Com o objetivo de avaliar o potencial da
regido-pro da proteinase cisteinica HGCP-I como alternativa de controle do nematéide
de cisto da soja, o gene HGCP-I foi isolado de uma biblioteca de cDNA de H. glycines
com uma sonda homéloga, previamente amplificada por PCR, usando primers
degenerados baseados nas regides conservadas de proteinases cisteinicas de
nematdide. A sequéncia da regido-pro foi expressa em sistema heterélogo Escherichia
coli e a proteina recombinante mostrou-se ativa in vitro, inibindo 95% da atividade
da proteinase cognata. A sequéncia de regido-pro foi entdo subclonada no vetor
pGPTV-Kan sob o controle do promotor CaMV35S (p100HG) e do promotor CaMV35S
modificado 4xB5 + A (p54HG). Os vetores foram utilizados na transformacao de
raizes de soja (cultivar: Br16 e Mandarin) via Agrobacterium rhizogenes
(“strain” 2659 e LBA 9402) mostrando eficiéncia de transformacéao de até 32%.
As raizes transformadas expressando a regido-pro foram detectadas pelo ensaio
imunolégico (western-blot) utilizando anticorpo policlonal anti regido-pro e os bioensaios
avaliando a infeccao, desenvolvimento e reproducao do nematdide sobre as raizes
transformadas expressando a regido-pro estdo em andamento.
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031 - ANALISE DA DIVERGENCIA GENETICA ENTRE LINHAGENS DE MELAO
UTILIZANDO MARCADORES RAPD (Analysis of genetic divergence among melon
lines using RAPD markers)

Cerqueira, A.A.1é Amorim,J.C.26, Paiva, M.R.1, Souza, Z.P.3, Paiva, W.O.4, Vieira,
J.V., Buso, A.J. , Buso, G.S.C.

Estima-se que a producao de melao, no Brasil, tenha aumentado cerca de 67%
no periodo compreendido entre 1999 e 2000. Existe a preocupacado dentre os
exportadores com satisfatério teor de aclcares, expresso como teor de sélidos
soltveis (medidos em graus-brix) presente no fruto no momento da comercializacao.
Uma das formas de se melhorar esta caracteristica é através do melhoramento
genético. Para se ter ganho genético é preciso se conhecer a distribuicdo da
variabilidade genética entre as linhagens dos programas de melhoramento.
Uma forma eficiente de se estudar a variabilidade genética é através da utilizacdo de
marcadores moleculares. Assim, 34 linhagens do programa de melhoramento da
Embrapa Hortalicas e outras 54 linhagens da Embrapa Agroindustria Tropical foram
analisadas utilizando-se RAPD. A andlise de similaridade genética permitiu identificar
76 marcadores moleculares polimérficos, viabilizando a construcdao de um
dendrograma, que mostra graficamente a variabilidade entre as linhagens dos
programas de melhoramento. A andlise indicou a formacao de cinco grandes grupos,
sendo que os trés primeiros formaram um grupo de linhagens do tipo Amarelo
originadas da cultivar Eldorado 300, enquanto os dois Ultimos grupos sao linhagens
de melao do tipo Amarelo (Gold mine, ML e L50), Cantaloupe (MR) e Tupa (MT) que
tem polpa salmao caracteristica do Cantaloupe. Entre as linhagens de melao do tipo
Amarelo, derivadas de Eldorado, encontrou-se similaridade de até 0,57. Entre as
linhagens MT, tipo Tupa, a similaridade foi de no minimo 0,86 e entre as ML, tipo
Amarelo, com contribuicdo da cultivar Gold Mine, foi de no minimo 0.84. Estes
resultados indicam que existe pouca variabilidade entre as linhagens MT e ML.
Por outro lado, pode-se indicar divergéncia entre linhagens S, originadas de uma
cultivar de polinizacao aberta (Eldorado 300). Pode-se prever, ainda, a obtencao de
hibridos potencialmente heterdticos pela combinacao de linhagens do tipo Amarelo
ou do tipo Tupa dos dois diferentes programas.
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032 - ANALISE DA ESTRUTURA GENETICA E TAXA DE CRUZAMENTO DE Cedrela
fissilis - CEDRO (MELIACEAE) UTILIZANDO MARCADORES MICROSSATELITES
(Genetic structure analysis and outcrossing rate of Cedrela fissilis based on
microsatellites markers)

Nakasu, E.Y.T.", Ciampi, A.Y.”

A técnica de utilizacdo de marcadores moleculares trouxe a possibilidade de
gerar grandes quantidades de segmentos polimérficos de DNA. Os marcadores
microsatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) sdo pequenas seqiénciasde 1 a 4
nucleotideos de comprimento, repetidos em tandem, amplamente distribuidos no
genoma de eucariotos. Estes sao ideais para o estudo de diversidade genética, fluxo
génico e relacdes de parentesco por serem multialélicos, codominantes e amplificados
via PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando pouca quantidade de DNA.
Tendo como objetivo o entendimento dos pardmetros genéticos populacionais
fundamentais para se definir estratégias de coleta e conservacao, vem sendo realizada
a andlise genébmica da espécie Cedrela fissilis — Meliaceae (Cedro) provenientes das
Florestas Estacionais Deciduas da Regido do Vale do Parana (GO). A espécie apresenta
baixa ocorréncia pela grande exploracao devido ao grande valor comercial da madeira
e, portanto, corre risco de extincdo. Apds a prospeccao da espécie nas Florestas
Estacionais Deciduas da Regiao do Vale do Parana (GO), foram coletadas folhas de
132 individuos adultos e sementes de 6 acessos de cedro. Estas 6 familias, com
15 descendentes cada, foram utilizadas para determinacao da taxa de cruzamento.
O DNA gendémico foi extraido a partir de folhas, segundo o protocolo CTAB 2%.
A genotipagem vem sendo realizada utilizando cinco locos SSR desenvolvidos na
Embrapa — Cenargen para cedro. A deteccao do polimorfismo foi observada em gel
desnaturante de poliacrilamida 4% corado com nitrato de prata. A andlise de dados
foi realizada pelos programas GDA (Genetic Data Analysis,versdao 1.0) e
MLDT (Multilocus Estimation of Outcrossing With Dominant Markers). Em andlises
preliminares de estrutura genética de outras populacées de cedro utilizando quatro
locos verificou-se alta diversidade genética (He=0,8235) e coeficiente de endogamia
(Fs=0,33) significativo (Cl 95%), indicando alta taxa de acasalamento entre individuos
aparentados, revelando possivel perturbacdo dos habitats de onde provieram os
gendtipos. A taxa de cruzamento avaliada foi de 98% indicando que a espécie é
preferencialmente al6gama.
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033 - ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA DE CEREJEIRA Amburana cearensis
UTILIZANDO MARCADOR MOLECULAR RAPD (Analisys of the genetic variability
of cerejeira Amburana cearensis using RAPD molecular marker)

Catelan, R.C.', Nakasu, E. Y. T.%, Vieira, D.L.M.’, Ciampi, A.Y.", Scariot, A.”

A Amburana cearensis (Leguminosae-Papilionoideae), conhecida como cerejeira
ou amburana, encontra-se na lista de espécies ameacadas de extincao devido a
exploracao excessiva de sua madeira por parte de indUstrias carvoeiras, construcoes
e fabricacao de mdveis, bem como pela forte pressao antrépica exercida na expansao
do setor agropecudrio. Com objetivo de avaliar a variabilidade genética entre e dentro
das populacdes naturais de cerejeira, a analise gendmica foi realizada para fornecer
subsidios aos programas de conservacao, indicando estratégias e acées necessarias
ao manejo de espécies ameacadas de extincdo. RAPD (Random Amplified Polymorfic
DNA) é uma técnica amplamente utilizada para anélise da variabilidade genética,
apresentando vantagens como simplicidade e obtencao de alto grau de polimorfismo
com baixo custo em curto prazo. Esta técnica utiliza primers curtos e de seqiiéncia
arbitraria, sendo os marcadores do tipo dominante e o polimorfismo se apresenta de
forma binaria, pela auséncia ou presenca de banda. Foram analisadas 4 populacées
das Florestas Estacionais Deciduas da regido do Vale do Parana (GO), totalizando
96 individuos. Dos 80 primers foram selecionados 30 primers que apresentaram no
minimo 2 bandas polimérficas por individuo, obtendo um total de 123 marcadores
RAPD polimérficos. As andlises foram obtidas a partir do programa NTSY'S utilizando
o coeficiente DICE pelo método de agrupamento UPGMA, e a anélise de variancia
molecular (Amova) para quantificar a variabilidade genética das populacdes da espécie.
O dendrograma nao apresentou agrupamentos consistentes relativos as 4 regides
de acordo com a localizacao nas Florestas Estacionais Deciduas da Regiao do Vale
do Parana (GO). Onze individuos entre os 24 da populacdo 3 apresentaram um
agrupamento de similaridade de 82%. Esses dados de similaridade genética cruzados
com a matriz de distancia geogréafica contribuirdo na definicao de critérios a serem
utilizados para a conservacao “in situ” da espécie.
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034 - AVALIACAO DE ACESSOS DE MELAO VISANDO IDENTIFICAR FONTES DE
RESISTENCIA A Acidovorax avenae subsp. citrulli (Evaluation of melon accessions
for resistance to Acidovorax avenae subsp. citrulli)

Jos<2é Jr., G.1, Melo, L.A.1, Marques, A.S.A.z, Lopes, C.A.S, Buso, G.S.C.Z, Nass,
L.L.

A producao de melao (Cucumis melo) no Brasil, em 2002, foi de 283,3 mil t
ocupando 14,1 mil ha. Desse total foram exportadas 99 mil t, correspondendo a
cerca de 16% das exportacdes brasileiras de frutas frescas. E uma cultura que
apresenta uma grande importancia social, principalmente em regides carentes que
necessitam de novas oportunidades econémicas. A mancha aquosa, causada por
Acidovorax avenae subsp. citrulli, foi detectada pela primeira vez no Brasilem 1997,
no Rio Grande do Norte, tornando-se uma séria ameaca ao cultivo de meldo na
Regido Nordeste, causando perdas de até 100%, principalmente no meldo Valenciano
Amarelo, o tipo mais cultivado na regido. Na Embrapa Hortalicas, existe uma colecao
de germoplasma de meldao com 531 acessos de diferentes origens, envolvendo
cultivares, variedades de polinizacao aberta, hibridos, linhagens e espécies silvestres.
Com o objetivo de identificar fontes de resisténcia a A. avenae subsp citrulli foram
iniciadas avaliaces em condicdes de telado. A primeira avaliacao incluiu 76 acessos
da colecado, sendo que os acessos com o maior grau de resisténcia, foram
selecionados para nova avaliagcdo juntamente com outros materiais. Na segunda
avaliacao foram utilizados 43 acessos. Para tanto foi utilizado o delineamento em
blocos ao acaso com quatro repeticdes. A inoculacao foi efetuada em plantas com
quatro folhas definitig/as pela pulverizacdo da suspensado bacteriana contendo
aproximadamente 10 ucf/ml do isolado “CNPH Maisa 2” da bactéria. As plantas
inoculadas foram submetidas a camara Umida por 48h. O desenvolvimento de
sintomas foi observado cinco dias apds a pulverizacao e a avaliacdo da resisténcia
foi feita sete dias apds a inoculacdo, utilizando escala de notas de 1 (auséncia de
sintomas) a 5 (queima total das folhas inoculadas). Foram observadas diferencas
entre e dentro dos acessos indicando alta variabilidade genética para a resisténcia
a mancha aquosa. Deve-se enfatizar que nenhum acesso foi classificado como
totalmente resistente, entretanto, 23% dos acessos apresentaram média < 2,5.
Tais acessos mostraram-se promissores e, oportunamente, serdao multiplicados e
submetidos a uma nova avaliacao.
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035 - BUSCA E SELECAO DE GENES EM QTLs RELACIONADOS A TOLERANCIA A
SECA PARA IDENTIFICACAO DE SNPs EM ARROZ (Oryza sativaL.) (Search and
selection of genes in QTLs linked to drought tolerance in rice [Oryza sativa L.] for
SnPs discovery)

Pessoa-Filho, M.A.C.P.', Ferreira, M.E.

Os dados de seqiiéncia de DNA cobrindo os aproximadamente 430 milhGes de
pares de base dos 12 cromossomos de arroz (Oryza sativa L.) representam um
marco no desenvolvimento cientifico. Grande parte da informacao sobre sequiéncias,
mapas genéticos, mutantes, ou caracteristicas fenotipicas de arroz pode ser
acessada em bancos de dados mantidos em diferentes paises. No Brasil, o plantio
de gramineas é fortemente influenciado por fatores abiéticos, e a disponibilidade de
agua é um dos que mais se destacam. Vdrias regides do genoma do arroz associadas
ao controle da tolerancia a seca foram identificadas. Este trabalho teve como objetivo
a varredura de regides cromoss6micas associadas a tolerancia a seca, visando a
selecdo de genes relacionados a este carater, baseando-se em informacdes de
bancos de dados genémicos de arroz. Tendo como referéncia diferentes mapas
genéticos e estudos de deteccao de QTLs, foram selecionados ao longo do genoma
locos associados ao controle de tolerdncia a seca. Regides genémicas delimitadas
pelos marcadores microssatélites RG257-BCD3086 (cromossomo 10) e
RZ337-RG351 (cromossomo 7) foram analisadas visando a identificacao de ORFs
relacionadas a mecanismos de ajuste osmético (proteinas de membrana, transporte
celular), desenvolvimento de raiz, vias metabdlicas associadas a estresse hidrico,
bem como genes expressos diferencialmente em gramineas em bioensaios de
tolerancia a seca. Um total de 24 genes candidatos foi identificado nas regides
mapeadas. Oligonucleotideos iniciadores foram desenhados para éxons nas porcoes
5" e 3’ dos genes, assim como em éxons internos, de acordo com o tamanho e
estrutura do gene. Os resultados iniciais confirmam a existéncia de genes
potencialmente associados a mecanismos de tolerdncia a seca nas regioes
cromossOmicas previamente mapeadas. Os dados possibilitam a elaboracao de
rotinas para busca automatizada de genes de interesse em regides que controlam
caracteristicas quantitativas. Este trabalho constitui a fase inicial de um projeto de
estudo de variacao alélica em genes de caracteristicas quantitativas e sua relacao
com variacao fenotipica em arroz.
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036 - CARACTERIZACAO DE ACESSOS DE GERMOPLASMA DE Arachis QUANTO
A RESISTENCIA AO Aspergillus flavus (characterization of Arachis germplasm
accessions to Aspergillus flavus resistance)

Martino, L.A.1, Ribeiro, V.S.2, Cardoso, T.O.S, Favero, A.P.4, F%amos,V.R.5

O Brasil produziu, em 2002, aproximadamente 175 mil t de amendoim
(Arachis hypogaeaL.), sendo 80% destinado ao consumo in natura, na forma de
doces caseiros ou confeitos industrializados. Graos de amendoim armazenados em
condicdes de umidade e/ou temperatura altas ou oscilantes estdo mais vulneraveis
a infeccdes por fungos como os dos géneros Aspergillus e Penicillium. Aflatoxinas
sdo metabdlitos produzidos por Aspergillus ssp., fungos do solo que podem
contaminar vagens no campo, graos armazenados ou processados (com excecao
do ¢6leo), tornando o amendoim impréprio para o consumo. Diversas espécies
silvestres apresentam resisténcia a doencas, inclusive ao Aspergillus flavus.
O objetivo deste trabalho foi caracterizar acessos de espécies silvestres e de
A. hypogaea, quanto a resisténcia ao fungo A. flavus. Foram avaliados sete acessos
de espécies silvestres e cinco de A. hypogaea em condic6es de laboratério em
experimento inteiramente casualizado. Usou-se bandeja de isopor com 10 sementes
de cada acesso, onde metade foi mantida com testa e a outra6metade sem testa.
Estas sementes foram inoculadas com uma solucédo de 4x10 esporos por ml de
agua destilada e Tween 20 a 0,1%. Apds oito dias, foi feita a avaliacdo do nivel de
contaminacdo das sementes através do uso de uma escala de um a cinco. Foi feita
andlise de variancia e utilizou-se o Teste de Tukey a 5% de significaAncia como teste
de médias. Os resultados indicaram que todos os tratamentos com sementes sem
testa mostraram os maiores niveis de contaminacao pelo fungo e nao apresentaram
diferencas significativas entre os acessos a 5% de probabilidade. Houve diferencas
significativas entre os tratamentos com testa e sem testa. As sementes com testa
mostraram maior resisténcia a entrada do fungo do que aquelas sem testa, sugerindo
que a testa é uma importante barreira fisica a penetracao pelo fungo. No tratamento
com testa, houve diferenca significativa entre as espécies e aquelas que
apresentaram maior resisténcia foram A. hypogaea subsp. hypogaea, A. kuhlmannii,
A. stenospermae A. cruziana.
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037 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS PRINCIPAIS RACAS DE OVINOS
DESLANADOS DO BRASIL A PARTIR DE MARCADORES MOLECULARES
RAPD-PCR (Characterization of the principal breeds of brazilian hair sheep using
rapd-pcr molecular markers)

Silvério, v.C.G', Paiva, S.'I;.R.z, Egito, A.A.°, McManus, C., Faria, D.A.%,
Mariante, A.S. , Castro, S.R. , Albuguerque, M.S.M., Dergam, J.A.

O Brasil possui racas de ovinos que foram naturalizadas. Algumas destas racas
sdo tratadas como mesticas, como a Santa Inés, que é considerada um cruzamento
da raca naturalizada Morada Nova e a raca exdtica Bergamacia. Para testar a
veracidade dessa origem, bem como avaliar a unicidade das populacdes das racas
naturalizadas brasileiras, foi feito um estudo dos padrdes de semelhanca molecular
obtidos a partir de marcadores RAPD-PCR. Foram utilizados 238 individuos
provenientes de diferentes estados e distribuidos entre as racas Santa Inés,
Bergamacia, Rabo Largo, Morada Nova e Somalis. Ao final da triagem de 140 primers
foram selecionados 54 loci a partir de 19 primers. A Rabo Largo apresentou a
maior diversidade génica em relacao as demais racas. Nas andlises inter-raciais,
baseadas na freqléncia de bandas presentes, todas as racas foram
significativamente diferentes entre si (Teste Exato de Fisher p<0,000001).
Foi observado pela andlise de varidncia molecular (AMOVA), que 14,92% da variacao
total (p <0,000001) foi em razao de diferencas inter-raciais. A AMOVA também
sugere que existe uma estruturacao genética significativa nas populacoes contidas
dentro de cada raca, visto que a diferenca entre as populacées de uma mesma raca
foide 9,27% (p <0,000001). Valor este muito similar aos 9,54% (p <0,00098) da
variacao total encontrado entre as racas. O dendrograma obtido pela distancia génica
de Nei e o algoritmo Neighbor-joining mostrou que a Santa Inés ficou mais préxima
da Bergamacia (97% bootstraping) e que os mesmos ficaram mais préximos da
Rabo Largo do que a morada Nova (81% bootstraping). Os resultados sugerem que
a baixa variacao genética entre as ragcas pode ser em virtude do alto indice de
cruzamentos absorventes realizado pelos criadores, ou por efeitos de deriva génica
ao longo dos anos, porém as diferencas observadas sao significativas.
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038 - CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE SACOS EMBRIONARIOS DE ACESSOS
APOMITICOS FACULTATIVOS DE Brachiaria brizantha (Morphological
characterization of embryo sacs in facultative apomictic accessions of Brachiaria
brizantha)

Simées, K.C.C.', Falcdo, R.”, Aratjo, A.C.G.”

O género Brachiaria compreende cerca de 100 espécies de gramineas, das
quais algumas sdo economicamente importantes como pastagens. Uma andlise do
modo de reproducao indicou a ocorréncia de apomixia e sexualidade dentro da mesma
espécie, para vaérias espécies de Brachiaria. A sexualidade em Brachiaria é
caracterizada pela presenca de um saco embrionario meioticamente reduzido do tipo
Polygonum e pela dupla fertilizacdo. Esse saco embrionario apresenta oito nticleos
em sete células. A apomixia € um modo assexual de reproducao, representando uma
forma natural de clonagem através de sementes, onde o embrido desenvolve-se
autonomamente. Na apomixia gametofitica, esse embrido origina-se a partir de um
saco embriondrio ndo reduzido. Nos acessos apomiticos de Brachiaria, os sacos
embriondrios sao apospdricos e do tipo Panicum, apresentando quatro células e seus
respectivos nucleos. Entretanto, sacos embriondarios do tipo Polygonum também sao
observados em plantas apomiticas de Brachiaria, em diferentes freqliéncias e quase
sempre associados a um ou multiplos sacos embrionarios apospdricos, indicio de
que a apomixia é facultativa. Mas ainda ndo se sabe realmente se os sacos
embrionarios meidticos presentes nos évulos de plantas apomiticas podem ser
fertilizados e dar origem a sementes. Para melhor compreender a apomixia facultativa,
fez-se andlises morfolégicas em O6vulos dos acessos apomiticos
BRA 002232, BRA 003450 e cv. Marandu. As observacdes sugerem que
deve-se prosseguir os estudos sobre a possivel ocorréncia e inducao da reproducao
sexual em acessos apomiticos de B. brizantha utilizando o acesso BRA002232, que
apesar de originar um pequeno nimero de sementes, apresenta poucos 6vulos
abortados, baixa embrionia precoce e uma alta freqliéncia de sacos embrionarios do
tipo Polygonum, inclusive com alguns situados na regidao micropilar do évulo.
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039 - CONTAGEM DE CROMOSSOMOS DE HIBRIDOS INTERESPECIFICOS DE
Arachis (Chromossome counting of Arachis interspecific hybrids)

Fonseca, F.C.A.", Santos, R.F.”, Favero, A.P.’, Valls, J.F.M.”

O género Arachis possui 69 espécies descritas, sendo 27 da Secao Arachis,
na qual se situa o amendoim, A. hypogaea. Os principais problemas da cultura no
Brasil sdo doencas fungicas como a mancha preta (Cercosporidium personatum),
mancha castanha (Cercospora arachidicola) e ferrugem (Puccinia arachidis), as quais
vérias espécies silvestres possuem resisténcia. O projeto visa a levar genes de
resisténcia as cercosporioses e ferrugem, de espécies silvestres para o amendoim
cultivado, através do cruzamento entre A. hypogaea e anfidipléides sintéticos obtidos
via hibridacdes entre espécies silvestres de Arachis. O objetivo deste estudo foi
contar o numero de cromossomos de individuos de progénies oriundas dos
cruzamentos entre A. hypogaea e os anfidipldides sintéticos visando a programar
retrocruzamentos com A. hypogaea, com vistas ao melhoramento do amendoim.
Foram analisadas progénies oriundas de 9 combinacdes hibridas que envolveram
A. hypogaea cvs. BR1, IAC-Caiapd, IAC-Runner 886 e IAC-Tatu-ST e as espécies
silvestres A. aff. magna, A. cardenasii, A. duranensis, A. hoehnei, A. ipaénsis e
A. villosa. Folhas coletadas foram colocadas em placas de Petri com algodao e
papel de filtro umedecido,uma lamina e um chumaco de algodao Umido no peciolo.
As raizes foram coletadas e colocadas em hidroxiquinoleina (4h) e posteriormente
em Carnoy (24h). Acrescentou-se HCI 5N (20 min), seguindo de coloracdo com
reativo de Schiff (2h). Prepararam-se laminas, em que adicionou-se carmin acético
2%. Das 9 progénies avaliadas, 7 mostraram 40 cromossomos (tetrapléides) e em
duas progénies observou-se 30 cromossomos (tripldide). As progénies confirmadas
com 40 cromossomos serao utilizadas no retrocruzamento com A. hypogaea, podendo
gerar novos hibridos férteis e com a incorporacao de genes de resisténcia oriundos
das espécies silvestres. As progénies com 30 cromossomos serdo tratadas de
forma diferenciada das demais, procurando-se desenvolver os retrocruzamentos
com A. hypogaea, sendo esta espécie usada como genitor feminino ou masculino.
Outro enfoque importante seré a duplicacdo de cromossomos de plantas tripldides
pelo uso da colchicina.
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040 - CRUZABILIDADE INTERSECCIONAL EM Arachis (LEGUMINOSAE)
(Intersectional crossability in Arachis (Leguminosae))

Rodrigues, L.S.", Valls, J.F.M.”

Em Arachis, cruzamentos interseccionais podem ser vidveis, mas os hibridos
sdo estéreis. As espécies da seccao Erectoides despontam pela resisténcia a pragas,
pela alta capacidade regenerativa de A. paraguariensis e por sua cruzabilidade
intersecional. Em 1997, foi realizada a hibridacao entre A. paraguariensis (V 7677) e
A. pflugeae (V 13589-seccao Procumbentes), com eficiéncia de 34,21%. A colheita
de dezenas de sementes dos 13 individuos F, comprova a primeira hibridacéo
interseccional fértil no género. Em 2002, fez-se cruzamentos envolvendo as seccdes
Erectoides, Procumbentes e Arachis, para anélise do comportamento de hibridos
entre o acesso usado de A. paraguariensis e outros dois acessos da espécie; de
A. pflugeae com os mesmos representantes de A. paraguariensis, e do acesso inicial
de A. paraguariensis com espécies da seccao Arachis. Houve 19 combinacdes entre
15 espécies, sendo 4 de Erectoides, 2 de Procumbentes e 9 de Arachis. Espécies de
Erectoides foram cruzadas entre si e com A. pflugeae, e o acesso V 7677 com todas
as espécies envolvidas, sempre como planta mae. Arachis stenophylla (Erectoides),
A. pflugeae e as espécies da seccdo Arachis foram doadoras de pdlen. A alta
germinacao do pdlen, a excecao de A. stenophylla (5%), indica ndo haver impedimento
para a fertilizacdo. Foram 1616 polinizacées, variando o nimero entre as combinacoes,
conforme a floracao dos genitores. Os primeiros resultados mostram que, a excecao
da combinacdo que envolveu A. stenophylla, todas formaram frutos. Mas, dos
1012 segmentos de frutos, apenas 415 tinham sementes. A maioria dos frutos
vazios foi observada nos cruzamentos com espécies da seccao Arachis.
A cruzabilidade real sera constatada apds a germinacao das sementes, pela andlise
morfolégica, citolégica e da viabilidade de pélen dos possiveis F,. Busca-se uma
cadeia de espécies-ponte, que permita a transferéncia de genes de membros das
seccoOes primitivas de Arachis ao amendoim, por via sexual.
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041 - DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE MARCADORES MICROSSATELITES
PARA Symphonia globulifera (CLUSIACEAE) E Carapa guianensis (MELIACEAE)
(Development and optimization of microsatellite for Symphonia globulifera (Clusiaceae)
and Carapa guianensis (Meliaceae)

Vinson, C.C.", Azevedo,V.C.R.”, Almeida, T.N.S.”, Ciampi, A.Y.", Sampaio, I.°

Symphonia globulifera (anani) e Carapa guianensis (andiroba), sdo arvores da
floresta amazonica, que se destacam na economia madeireira. Estas espécies estao
sob monitoramento em 500 hectares em uma drea manejada em Santarém-PA.
No estudo da sustentabilidade destas espécies, as varidveis genéticas e ecoldgicas
sdo importantes para estimar os impactos causados pela exploracao. Para isso os
SSR (Simple Sequence Repeats) ou microssatélites sdo uma ferramenta importante,
pois pode-se analisar a diversidade genética, estrutura de populacoes e fluxo génico.
O objetivo deste trabalho foi desenvolver novos marcadores SSR para as espécies
no sentido de obter andlises genéticas significativas. A biblioteca genémica foi
enriguecida com “motifs” de poli AG, ligada ao plasmidio pGEM-T e transformada
em E. coli, cepa XL1-Blue. Foram seqlienciados 290 clones de C. guainensis.
Os clones positivos de S. globulifera foram confirmados por hibridizacdo com sondas
poli AG/TC e 183 clones foram seqilienciados. Foram desenhados para C. guiananeis
e S.globulifera, 17 e 20 pares de primers, dos quais 14 primers (82,3%) e
19 primers (95%) tiveram os fragmentos robustos amplificados, visualizados em
gel de agarose 3,5% na presenca de brometo de etidio e luz UV. Na deteccéao de
polimorfismo por meio do gel desnaturante de poliacrilamida 4% corado com nitrato
de prata, 10 e O5 primers apresentaram-se polimérficos, sendo verificada a média
de 4,5 alelos/locos e He=0,63 para C. guianensis e 5,8 alelos/locos e He= 0,75
para S. globulifera em 12 individuos. Estes locos juntos com os O3 marcadores
obtidos previamente serdo caracterizados para cada espécie e utilizados para um
estudo genético que fornecerd subsidios para um plano de manejo sustentavel.

" Bi6loga, mestranda, UFPA, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

2 Bidloga, B.Sc., FUNTEC/IBAMA/DFID, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
3 Bolsista, FUNTEC/IBAMA/DFID, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

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

5 Bidloga, Ph.D., UFPA.

71



042 - DETECCAO DA VARIABILIDADE GENETICA, VIA MARCADORES
MOLECULARES RAPD, EM POPULACOES BRASILEIRAS, ARGENTINAS E
PARAGUAIAS DE Bemisia tabaci (Detection of genetic variability of brazilian,
argentinean and paraguaian whitefly populations based on RAPD markers)

Lago, W.N.M.', Queiroz, P.R.”, Truol, G.%, Lima, L.H.C.", Oliveira, M.R.V..*

A recente explosao populacional de moscas-brancas em diversas regides do
mundo, causando elevados danos econémicos a cadeia produtiva de diversas culturas,
trouxe a tona a complexidade do género Bemisia, como praga e como vetor de
fitoviroses. Para o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle se faz
necesséria a identificacao das populacdes desta praga existentes no Brasil e em
outros paises, uma vez que estudos recentes sugerem que a espécie Bemisia tabaci
representa um complexo de numerosos bidtipos, cada qual com suas peculiaridades
adaptativas e diruptivas, exigindo manejos fitossanitarios mais especificos e eficazes.
O presente trabalho teve como base a variabilidade genética das amostras
populacionais de B. tabaci, coletadas em trés paises sul-americanos - Brasil,
Argentina e Paraguai — tendo como suporte procedimentos moleculares baseados
em RAPD, utilizando-se cinco primers aleatérios. Os resultados demonstram a
variabilidade genética entre as populacdes estudadas, confirmando o dominio do
biétipo B, mais agressivo, no Brasil e detectando a presenca do biétipo BR na
Argentina e Paraguai, resistindo ao dominio das correntes populacionais invasoras
do biétipo B. Tais resultados sugerem falhas nos processos adaptativos do bidtipo
B no dominio dos nichos agroecoldgicos do biétipo BR na Argentina e no Paraguai,
configurando ferramentas valiosas para o monitoramento da dispersao deste biétipo
e para investigacoes futuras dos fatores inibitérios intrinsecos necessarios ao
controle do seu estabelecimento.
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043 - DETECCAO DE NOVOS BIOTIPOS PENTAPLOIDES NO GRUPO DILATATA DE
Paspalum (GRAMINEAE) (Detection of new pentaploid biotypes in the group Dilatata
of Paspalum (Gramineae))

Machado, A.C.C.", Valls, J.F.M.>, Santos, S.°

O grupo Dilatata de Paspalum L. relne 4 espécies. Destas, P. dilatatum Poiret
mostra ampla variabilidade, com sete biétipos descritos, com atributos morfoldgicos,
citolégicos e reprodutivos peculiares. Presume-se que o biétipo pentapléide “Comum”
tenha-se originado de um cruzamento natural entre o tetrapléide sexual “Flavescens”
e o hexapléide apomitico “Uruguaio”. A distribuicao dos bidtipos 4x e 6x sugere que
tal evento tenha ocorrido na area hoje correspondente ao Uruguai. O valor das
espécies de Paspalum nas pastagens naturais estimula continuo interesse por sua
utilizacao em cultivo. Com isto, a busca de germoplasma dessas espécies vem
crescendo, bem como os estudos de caracterizacdo. A andlise mitética de novos
acessos levou a deteccao de dois novos citotipos pentapldides, com origem distinta
do “Comum?”. O primeiro (V14285), associa-se geografica e morfologicamente ao
biétipo hexapldide “Torres”, mas tem inflorescéncias mais longas e ramosas.
Infere-se a possibilidade de origem por hibridacdo entre o biétipo hexapldide
P. dilatatum “Torres” e P. urvillei Steud., tetrapldéide sexual, simpatrico na area de
coleta. O segundo novo pentapléide, V14253, resulta, provavelmente, da hibridacao
entre os biotipos “Virasoro” (sexual, 4x) e “Uruguaiana” (apomitico, 6x) de
P. dilatatum, mostrando caracteristicas morfolégicas e citolégicas intermedidrias
entre tais biétipos. A mais distintiva é a presenca de 7 ou mais nervuras no lema
estéril, tipica do “Virasoro”, em espiguetas muito menores, que reportam ao
“Uruguaiana”. A simpatria com ambos reforca a hipétese. Relata-se o encontro, no
Brasil, de dois bidtipos pentapléides adicionais em Dilatata, e sugere-se a semelhanca
de origem dos trés pentapldides, pelo cruzamento natural entre tetrapléides sexuais
e hexapléides apomiticos, todos distintos. Acrescenta-se, aos processos de evolucao
do grupo, a possibilidade de cruzamentos naturais interespecificos.
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044 - DISTANCIA GENETICA ENTRE POPULAGOES DE BUFALOS USANDO
MARCADORES RAPD (Genetic distance among buffalo populations using RAPD
markers)

Silva, A.C.M.", Alburquerque, (Ii\/I.S.M.z, Egito, /;\.A.3, Paiva, S.R.", Castro, S.T.R.,
Marques, J.R.F., Costa, M.R. ', Mariante, A.S.

A caracterizacdo genética permite estimar a variabilidade dentro e entre as
populacdes, fornecendo subsidios para os programas de melhoramento e de
conservacao. Utilizando a técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
foram analisados dados genéticos de cinco grupos de bufalos: Murrah (1), Jafarabadi
(2), Mediterraneo (3), Carabao (4) e Tipo Baio (5) de rebanhos da Embrapa,
Universidades e propriedades particulares. O DNA foi extraido de linfécitos, utilizando
protocolo ndo organico. Na triagem dos primers foi usado um animal de cada grupo.
Os primers polimérficos foram amplificados em 48 animais de cada grupo, exceto
do Mediterraneo, com 43 animais. O volume da reacao a ser amplificada foi de
13 %1, contendo 20 mM Tris-HCI (pH 8,4); 50mM KCI; 2,5mM MgCl ; 200% M de
cada dNTP; 8% de BSA a 2,5 mg/ml; O,4uM de primer arbitrério; 1,5 Ui de Tag DNA
polimerase e 10ng de DNA gendmico, na seguinte programacéao: 5" a 94°C, seguidos
de 40 ciclosde 1"a94°C, 1"a36°Ce 2"a72° C. Os produtos da reacao foram
separados por eletroforese, em gel de agarose a 1,4% em um tampao de corrida
(TBE 1x), corado com brometo de etidio e observados sob luz ultravioleta. Dos 147
primers testados 72 foram polimérficos. Destes, foram escolhidos, a principio,
12, que geraram 50 marcadores. Foi utilizado o programa NTSYS - PC (versao 2.0).
Com base no dendrograma gerado pelo método de UPGMA, a partir da matriz de
similaridade utilizando o indice de Jaccard, observou-se que o grupo 3 formou um
cluster separado dos demais, demonstrando identidade genética prépria. Em um
cluster maior reuniram-se os demais grupos, sendo que os animais do grupo
4 formaram um subcluster diferenciado. O grupo 2 distribuiu-se em grupamentos
menores ao longo do dendrograma, o que prova a importancia do uso de um ndmero
maior de marcadores, na tentativa de melhor resolucdo do quadro de diversidade
genética dos grupos em questao.
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045 - ESTIMATIVA DE FREQUENCIA DE ALELOS NULOS EM PRIMERS
MICROSSATELITES DE Eucalyptus UTILIZANDO DETECCAO FLUORESCENTE
(Frequency estimation of null alleles with Eucaliptus microsatellite markers using
fluorescent detection)

Bueno, N.W.", Missiaggia, A.A.z, Grattapaglia, D

Uma bateria de locos microssatélites desenvolvidos para eucalipto em nosso
laboratério, tém sido amplamente explorados para o desenvolvimento de mapas
genéticos. A genotipagem correta de genitores e sua progénie € uma etapa essencial
para a elaboracdo de um mapa genético. Essa informacao pode também ser aproveitada
para confirmar a constituicao genotipica dos genitores, principalmente para individuos
que sdo caracterizados a prioricomo homozigotos. Se um individuo homozigoto A A,
para um loco A for cruzado com um individuo heterozigoto A,A para o mesmo loco,
a progeénie ira constar apenas de individuos A /A, e A A,. Porém, se junto com essas
duas classes de genétipos forem encontrados individuos apresentando apenas o
alelo A, ou o alelo A, em sua constituicdo genética, pode-se inferir que o parental
apresentado como A A, ndo gera apenas gametas A,. Na verdade, este individuo
transmite o alelo A, a partir de um cromossomo e um outro alelo nulo a partir do
outro cromossomo. O alelo nulo é originado por uma mutacao (indel ou SNP) no sitio
de anelamento de pelo menos um dos primers na regido amplificada do microssatélite.
Este alelo nulo s6 pode ser detectado através da andlise de transmissao alélica entre
duas geracodes. O conhecimento desta informacao é de extrema importancia para
estudos de genética de populacdes, em que o alelo nulo leva a producao de excesso
de aparentes homozigotos, resultando em estimativas de freqiiéncia alélica incorreta
e superestimando coeficientes de endocruzamento. Este trabalho teve como objetivo
fazer um levantamento da freqtiéncia de locos microssatélites que apresentam alelos
nulos em eucalipto. Este levantamento esta sendo realizado a partir da anélise da
genotipagem com deteccao fluorescente em plataforma ABI3100 de uma progénie
gerada para a construcao de um mapa genético. Dentre os 133 locos analisados até
o momento, 21 apresentaram alelos nulos. Outros cruzamentos foram analisados
para estender esta andlise. A observacao desses alelos nos mesmos locos em
individuos geneticamente nao aparentados indica que o sitio no qual os primers foram
desenhados originalmente sao sujeitos a mutacdes, demandando o re-desenho de
primers.
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046 - ESTRUTURA GENOMICA DE TRES MEGABASES DE DNA GENOMICO
“SHOTGUN”" DE Eucalyptus: CONTEUDO NUCLEOTIDICO, SEQUENCIAS
REPETITIVAS E GENES (Genomic structure of 3 Mbp of Eucalyptus genomic DNA
obtained by shotgun: nucleotide content, repetitive sequences and genes)

Lourenco, R.T.1, Pappas, G.J.z, Cunha, A.F.S, Pereira, G.A.G.4, Grattapaglia, D.’

Com o intuito de obter uma visado da estrutura e composicdo do genoma de
Eucalyptus, seqlienciamos aleatoriamente cerca de 10.000 fragmentos de DNA
gendémico de Eucalyptus grandis obtidos através de “shotgun” de uma biblioteca
gendmica, totalizando mais de 3,0 Mb validos, aproximadamente 0,5% do genoma
(640 Mb). Depois de selecionadas quanto a qualidade, estas seqUiéncias foram
analisadas em termos do seu conteldo nucleotidico, presenca de regioes repetitivas
e genes putativos. Na andlise do contelido GC e de seqliéncias repetitivas, com o
RepeatMasker, verificamos que estas seqliéncias de DNA genémico continham,
em média, 40,15% de GC. Aproximadamente 3,9% das bases estavam em regides
repetitivas, distribuidas em 310 elementos genéticos repetitivos interespersados,
a maior parte retroelementos LTR (“Long Terminal Repeat”). Foram identificados
806 microssatélites e 1636 seqliéncias de baixa complexidade. As mesmas anélises
para identificacao de seqliéncias repetitivas foram feitas para um conjunto de 7 mil
ESTs (“Expressed Sequence Tag”) de Eucalyptus grandis. Para identificacdo de genes
putativos presentes, utilizou-se uma estratégia baseada na comparacao deste banco
gendémico com ESTs de Eucalyptus. Agruparam-se as seqliéncias obtendo 5429
singlets e 766 contigs. Os 766 contigs foram comparados com mais de 11 mil
ESTs de E. grandis e E. urophylla. Também comparou-se todas seqliéncias obtidas
com seqliéncias depositadas no “GenBank” através da rotina Gene Projects, do
LGE/Unicamp. No total, cerca de 2% do total de pares de bases seqlienciadas
estavam em regides codificantes. E importante ressaltar a identificacdo de introns
e exons, além de regides promotoras, a partir destas anélises, visto que estas
estruturas ndo podem ser identificadas em ESTs. Também identificaram-se genes
putativos para 16 tRNAs utilizando o programa tRNAscan-SE. Este banco de dados
gendémico esta sendo utilizado no dambito do Projeto Genolytpus no processo de
ancoragem do mapa genético com mapa fisico, no desenvolvimento de novos
marcadores microssatélites e na identificacao de regides promotoras.
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047 - EXTENSAO DO MAPA GENETICO REFERENCIA DE EUCALIPTO UTILIZANDO
MARCADORES MICROSSATELITES COM DETECCAO FLUORESCENTE E
MAPEAMENTO DE QTL PARA CARACTERISTICAS DE INTERESSE COMERCIAL
(Extension of the reference genetic map for eucalypt using fluorescently labeled
microsatellite markers and QTL mapping of characters with economic importance)

Missiaggia, A.A1, Bueno, N.W.z, Rezende, G. D.3, Grattapaglia, D."

A linha de construcao de mapas de ligacao e a localizacdo de QTL (Quantitative
Trait Loci) economicamente relevantes tem sido uma estratégia bastante explorada
por grupos de pesquisa em associacao com empresas privadas. Mapas genéticos
de primeira geracao, baseados em marcadores dominantes RAPD e AFLP apresentam
sérias limitacdes quanto a transferibilidade de marcas entre diferentes pedigrees e
conseqlientemente ndo permitem estudos comparativos e validacoes de
posicionamento de QTL. O nosso grupo desenvolveu as primeiras versées de mapas
genéticos de segunda geracdo baseados exclusivamente em marcadores
microssatélites. Esta classe de marcador apresenta uma fidelidade na transferéncia
de locos para outros cruzamentos permitindo assim validacao e estudos detalhados
de variabilidade alélica a QTL. Este trabalho visa extender a cobertura e densidade
do mapa genético referéncia para eucalipto, utilizando 300 marcadores
microssatélites e deteccdo de QTL para teor de pentosana, didmetro da madeira e
densidade. A construcdo do mapa genético estd sendo realizada a partir da
genotipagem de uma progénie de 188 individuos de um cruzamento entre dois clones
elite geneticamente contrastantes. A genotipagem desses individuos via deteccao
fluorescente em sistemas triplex estéd sendo realizada na plataforma ABI 3100 em
formato 384. Até o momento, foram genotipados 170 microssatélites nos 11 grupos
de ligacdo. Para a construcdo do mapa de ligacao, foi utilizado o software Outmap
desenvolvido pelo CSIRO para lidar com misturas de razoes de segregacdo em
cruzamentos entre individuos heterozigotos. Para a deteccao dos QTL, foi utilizado
o software Mapmaker/QTL. Foram encontrados QTL para teor de pentosana
(LOD 4,00), diametro (LOD 4,244), e densidade (LOD 3,945 e LOD 5,864) para o
genitor 1 e QTL para diametro (LOD 3,05) e densidade (LOD 2,98) para o genitor 2.
Este novo mapa gerado, além de ser utilizado para validar o mapa desenvolvido
anteriormente, servird de mapa-referéncia para o projeto Genolyptus.
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048 - IDENTIFICACAO DE MARCADORES RAPD PARA UTILIZACAO NO CONTROLE
DE QUALIDADE DE PRODUGCAO DE ALHO-SEMENTE DA CULTIVAR AMARANTE
(RAPD markers identification for the utilization on the quality production control of
garlic cloves of the Amarante cultivar)

Paive}, M.R.1, Lop4es, F.F.R.1, Cersqueira, A.A.1, Amorim, J.C.z, Amaral, Z.P.S.3, Dusi,
A.N. , Buso J.A. , Buso, G.S.C.

A producao mundial de alho é de aproximadamente 12 milhdes de toneladas.
No Brasil, o alho é uma das principais hortalicas em éarea cultivada (14.353 ha),
detendo também expressivo volume de producao, cerca de 101 mil toneladas anuais.
Sendo o alho uma espécie propagada vegetativamente, as viroses assumem um
papel preponderante na reducdo da producdo e qualidade do alho produzido,
acarretando uma perda gradual da capacidade produtiva da planta e na longevidade
dos bulbos em armazenamento. Praticamente todo o alho-semente utilizado no Brasil
estd contaminado com um ou mais patégenos, notadamente virus. Objetivando um
melhoramento da qualidade sanitaria do alho-semente, foram obtidos estoques de
material livre de virus da cultivar Amarante (aproximadamente 25.000 bulbilhos).
A capacidade de distincao de cultivares de alho, visando a deteccdo de mistura
varietal apés multiplicacao in vitro é extremamente importante. No segundo ciclo de
ultiplicacdo, em casa de vegetacao, a correta identificacdo da cultivar ndo é possivel
até que os bulbos sejam produzidos. Marcadores obtidos através da amplificacdo ao
acaso de DNA polimérfico (RAPD) podem ser utilizados para diferenciar cultivares
quando estas ndo sdo ou ndo estdao em uma fase morfologicamente distinguiveis.
Estes marcadores sao rapidos de se obter, podendo ser uma alternativa para uso em
controle de qualidade de lotes iniciais apds a fase de termoterapia e cultura de dpices
caulinares. Foram comparados conjuntos de cinco plantas de algumas cultivares:
Mossord, Quitéria, Chonan, Cacador, Amarante (este ultimo infectado com virus),
com cinco conjuntos de 20 individuos cada de plantas da cultivar Amarante
comprovadamente livres de virus. Foram identificados dezesseis marcadores RAPD
que s6 foram amplificados nas amostras da cultivar Amarante, distinguindo-as das
demais cultivares. Além disso, nenhuma diferenca foi constatada entre o perfil das
amostras livres de virus e infectadas, na cultivar Amarante. Confirmou-se que nao
houve mistura varietal na manipulacdo do material na fase de limpeza clonal.
Os dezesseis marcadores RAPD sao adequados para a identificacdo da cultivar
Amarante quando comparado com as cultivares avaliadas, todas sendo manipuladas
em laboratdrio de biologia celular no processo de erradicacao de virus.
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049 - INFECTIVIDADE DO ISOLADO I-01 DE Bombyx mori nucleopolyhedrovirus EM
LINHAGENS CELULARES DE INSETOS (Infectivity of the Bombyx mori
nucleopolyhedrovirus I-01 isolate in insect cell lines)

Santos, A.C.B., Ribeiro, Z.M.A.%, Dalmolin, C. C.°, Castro, M.E.B."

Em estudos prévios, isolados de Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV)
foram identificados em lagartas Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) causando
sérios danos a producao de seda no estado do Parana. Dentre os isolados virais
identificados, o BmMNPV I-O1 tem sido utilizado para estudos de caracterizacao do
virus. Para verificar a especificidade deste isolado viral, os efeitos de infeccdo em
diferentes linhagens celulares de insetos foram avaliados pelo monitoramento de
alterac6es morfolégicas das células, pela producao de corpos de oclusdo observados
por microscopia de contraste de fase e por andlise da sintese de proteinas virais
em eletroforese de gel de poliacrilamida (PAGE-SDS). Para o procedimento de
infecgéo, células hospedeiras (BM-5) foram transfectadas com o DNA de BmMNPV
utilizando cellfectin , e o sobrenadante obtido, contendo virus extracelulares (“budded
virus” - BV), foi utilizado como inéculo. Entre as cinco linhagens celulares testadas
(SF-9, SF-21, UFL-AG-286, BM-5, BTl Tn-5B1-4), somente a BM-5 foi susceptivel
ao isolado BmMNPV I-O1, exibindo uma infeccao produtiva, facilmente visualizada
pelo grande ndimero de poliedros nos nucleos das células (72 horas pés-infeccéao).
Contudo as células UFL-AG-286 em 48hp.i. apresentaram lise celular sugerindo a
ocorréncia de apoptose. Para investigar a sintese de proteinas virais, células de
3BsM-5 e UFL-AG-286 infectadas por BmMNPV |-O1 foram marcadas com

S-metionina em 24, 48 e 72h p.i., e analisadas em PAGE-SDS. Em tempos tardios
de infeccao, células BM-5 apresentaram perfil de proteinas diferente do observado
em células controle. Uma forte banda de 30kDa, correspondendo a poliedrina, a
principal proteina dos baculovirus, foi detectada. Entretanto, o mesmo nao ocorreu
em células UFL-AG-286 infectadas com esse mesmo virus. Os perfis eletroforéticos
nas diferentes horas pds-infeccao foram semelhantes ao exibido de células nao
infectadas (controle). Os resultados sugerem que BmMNPV possui alta
especificidade com espectro de hospedeiro in vitro muito restrito, e infeccao produtiva
apenas em células B. mori.
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050 - MARCADORES MICROSSATELITES (SSR) PARA A ESPECIE MADEIREIRA
AMAZONICA Manilkara huberi—- MAGCARANDUBA (Microsatellite markers for the
timber Amazonian species Manilkara huberi - Magaranduba)

Azevedo, V.C.R.", Vinson, C.C.%, Silva, V.P.?, Ciampi, A.Y."

A floresta amazonica abriga uma enorme riqueza de esséncias florestais, além
de suas propriedades madeireiras. A macaranduba (Sapotaceae) é uma espécie
amazdénica madeireira intensamente explorada. Devido a essa exploracao, estudos
de andlise genémica tém sido realizados, pois fornecem informacdes sobre
diversidade, sendo de fundamental importancia para a definicdo de estratégias
adequadas para o manejo e a conservacao das espécies nativas como a macaranduba.
Para andlises nesse nivel os marcadores SSR sdo uma ferramenta importante.
Esses marcadores tém heranca co-dominante, sdo multi-alélicos, abundantes e
distribuidos por todo o genoma. O DNA total foi extraido segundo o protocolo de
CTAB 2%, e digerido com a enzima TSP 509 |. Apds o processo de enriquecimento
da biblioteca genémica, o DNA foi ligado ao vetor pGEM-T e transformado em
E. coli, cepa XL1-Blue. Na selecao por hibridizacdao com sonda poli AG/TC, foram
obtidos 271 clones positivos. Um total de 251 clones foram seqlienciados, e
29 primers foram desenhados utilizando o software Primer 3. No processo de
otimizacao, os fragmentos amplificados foram analisados em gel de agarose 3,5%,
corado com brometo de etidio e visualizados em UV. Do total, 7 ndo amplificaram e
22 amplificaram em temperaturas que variaram desde 52°C 4 62°C. Estes foram
analisados quanto ao ndmero de alelos polimérficos/loco em gel desnaturante de
poliacrilamida 4%, corado com nitrato de prata. Apresentaram polimorfismo
satisfatério, 14 primers, 5 apresentaram monomorfismo, e 3 nao amplificaram
fragmentos nitidos. Os 12 locos mais polimérficos foram selecionados para os
estudos populacionais. Em anélises prévias com 12 individuos adultos provenientes
da regido Amazénica, local de estudo para manejo, foi obtida uma média de
6,1 alelos/loco, He= 0,79 e Ho=0,71. Esses locos SSRs estao sendo utilizados
nos estudos genéticos da populacao de Manilkara huberi para avaliar os impactos
da exploracao madeireira, em 500 hectares sob monitoramento em Santarém-PA.
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051 - NOVOS MICROSSATELITES PARA Eucalyptus A PARTIR DE CLONES
“SHOTGUN" (New approach for microsatellite development in Eucalyptus using
shotgun clones)

Batista, A.R.S.1, Lourenco, R. T.2, Pereira, G.A.G.g, Grattapaglia, D."

No Brasil, espécies de Eucalyptus sao amplamente utilizadas na obtencao
de papel e celulose, e nos ultimos 30 anos o género foi melhorado a ponto de aumentar
consideravelmente a producao e a produtividade. O Projeto Genolyptus surgiu com
o intuito de ampliar ainda mais as possibilidades de melhoramento, integrando
ferramentas classicas e moleculares de genética. Dentre as ferramentas moleculares
de ampla aplicabilidade estdao os marcadores microssatélites, que permitem desde
andlises populacionais até o mapeamento genético detalhado de QTLs. Neste trabalho,
utilizou-se uma forma alternativa de desenvolvimento de marcadores microssatélites,
através de seqlienciamento aleatério de DNA e identificacdo de microssatélites.
Sequéncias de DNA obtidas por sonicacao foram clonadas, seqlienciadas e analisadas
pelo programa TROLL para identificacao de microssatélites. Os pardmetros de busca
incluiram repeticoes de di a pentanucleotideos, com um tamanho minimo da regido
microssatélite igual a 18 pb. Dentre 6675 seqliéncias validas, foram encontradas
321 seqléncias microssatélites, e para 156 destas foram desenhados pares de
primers flanqueadores. Foi selecionado um subconjunto de 18 pares de primers
derivados de seqliéncias genémicas para testes de amplificacao e de polimorfismo.
Destes 18, 15 apresentaram polimorfismo e robustez e foram imediatamente
acrescentados ao conjunto de marcadores para mapeamento genético.
Outros 138 pares de primers estdao sendo otimizados, a partir dos quais espera-se
um aproveitamento equivalente. Esta técnica de obtencdo de microssatélites é
eficiente e apresenta pelo menos quatro vantagens: (1) fornece marcadores com
distribuicdo aleatéria no genoma sem nenhum “bias” derivado da distribuicdo dos
sitios de restricdo das enzimas utilizadas no processo de construcao de bibliotecas
enriquecidas; (2) permite o desenvolvimento de microssatélites baseados em
repeticdes AT; (3) a taxa de novidade de marcadores é muito alta, pois a biblioteca
gendmica é naturalmente normalizada; (4) permite a identificacdo e desenvolvimento
de microssatélites baseados em tri e tetranucleotideos.
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052 - NUMEROS CROMOSSOMICOS EM ESPECIES E CULTIVARES DE DUAS
SECCOES TAXONOMICAS DO GENERO Arachis L. (LEGUMINOSAE) [Chromosome
numbers in species and cultivars from two taxonomic sections of genus Arachis L.
(Leguminosae)]

Lima, J.G.A.", Pefialoza, A.P.S.”, Santos, S.°, Valls, J.F.M.?

O numero cromossémico é um importante pardmetro na caracterizacao de
uma espécie, auxiliando nos estudos taxondmicos de diversas familias e grupos
vegetais, constituindo-se numa ferramenta (til para programas de melhoramento
que utilizam germoplasma de espécies silvestres. No género Arachis L., a maioria
das 81 espécies é dipldide com 2n =20 cromossomos. Uma planta tripldide de
A. pintoi Krapov. & W. C. Gregory (Argel 2) surgiu durante a multiplicacdo do acesso
dipléide num Banco de Germoplasma. O amendoim (A. hypogaea L.), é uma das
poucas espécies tetrapléides (2n =40) de Arachis. O género inclui quatro espécies
recentemente relatadas como dipléides, com 2n =18, nimero ndo conhecido para o
género até 1996, das quais algumas haviam sido cogitadas para uso em programas
de melhoramento do amendoim. Neste trabalho, determinou-se o nimero
cromossOmico de 12 acessos de germoplasma e quatro cultivares de A. pintoi
(Seccao Caulorrhizae), e de quatro acessos de A. decora Krapov., W. C. Gregory &
Valls, da seccao Arachis, todos nativos do Brasil. Para tanto, pontas de raiz do
material em estudo foram coletadas em o-bromonaftaleno, fixadas em solucao
Carnoy, seguida de hidrélise em HCI 5N, por vinte minutos, e de coloracdo em
reativo de Schiff por uma hora, ambas a temperatura ambiente. Os meristemas
radiculares foram macerados em carmim acético 2%. Para os acessos e cultivares
de A. pintoi observou-se apenas 2n =20, nimero previamente determinado para
16 outros acessos da espécie, nao tendo sido encontrados tripléides. Os acessos
Valls et al. 9955, Werneck & Pinheiro 133 e 171 e Werneck & Martins 674 de
A. decora apresentaram 2n =18, resultado compativel com o registrado para a
espécie. No entanto, uma planta do acesso Valls et al. 9955 apresentou 2n=27
cromossomos. Tal fato pode ter sido originado pela fusdo de um gameta normal e
outro ndo reduzido. Alteracdes meidticas em plantas autégamas e prolificas, como
A. decora, podem ser originadas por fatores abidticos, ocorridos durante a formacao
dos gametas. Este é o segundo registro de autotripldides para espécies do género,
ambos observados durante a multiplicacdo do germoplasma em Bancos Ativos,
alertando para a importancia da determinacao do nimero cromossémico em espécies
e acessos mantidos nos Bancos de Germoplasma, principalmente em materiais de
grande interesse para o melhoramento da espécie cultivada.
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053 - SELECAO DE ACESSOS DE Arachis SILVESTRES RESISTENTES AOS
FITONEMATOIDES Meloidogyne arenariaraca 1 e 2, M. javanicaraga 4 E PRODUCAO
DE UMA POPULACAO F2 PARA O MAPEAMENTO GENETICO E ESTUDO DA
EXPRESSAO GENICA (Identification of wild Arachis accessions resistant to
Meloidogyne arenariarace 1 and 2, M. javanicarace 4 and the development of a F2
segregant population to genetic mapping and gene expression studies)

Proite, K., Dias, J.G.0.%, Bertioli, D.J.°, Leal-Bertioli, S.C.M.", Guimarzes, P.M.°

Os nematdides formadores de galhas causam perdas economicamente
significantes em muitas culturas. Meloidogyne arenaria raca 1 é o principal
fitonematdéide do amendoim cultivado. Ja foi descrito na literatura que varias espécies
silvestres de Arachis possuem resisténcia aos nematdides Meloidogyne, incluindo
M. arenaria raca 1. Previamente, testamos diversos acessos do Banco de
Germoplasma de Arachis da EMBRAPA para resisténcia aos fitonematdides,
M. arenariaraca 1 e 2, M. javanica raca 4. Encontramos acessos contrastantes
quanto a resisténcia. De acordo com o fator de reproducao calculado em bioensaios
em casa de vegetacao, um acesso de A. stenosperma (V10309) foi considerado
imune e um acesso de A. duranensis (K7988) foi considerado moderadamente
susceptivel a M. arenariaraca 2 e M. javanicaraca 4. Jd em relacdo a M. arenaria
raca 1, os acessos citados mostraram um contraste bastante evidenciado, sendo o
acesso A. duranensis (K7988) altamente susceptivel. Estes acessos contrastantes
foram cruzados e uma populacdo F gerada. Esta populacdo segregante para
resisténcia, no momento, estd sendo reproduzida por estaquia para futuros
bioensaios. Sera objeto de estudo para o mapeamento genético de resisténcias, de
regides analogas a genes de resisténcia (RGAs), marcadores do tipo microssatélite,
marcadores-ancora e RAPD, bem como para estudos de expressao génica.

' Bidloga, doutoranda, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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054 - TRANSFERABILIDADE E CONTEUDO INFORMATIVO DE MICROSSATELITES
PARA CONSTRUCAO DE MULTIPLOS MAPAS GENETICOS ENTRE CINCO ESPECIES
DO GENERO Eucalyptus (Transferability and informative content of microsatellite
markers to develop multiple genetic maps among five species of Eucalyptus genera)

Mamani, E.M.1, Missiaggia, A.2, Grattapaglia, D.3

Em Eucalyptus, a estratégia de hibridacao interespecifica tem resultado em
um aumento do ganho de producao como conseqliéncia da exploracao do vigor hibrido,
resultante da combinacao de pools génicos diferentes. A construcao de mapas de
ligacado a partir destes cruzamentos torna-se uma ferramenta eficiente para a
localizacdo de QTLs. No dambito do projeto Genolyptus foram realizadas dezenas de
cruzamentos interespecificos com a finalidade de maximizar a segregacao e
variabilidade nas descendéncias e amostrar ampla variabilidade alélica a QTLs.
Os 12 parentais selecionados para estes cruzamentos, realizados em um
delineamento de dialelo incompleto, envolvem dois hibridos interespecificos e
individuos puros de diferentes procedéncias de cinco espécies do género Eucalyptus.
Em preparacao ao desenvolvimento de mapas genéticos para estes cruzamentos,
este trabalho tem como foco a anélise de transferibilidade e contelddo informativo
de uma bateria de cerca de 400 microssatélites entre estes parentais. A triagem e
andlise dos microssatélites estdo sendo conduzidas em sistemas triplex com
marcacao fluorescente em plataforma ABI 3100, formato 384. Na andlise dos
primeiros 152 locos, apenas oito nao foram transferiveis entre os 12 individuos das
cinco espécies, indicando aproximadamente 95% de homologia para as regides
flanqueadoras dos locos microssatélites. A genotipagem dos 12 parentais permitiu
inferir as razdes de segregacao esperadas em 11 dos cruzamentos ja realizados
dentro do projeto. As possiveis razées de segregacao incluem 1:1, 1:2:1 e marcadores
totalmente informativos segregando 1:1:1:1. Esta andlise discriminou 101 marcadores
(90%) transferiveis a todos os cruzamentos e uma media de 128 marcadores (88%)
que sao informativos dentro de cada cruzamentos. A simulacao das configuracoes
genotipicas de segregacao ofereceu uma discriminacao refinada da bateria de locos
de microssatélites amplificados; indicando que uma alta porcentagem dos locos
analisados poderao ser usados na construcao de multiplos mapas envolvendo as
cinco espécies do género Eucalyptus.

' Lic. em Genética, M. Sc., Embrapa de Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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055 - CALENDARIO SAZONAL KRAHO: LEVANTAMENTO PRELIMINAR DA EPOCA
DE COLETA DAS FRUTAS NATIVAS (Kraho calendar season: preliminary survey of
collecting period of native fruits)

Alencar, C'., Camargo, N.F.”, Machado, A.P.S.’, Dias, T.A.B. *

O povo Krahé é um grupo indigena que vive no nordeste do Estado do Tocantins,
bioma Cerrado, com cerca de 2.000 pessoas, distribuidas em 17 aldeias. Tém como
fonte de subsisténcia a agricultura, a caca, a pesca e a coleta de frutos silvestres.
Possuem complexo sistema de metades que refletem sua organizacao social, eles
dividem o ano em duas épocas, wakmeye (verao) que tem os meses com menos e/
ou nenhuma chuva de maio a setembro e katameye (inverno), quando chove de
outubro a abril. O objetivo desse trabalho foi identificar a relacdo das frutas nativas
e a época de maior disponibilidade, ou seja calendario sazonal de etnia Krahé.
Adotou-se a abordagem émica, a observacao participante, entrevistas abertas e
semi-estruturadas e escuta sensivel (com entrevistados de diversas faixas etérias).
Os dados coletados sao referentes a trés aldeias Krahos; Cachoeira ( S 08° 15’
25,6” /W 47° 30’ 50,8”), Aldeia Nova (S08° 13" 11,7 /W 47° 11" 57,5") e
Rio Vermelho (S 08° 02'49,8”/ W 47 15 28,0”) e as fontes sdao homens, mulheres
e criancas. O conjunto de dados anotados foi triado e organizado o que permitiu
identificar as variedades de fruteiras nativas utilizadas pelo povo Krah6 e a época
de maior disponibilidade. Assim podemos disponibilizar um calendario Sazonal
Preliminar da Etnia Krahé. Frutas do verao: pucha, tucum da mata (Rontir6), tucum
da chapada, caju (ahkryt), maracanduba, paumeri, taturuba, jatoba (p6j),xicha, inga
. Frutas do inverno: buriti (crow), bacaba (capér), pucé (Khéhtot) caja, naja, cagaita,
buritirana, bacuri, araca,(Cdmcé), macaulba, maracuja da chapada, murici, oiti
(Capoeti), pequi (prin), pitomba (Pinh6t6iré X6), sapucaia do cerrado (Caiti X6), piacava
(Itunin X6). No levantamento nao foi possivel ter a escrita indigena de todas as
variedades de frutiferas. O intuito dessas informacdes é orientar e estimular o
processo de coleta e armazenamento dos frutos como uma alternativa de
sustentabilidade alimenticia e econémica.
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056 - CONSERVACAO DE POLINEA DE Oncidium fuscopetalum LINDL., UMA
ALTERNATIVA NA PRESERVACAO DAS ORQUIDEAS DO CERRADO (Oncidium
fuscopetalum Lindl. pollinia conservation; an alternative for the preservation of
Cerrado’s orchids)

Rodrigues Jr., C.E.', Mendes, R.A.”

O Cerrado, segundo maior bioma da América do Sul, ocupa 25% do territério
nacional, porém sua riquissima flora vem sofrendo interferéncias pela acao antrépica
nas Ultimas décadas. Devido a sua exuberancia e seu grande potencial como plantas
ornamentais as orquideas tém sido um dos grupos vegetais mais ameacados desse
bioma. Para evitar a perda de informacdes floristicas, ecoldgicas e genéticas, faz-
se necesséria a criacao de estratégias de preservacao dessas plantas. Este trabalho
teve como principal objetivo analisar a eficacia da conservacao de polineas de
Oncidium fuscopetalum, durante o periodo de um ano utilizando trés tratamentos:
geladeira (5°C), freezer (-20°C) e nitrogénio liquido (-196°C). Antes do resfriamento
as polineas foram desidratadas utilizando solucao saturada de CaCl . 6H O (Cloreto
de célcio hexahidratado). A viabilidade das polineas foi testada por fneio’de corante
de Alexander, teste de tetrazélio, e polinizacao artificial. Foi realizada ainda uma
analise comparativa da eficacia desses dois métodos indiretos como indicadores da
viabilidade das polineas. O teste de tetrazélio ndo demonstrou ser um bom indicador
de viabilidade de polineas da espécie estudada, apresentando diferencas em relacao
a polinizacao artificial e ao corante de Alexander. As polineas testadas com corante
de Alexander apresentaram resultados iguais aos da polinizacao artificial,
demonstrando uma boa eficacia desse corante como indicador de viabilidade de
polineas e comprovando os excelentes resultados dos diferentes tipos de
armazenamento. Os resultados mostraram que o resfriamento sob as trés
temperaturas foi um método eficiente e economicamente vidvel na conservacao
das polineas.

" Bidlogo, B.Sc., IBAMA, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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057 - CONSERVACAO “ON FARM”: LEVANTAMENTO DE ETNOVARIEDADES DE
BATATA-DOCE JUNTO AO POVO INDIGENA KRAHO (On-farm conservation:
Survey of sweet potato etnovarieties from Krahé’s community)

Alencar, C.', Camargo, N.F.”, Machado, A.P.S.”, Krahs, T.", Dias, T.A.B.’

A conservacdo de recursos genéticos através de cultivos de variedades
tradicionais pelos agricultores, em agroecossistemas, denomina-se conservacao
on-farm. Mundialmente, existem poucas experiéncias ou atividades relacionadas a
esta pratica, embora a literatura enfatize muito sua importancia com relacao a
economia local e a manutencao da diversidade. A experiéncia pioneira da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia nesta linha foi a acdo de reintroducao de
variedades do milho tradicional “P6hypey”, nas rocas do povo indigena Krahé, em
1996, que propiciou a recuperacao da cultura relacionada a este recurso genético
(mitos, ritos, musicas etc.). Desde o ano 2000, a Embrapa desenvolve acdes de
conservacao “on farm”, junto ao povo indigena Krahd, buscando conhecer as
etnovariedades cultivadas e sensibilizar a comunidade para a manutencado da
variabilidade genética. O povo Krahd possui cerca de 2000 pessoas, um grupo
Timbira da familia lingUstica Macro — jé que vive em 320.000 ha no nordeste do
estado do Tocantins, municipios de Itacaja e Goiatins. Os levantamentos realizados
até agora por técnicos da Embrapa, usando metodologias que adotam a visao ética
e émica tém identificado a batata-doce como principal germoplasma demandado por
este povo. Atualmente perderam esse costume, porém podemos encontrar alguns
velhos indios que sabem descrever com detalhes o processo de fabricacao da farinha
da batata-doce, e ainda sabem tecer a esteira e o pakutu (bolsa para armazenamento
e transporte desta farinha). O objetivo deste trabalho foi identificar as etnovariedades
de batata-doce demandadas pelos Krahé da aldeia Santa Cruz e as caracteristicas
morfolégicas relacionadas. Foram utilizadas entrevista semi-estruturada e
observacao participante, buscando conhecer o nome indigena, 0 nome em portugués
e as caracteristicas relacionadas. Os entrevistados ndao souberam informar o nome
em portugués destas variedades. Foram assim relacionadas: jat jakare / Branco,
grande e mais enxuto, jatcrare / Branco, grande e mais molhado, jat ponti / Branco
e o maior de todos, jat caprantere / amarelo, jat j6 tottepre / vermelho e Jat tycre
/ azul. Os Krahé comentaram que perderam muitas variedades de batata—doce,
sendo necessdrio a reintroducao, considerando a grande importancia desta espécie
no sistema simbdlico, transcendendo a questao alimentar.
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058 - CONSTRUCAO DO PROCESSO DE ANUENCIA PREVIA INFORMADA JUNTO
A COMUNIDADE INDIGENA KRAHO (Construction of the Prior Informed Approval
Process of Krah6 Indigenous Community)

Camargo, 6N.F.1, Machad7o, A.P.S.Z, Alencar, C.3, Ferreira, S.N.4, Bueno, Y.M.B,
Moreira, L. , Dias, T.A.B.

O acesso ao patriménio genético e ao conhecimento tradicional associado,
bem como a reparticdo dos beneficios derivados de sua exploracdo estado
regulamentados no Brasil pela Medida Proviséria 2186-16/01 e pelo Decreto 3945/
01. Esta legislacdo determina que o acesso a componente do patrimdénio genético
localizado em terras indigenas e o acesso ao conhecimento tradicional associado
sejam precedidos por um processo de esclarecimento as comunidades locais ou
indigenas, denominado Anuéncia Prévia Informada, firmado pelas entidades
representativas da comunidade. Em 2000, a Embrapa e a Associacao Unido das
Aldeias Krah6-Kapéy assinaram Contrato de Cooperacao Técnica prevendo, dentre
outras atividades, levantamento floristico, coleta de germoplasma (alimentacéao e
agricultura) e acesso as informacgoes tradicionais relacionadas. Como o Contrato é
anterior a edicdo da Medida Provisdria, ndo havia a necessidade da Anuéncia.
O objetivo deste trabalho foi acompanhar e relatar o processo de construcao da
Anuéncia pelos técnicos da Embrapa junto a comunidade Krahé. Foi realizada uma
viagem ao territério Krahd, de 06/09/03 a 28/09/03, realizando reuniées em cada
uma das aldeias para explicar detalhadamente as pesquisas desenvolvidas pela
Embrapa no territério, a necessidade do instrumento de Anuéncia e da renovagao
contratual. Cumpre salientar que a comunidade foi indagada se gostaria que o trabalho
da Embrapa continuasse e quais seriam os seus representantes. A comunidade se
manifestou favoravel a continuidade dos trabalhos e relacionou cinco Associacdes
para representéa-la: Unido das Aldeias Krah6-Kapéy, Makrare, Awkére, Inxé-Cati e
Wadkram. Nos dias 02 e 03/10/03, os presidentes das associacoes citadas, alguns
pahis e técnicos da Fundacdo Nacional do indio — FUNAI visitaram Unidades da
Embrapa em Brasilia e firmaram o Termo de Anuéncia Prévia para Acesso a
Componente do Patriménio Genético e ao Conhecimento Tradicional Associado,
para fins de pesquisa cientifica sem potencial ou perspectiva de uso comercial, na
comunidade indigena Krahé.
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059 - GERMINACAO DE SEMENTES DE Ananas ananassoides (BAKER L. B. SM.)
(BROMELIACEAE) IN VITRO (Ananas ananassoides (Baker L. B. Sm.) (Bromeliaceae)
in vitro seeds germination)

Figueiredo, G.S. F.', Nunes, A.C.G. da S.', Mendes, R.A.”, Cardoso, L.D."

Ananas ananassoides é uma espécie silvestre de bromélia espinhosa, cujo
fruto ornamental varia de 4 a 10cm de comprimento, assemelhando-se a um
mini- abacaxi que é utilizado em arranjos florais em diversas partes do mundo.
E planta nativa da América do Sul, sendo encontrada principalmente no cerrado
brasileiro, norte da Argentina e Paraguai. O cultivo in vitro desta bromelidcea tem
como objetivo maior producdo de mudas e melhor desempenho nutricional das
mesmas ja que o meio de cultura fornece nutrientes em concentracdao que nem
sempre é encontrada na natureza. Além disto, o cultivo desta in vitro evita que
plantas silvestres sejam retiradas do seu habitat natural em uma atividade
extrativista predatdria de exploracao ilegal. Para a germinacao in vitro, 66 sementes
foram desinfestadas com uma solucao de hipoclorito de sédio a 2%, utilizando uma
seringa descartavel de 10mL. Apds 20 minutos de imersado, as sementes foram
enxaguadas trés vezes com agua esterilizada (destilada e autoclavada) e foram
semeadas em tubos de ensaio de 2,5cm de didametro contendo meio de cultura MS
na metade de sua concentracdo. Foram colocadas em média trés sementes por
tubo. As sementes foram incubadas em uma camara com temger_;dtura 25 +2°C,
fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 56,5 umol.m .s . A germinacao
in vitro de Ananas ananassoides demonstrou ser bastante eficiente, uma vez que
seu desenvolvimento partindo de sementes gerou plantulas saudaveis e vistosas no
periodo de dois meses. As mudas neste periodo apresentaram o tamanho médio de
4cm de altura e a porcentagem de mudas germinadas foi de 91,2%. Do ponto de
vista comercial, a germinacao das sementes in vitro possibilitaria a obtencao de
grande nimero de plantas hibridas, bem como viabilizaria a obtencao de plantas
com caracteristicas mais ornamentais e de maior valor econémico.
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060 - GERMINACAO DE SEMENTES DE Schlumbergera truncata. (HAW.) MORAN
(CACTACEAE) IN VITRO. (Schlumbergera truncata. (Haw.) Moran (Cactaceae) in
vitro seed germination)

Nunes, A.C.G.da S.', Figueiredo, G.S.F.', Mendes, R. A.”, Cardoso, L. D.’

Planta ornamental, a Schlumbergera truncata, ¢ uma herbacea epifita da familia
das cactaceas, com 30-60 cm de altura, muito ramificada, nativa do Brasil. O caule
é formado por articulos suculentos, achatados, pendentes e sem espinhos, com
flores concentradas nas extremidades destes articulos. As pétalas recurvadas das
flores variam entre as cores purpura, rosa, amarelo e branco. Floresce no Hemisfério
Sul de maio até o fim do inverno, sendo por isso popularmente chamada de
flor-de-maio. No Hemisfério Norte, especificamente na Europa e EUA, sua floracao
coincide com a época do Natal até fevereiro, recebendo o nome de flor-de-natal,
cactos-de-natal e ainda flor-de-cetim ou flor-de-seda, gracas ao aspecto acetinado
das flores. De cultivo facil e com boa disponibilidade no mercado, esta cactacea
pode ser propagada através de estacas de caule na primavera e verao, sendo que
estas novas mudas serdo clones da planta mae. O objetivo da propagacdo de
sementes in vitro visa maior producao de plantas, uma vez que o meio de cultura
empregado fornece todos os nutrientes necessarios para um melhor desenvolvimento
das plantulas. Além disso, o uso de sementes viabiliza a producao de hibridos
saudaveis provenientes da polinizacao de duas espécies do mesmo género. Isso
também possibilita uma maior variabilidade genética das plantas obtidas, permitindo
o aparecimento de fendtipos mais ornamentais. Para a desinfestacdo das sementes
da Schlumberegera truncata, foi utilizada uma seringa descartavel de 10mL,
hipoclorito de sédio a 2 % e &agua esterilizada (destilada e autoclavada).
As 430 sementes foram introduzidas na seringa juntamente com a solucdo de
hipoclorito de sédio a 2%. Apds 20 minutos de imersao, elas foram enxaguadas
trés vezes com agua esterilizada e, posteriormente, inoculadas em tubos de ensaio
de 2,5cm de didmetro por 15cm de altura, contendo 10mL de meio MS na metade
da sua concentracdo. Devido ao pequeno tamanho das sementes, foram colocadas
uma média de 16 unidades por tubo. A incubacao se deu em cdmara com temperatura
constante d% 2_15°C, fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de
56,5% mol.m .s . O inicio da germinacdo aconteceu apdés trés semanas da
semeadura. Aos 180 dias da inoculacéo, a porcentagem de germinacao foi de 20,6%,
e as plantulas atingiram tamanho médio de 2,87 cm.
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061 - LEVANTAMENTO PRELIMINAR DAS ETNOVARIEDADES DE ARROZ
DEMANDADAS PELO POVO KRAHO (Preliminary Survey of rice etnovarieties required
by Indigenous Krahé People)

Alencar, C.', Camargo, N.F.”, Machado, A.P.S.°, Kraho, T.", Dias, T.A.B. "

O povo Krahé, ocupa um territério de 320.000 ha, no bioma Cerrado, municipios
de Itacaja e Goiatins, no Estado do Tocantins. Tradicionalmente eram cacadores e
coletores, praticando também agricultura de subsisténcia que, até meados da década
de 60, era bastante diversificada com um sistema agricola ajustado as suas
necessidades. Na década de 70, fez parte da politica indigenista o estimulo a producao
de grandes lavouras coletivas de arroz (monocultura), quando o modelo tradicional
Kraho era o de lavouras familiares. Essa pratica ocasionou o desmoronamento do
sistema de producao tradicional, ocasionando a perda de sementes tradicionais e a
desorganizacao de seu sistema milenar de seguranca alimentar. O arroz (Oryza sativa),
assim introduzido, passou a compor fortemente a dieta alimentar deste grupo indigena
que, ao longo destes anos, tem conseguido reunir uma consideravel diversidade
genética desta espécie pelas trocas realizadas com sertanejos regionais e nas
costumeira viagens aos parentes (indigenas de grupo afins) do sul do Maranhéo e
norte do Tocantins como Apinajé, Canela, Gavido entre outros. O objetivo deste
trabalho foi realizar levantamento das etnovariedades de arroz escassas ou perdidas
pela comunidade e das principais caracteristicas morfolégicas identificadoras.
Na aldeia Santa-Cruz, uma das 17 aldeias Krahd, foram feitas entrevistas
semi—estruturadas com indigenas jovens e idosos e observacado participante
(permanéncia na aldeia por uma semana, setembro/ 2003). Apds a obtencao das
informacoes a grafia foi corrigida por um indigena professor na prépria aldeia.
Assim foi constatado que eles consideram o tamanho e a cor como caracteristicas
identificadoras importantes, sendo as seguintes etnovariedades relacionadas:
Aryjhy Awocét- vermelho, Aryjhy Tycre — preto, Aryjhy cawarjapyre — branco médio,
Aryjhy pacti — marrom maior, Aryjhy jakare — branco médio, Aryjhy caprécti - vermelho
maior, Aryjhy cakdcurowre — arroz ponta preta, Aryjhy jototycti — arroz ponta preta
maior. Considerando que o arroz ja esta bastante incorporado a dieta alimentar Krahg,
a diversificacao de variedades é importante, garantindo maior seguranca alimentar.
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062 - MICROPROPAGACAO DE Melocactus violaceus ssp. margaritaceus N. P.
TAYLOR (CACTACEAE) IN VITRO (Melocactus violaceus ssp. margaritaceus N. P.
Taylor (Cactaceae) in vitro micropropagation)

Nunes, A.C.G. da S.", Figueiredo, G.S.F.', Mendes, R.A.”, Cardoso, L.D.

O género Melocactus, conhecido como cabeca-de-frade ou coroa-de-frade, é
caracterizado geralmente por ser solitario, globoso e quando maduro possuir em
seu apice um tampao denso, chamado de cefélio, onde florescem as flores geralmente
rosa ou vermelho escuras e onde também sao produzidos os frutos. Devido a grande
exploracao e desmatamento de areas onde sdo encontrados esses cactus e a prépria
coleta dos mesmos para a comercializacao, esse género vem sendo extinto em seu
habitat natural no México, indias Ocidentais e América do Sul. O cultivo da semente
no solo tem sido empregado para a reproducdo, mas ndo com muito sucesso pelo
fato desta planta ter exigéncias muitas vezes complicadas para o seu crescimento.
A germinacdo de sementes in vitro e a micropropagacao vém sendo uma alternativa
para a reproducao em escala de plantas com dificuldades de cultivo por terem
baixo poder de germinacéao, baixo poder de brotacado ou até mesmo plantas com
grandes exigéncias nutricionais, o que limita seu poder de disseminacao na natureza.
A micropropagacao foi realizada a partir de plantas germinadas in vitro. Elas foram
cortadas em pedacos contendo no minimo 3-4 aréolas e inoculadas em tubos com
10mL de meio MS na metade de sua concentracao com trés diferentes niveis de
BAP (Benzilaminopurina). Nos trés tratamentos foram adicionados Omg/L, O,1mg/L
e 1,0mg/L de BAP. Para cada tratamento foram realizadas 20 repeticGes em tubos
de ensaio de 25x150mm. A incubacao dos explantes se deu em camara a 25°C
com fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 56,5 “Zmol.m .s
Foi verificado que o tratamento mais eficaz para o enraizamento do cactus foi o
tratamento 2 com 35% de 40% de tubos com plantas vivas, seguido pelo tratamento
1 com 1% de 45% das plantas vivas e por fim, o tratamento 3, no qual ndo houve
enraizamento em 55% dos tubos com plantas vivas. Com relacdo ao enraizamento,
a melhor concentracao de BAP foi a de 0,1 mg/L embora tenha sido o tratamento
com menor rendimento no nimero total de propagulos desenvolvidos.

" Biologia, graduanda, UniCEUB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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96



063 - QUALIDADE SANITARIA DE SEMENTES DE ESPECIES FLORESTAIS (Seeds
sanitary quality of forest species)

Aratijo, M.M.M.', Wetzel, M.M.V.S.>, Ramos, V.R.’, Ribeiro, VV.S."

A preservacao de recursos genéticos florestais tem sido foco de muitos estudos,
no entanto informacdes sobre a qualidade sanitaria do germoplasma-semente destas
espécies sao escassas. Dentre outras, Dalbergia nigra e Caesalpinia microphylla
estdo na lista das espécies florestais nativas com prioridade de conservacao.
Testes de sanidade foram feitos visando contribuir no conhecimento destas espécies
florestais. As sementes foram conservadas em uma cadmara de secagem com
temperaturade 22 +3°C e 15+3% de umidade. O método de deteccao de fungos
foi o “Blotter Test”, utilizando-se 400 sementes de cada género, onde metade
delas receberam um pré-tratamento de hipoclorito de sédio a 1% por trés minutos
e enxaguadas trés vezes com agua destilada e autoclavada. A outra metade nao
recebeu tratamento de assepsia. Foram distribuidas 25 sementes em cada caixa
gerbox que foram previamente preparadas com duas folhas de papel de filtro
esterilizadas e umidecidas com &gua destilada e autoclavada. A incubacdo das
sementes foi feita em cdmara Percival sob luz negra, em turnos de 12 horas luz e
12 horas escuro, e temperatura entre 20-23°C, por um periodo de oito dias.
A avaliacao foi feita sob microscépio estereoscépico e microscépio composto para
a identificacao dos patégenos. Os fungos detectados foram Aspergillus flavus,
Bipolaris sp., Chaetomium sp., Cladosporium sp., Curvularia sp. Epicoccum sp.,
Penicillium sp., Pestalotia sp., Phoma sp., Rhizopus sp. Entre os sapréfitas que
apareceram com maior freqliéncia nas amostras nao tratadas estao Penicillium sp.,
Aspergillus flavus, Rhizopus sp. e Epicoccum sp. Apesar de saproéfitas,
Chaetomium sp. e Cladosporium sp. tiveram baixa freqliéncia. Entre os fungos
patogénicos detectados, Phoma sp. e Pestalotia sp. apresentaram baixa freqiéncia.
Jé Curvularia sp. e Bipolaris sp. foram detectados apenas em Dalbergia nigra, com
uma incidéncia média de 0,5%. Uma alta incidéncia de bactéria foi observada em
todas as amostras. Novos estudos devem ser conduzidos para melhor avaliar a
qualidade sanitéaria das espécies florestais.
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064 - ACAO CAIROMONAL DO COMPOSTO (E)-2-HEXENAL SOBRE PARASITOIDES
DE OVOS Trissolcus spp. (HYMENOPTERA: SCELIONIDAE) (Kairomonal action of
the composition (E)-2-hexenal on parasitoid of eggs Trissolcus spp.
(Hymenoptera: Scelionidae)

Alarcao, G., Botelho, A.C.", Laumann, R.A.>, Moraes, M.C.B.’, Suiii, E.R.", Pires,
C.S.S. , Borges, M.

Os insetos parasitdides do Género Trissolcus sao importantes agentes de
controle biolégico de percevejos-praga da soja e constituem uma alternativa ao uso
de agrotéxicos. Uma maneira de tornar mais eficiente a acdo destes inimigos naturais
é a utilizacao de semioquimicos que atraiam ou retenham os parasitéides na cultura,
incrementando as taxas de parasitismo natural. Os percevejos tém um complexo
sistema de comunicacao quimica que inclui feromoOnios sexuais e de alarme.
Estes “cheiros” podem ser utilizados como cairoménios pelos parasitdides para
localizar o hospedeiro no habitat. Neste trabalho foi avaliada a acao cairomonal de
um componente do feromdnio de alarme do percevejo Piezodorus guildinii (Westwood)
sobre quatro espécies de parasitéides de ovos, Trissolcus basalis (Wollaston),
T. brochymenae (Ashmead) T. teretis Johnson e T. urichi Crawford. Foi utilizado
um olfatémetro de dupla escolha no formato de Y, que testou o poder de atracao do
composto (E)-2-hexenal concentrado a 100 ppm sobre 20 fémeas de cada espécie
de parasitdide, testadas individualmente. Verificou-se que, exceto T. basalis,
as fémeas destas espécies respondem positivamente ao composto, mostrando que
este apresenta potencial para ser utilizado como atrativo destes parasitdides.
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065 - ANALISE DA EFICIENCIA DE DUAS ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis CONTRA
Spodoptera frugiperda (Analysis of the efficience of two Bacillus thuringiensis strains
against Spodoptera frugiperda)

Silva, C.R.I\él.1, Demo, C.%, Batista, A.C.%, Queiroz, R. M. V.°, Praca, L.B.",
Dias, D.G.S. , Monnerat, R.G.

O uso de Bacillus thuringiensis, bactérias capazes de produzir intoxicacdo em
insetos, tem ganho notoriedade nos meios cientifico e industrial. Nos anos 60 foi
isolada uma estirpe de B. thuringiensis subsp. kurstaki, chamada HD-1 que
apresentou toxicidade de 2 a 200 vezes superior as estirpes normalmente utilizadas
nos produtos comerciais. A partir de entdo, a procura por outras estirpes, possuidoras
de novas toxinas foi estimulada. A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
disp6e de uma colecdao de trabalhos de B. thuringienses, que entre outras atividades
realiza bioensaios com estirpes de diversas instituicoes de pesquisa. Este trabalho
teve como objetivo comparar a eficacia de uma estirpe que produz toxinas diferentes
do padrao (Btk) contra S. frugiperda. Para determinacao da CL foram feitas diluicGes
seriadas decimais, utilizando-se para cada diluicao uma pIac%ode cultivo de células.
Em seguida aplicou-se 35ul nos 24 pocos destas placas. Apds a absorcao da cultura
bacteriana pela dieta foi introduzida uma larva de segundo instar em cada poco.
Determinou-se a CL através da analise de Probits, obtendo para o Btk 8,2 x 10
com inter_\galo de (?(O)nfianc,:a de 0,09 - 30,4 e para a estirpe S166 CL de
45,0 x 10 e intervalo de 20,6 — 134,1. O padrao mostrou-se cinco vezes Mais
efetivo. A presenca de dois genes a mais na S166 diferencia as duas estirpes,
entretanto ndo demonstra modificacao na efetividade das mesmas.
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066 - ATIVIDADE TOXICA DE ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis contra a TRACA
DAS CRUCIFERAS (Plutella xylostella) (Activity toxic of Bacillus thuringiensis strains
against Diamondback moth (Plutella xylostella))

Medeiros, P.T.1, Barreto, E.G.S.z, Dias, D.G.S.S, Monnerat, F%.G.4

O controle microbiano de insetos tem demonstrado cada vez mais a sua
importancia para a agricultura, uma vez que este vem sendo utilizado com sucesso
como forma alternativa de controle para diversas pragas agricolas. Plutella xylostella
é considerada a principal praga das Brassicas devido ao seu ciclo muito curto podendo
ocorrer até mais de cinco geracdes por ano e, principalmente, pelos sérios danos
econémicos causados a cultura. Dentre os agentes de controle microbiano
destaca-se o Bacillus thuringiensis, onde produtos a base desta bactéria representa
cerca de 90% do mercado de bioinseticidas. O presente trabalho tem como objetivo
selecionar as estirpes de B. thuringiensis téxicas a P. xylostella . Foram testadas
103 estirpes em bioensaios seletivos, onde folhas de couve foram imersas por
10 minutos em solucao contendo B. thuringiensis, crescido durante 48 horas em
meio liguido. Essas folhas foram penduradas verticalmente para secar em
temperatura ambiente por aproximadamente uma hora e, em seguida, colocadas
em placa de Petri com dez larvas de terceiro instar constando de duas repeticoes
para cada estirpe. Essas larvas foram provenientes de uma criacao instalada e
mantida em laboratério. Foi utilizado um controle positivo padrao e testemunha agua.
Observou-se que das estirpes testadas, 10 apresentaram alta toxicidade em relacao
ao padrao utilizado, B. thuringiensis subsp. kurstaki (HD-1).
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067 - AVALIACAO DO POTENCIAL DE ESPECIES DE Trissolcus (HYMENOPTERA:
SCELIONIDAE) COMO AGENTES DE CONTROLE BIOLOGICO DE Euschistus heros
(F.) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) (Evaluation of Trissolcus species potencial
(Hymenoptera: Scelionidae) as biological control agents of Euschistus heros (F.)
(Hemiptera: Pentatomidae)

Botelho A.C. AIarcao G. , Laumann, R.A.z, Moraes, M.C.B.S, Suijii, E.R.4, Pires,
c.s.s.’ Borges M.

Os insetos parasitdides sdo importantes agentes de controle biolégico e podem
constituir-se em alternativas importantes para o manejo de pragas. Na regiao
produtora de soja do Distrito Federal Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) é
a principal espécie do complexo de percevejos-praga da cultura. O objetivo deste
trabalho foi conhecer a biologia de Trissolcus brochymeneae (Ashmead), T. teretis
Johnson, T. urichi Crawford e T. basalis (Wollaston), espécies encontradas
parasitando ovos de E. heros no DF. Utilizando metodologias de tabelas de vida
foram avaliados pardmetros biolégicos destas espécies ao parasitar ovos de
E. heros. Também foi estudada a resposta funcional dos parasitéides. As espécies
de parasitdéides ndao tém grandes diferencas nos seus parametros bioldgicos.
Todas apresentaram indices de parasitismo maiores de 60% e se desenvolveram
satisfatoriamente no hospedeiro. A fecundidade das fémeas (fémeas/fémea/dia),
assim como os parametros calculados a partir da tabela de fecundidade, mostram
um potencial para o rapido crescimento de populacdes destes parasitéides.
A resposta funcional das espécies estudadas foi similar sendo caracterizada por
um rapido aumento da porcentagem de hospedeiros parasitados em baixas
densidades e uma diminuicdao em densidades maiores. Os resultados obtidos indicam
que estes parasitdides podem ser agentes de controle eficientes, possuindo potencial
para serem utilizados em programas de manejo dos percevejos-praga da soja no DF.
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068 - AVALIACAO ECOLOGICA DE RISCOS DO ALGODAO Bt: EFEITO SOBRE
LEPIDOPTEROS NAO-ALVO (Ecological risk assessment of Bt cotton: effects on
non-target Lepidoptera)

Pinheiro, E.M.L.', Fontes, E.M.G.’, Becker, V.0.’, Avila, D.', Frizzas, M.R."

Vdrias espécies de Lepidoptera visitam os campos de algodao em busca de
néctar ou pélen. Com o intuito de avaliar o possivel impacto do algodao geneticamente
modificado (GM) expressando proteinas inseticidas para o controle de pragas, sobre
a diversidade de lepidépteros nao-alvo, foram realizadas coletas semanais em campo
de algodao convencional visando capturar as espécies que visitam as flores e
selecionar aquelas predominantes. Os adultos foram coletados com rede entomoldgica
no periodo da manha. Todas as espécies de plantas invasoras encontradas no campo
de algodao e arredores foram também coletadas e catalogadas. A cada quinze dias,
as plantas daninhas ocorrentes dentro do campo eram observadas a procura de
lagartas. No total foram coletadas 40 espécies de lepidépteros distribuidas em
10 familias e 39 espécies de plantas invasoras distribuidas em 9 familias.
Nenhuma destas espécies de lepidépteros esta incluida na lista de animais brasileiros
em risco de extincao. Apenas uma espécie de lepidéptera, Chlosyne lacinia (Geyer),
foi encontrada se alimentando no estagio imaturo na planta invasora Blainvillea
biaristata DC (picao-grande) dentro do campo de algodao. Tanto C. lacinia como
B. biaristata foram as espécies mais freqlientes nas areas de estudo. O projeto
terd continuidade no decorrer do préximo ano, quando serao realizados estudos de
toxicidade das proteinas inseticidas selecionadas sobre C. lacinia. Também serao
realizadas coletas noturnas e observacdo das espécies que possam estar
efetivamente alimentando-se do néctar ou pdlen de algodao.
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069 - CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Bacillus thuringiensis EFETIVOS CONTRA
INSETOS DA ORDEM LEPIDOPTERA, COLEOPTERA E DIPTERA (Characterization of
effective strains of Bacillus thuringiensis against insects of Lepidoptera, Coleoptera
and Diptera orders)

Pra(,:;a, L.B.1, Batista, A.C.z, Martins, E.S.3, Gomes, A.C.4, Falcao, R.’ , Monnerat,
R.G.

Cresce em todo o mundo a preocupacao com a salde publica e com os impactos
da agricultura no meio ambiente. O controle de pragas agricolas e de doencas
transmitidas por vetores através de inseticidas quimicos, muitas vezes utilizados
de forma inadequada, vem causando desequilibrio nos ecossistemas por poluir o
meio ambiente, por atuar sobre os inimigos naturais e por promover o surgimento
de populacodes de insetos resistentes. Com isso, o controle biolégico surge como
uma alternativa importante para o controle destes insetos e o emprego de
Bacillus spp. constitui uma ferramenta importante do ponto de vista técnico,
econdmico e ambiental. O presente trabalho teve como objetivo selecionar, dentro
de 320 estirpes de Bacillus thuringiensis, aquelas ao mesmo tempo efetivas contra
Anticarsia gemmatalis, Spodoptera frugiperda, Anthonomus grandis, Aedes aegypti
e Culex quinquefasciatus, para serem utilizadas na producao de bioinseticidas ou
construcao de plantas geneticamente modificadas. Duas delas, S234 e S997,
mostraram-se ativas contra todos os insetos acima citados e foram caracterizadas
em nivel bioquimico, molecular e ultra-estrutural. Através da técnica de PCR, foram
identificados os genes cry1Aa, cry1Ab, cry1Ac, cry1Be cry2 no DNA plasmidial
das estirpes S234 e S997. As misturas esporos cristais analisadas através de
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE apresentaram dois polipeptideos
principais de 130 e 65 kDa, que correspondem as proteinas Cry1 e Cry2, os quais
apresentam atividade contra lepidépteros e coledpteros e contra dipteros e
lepidépteros, respectivamente. Além disso, verificou-se que as estirpes S234 e
S997 produzem grandes quantidade de cristais bipiramidais e em menor quantidade
cristais quadrados e redondos.
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070 - CARACTERIZACAO DOS SINAIS VIBRACIONAIS DE DUAS ESPECIES DE
PERCEVEJOS PRAGAS DA SOJA, Euschistus heros e Piezodorus guildinii
(HEMIPTERA: PENTATOMIDAE): SUA FUNCAO NO ACASALAMENTO E
ISOLAMENTO REPRODUTIVO (Characterization of vibrational communication of two
stink bug species soybean pests, Euschistus heros and Piezodorus guildinii: the
function on mating and reproductive isolation)

Cordeiro, D.M.1, Colk, A.z, Laumann, R.S, Moraes, M.C.B.4, Borges, M.

Nos pentatomideos o feroménio sexual, liberado pelos machos, é a principal
ferramenta utilizada pelas fémeas para encontrar o parceiro no inicio do
comportamento reprodutivo. No entanto, quando estes insetos se encontram na
mesma planta utilizam outros estimulos para localizar o parceiro, entre eles, sinais
vibracionais (“cantos”). Neste trabalho, foi avaliada a comunicacao vibracional de
Euschistus heros e Piezedorus guildinii. Estes percevejos, apesar de serem de
géneros diferentes, apresentam a mesma composicao do feromdnio sexual, pelo
que seu isolamento reprodutivo pode dever-se, em parte, a diferencas na comunicacao
vibracional. Foram registrados os cantos de chamamento e os cantos de
acasalamento. Os sons foram registrados colocando os insetos na membrana de
um alto-falante e posteriormente digitalizados. Para o estudo do comportamento
foram analisados 30 casais de E. heros e 20 casais de P. guildinii. As fémeas de
E. heros e P. guildinii apresentaram o mesmo comportamento de chamamento,
emitindo o canto de chamada (Canto de Chamamento da Fémea, CCF) somente
quando o macho esté distante dela (> 5 cm) ou esté fora do seu campo de visao.
No caso da fémea de E. heros, apds aproximacao do macho esta continua emitindo
o0 canto, mesmo que o macho comece a cantar, ja a fémea de P. guildinii para de
emitir o som de chamamento. Os machos de E. heros responderam a fémea com
dois tipos de canto de chamamento, o primeiro, CCM-1, é emitido quando a fémea
estd fora do campo de visdo do macho, e apresenta caracteristicas fisicas que
permitem uma melhor propagacao pelo substrato (alta freqiéncia dominante e
freqtiéncia modulada). O CCM-2, emitido quando ha contato visual com a fémea
possui menor freqliéncia dominante e nao apresentou freqliéncia modulada.
Os machos P. guildiniiraramente emitiram som de chamamento (CCM), na maior
parte das vezes (80%) o macho se dirigiu em direcao da fémea e emitiu o som de
acasalamento, CAM-1. Os cantos de acasalamento de E. heros e P. guildinii sao
distintos, com freqiiéncias dominantes, e tempo de duracao dos pulsos diferentes e
nao apresentam freqiiéncia modulada.
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071 - COMPARACAO DE DOIS PRODUTOS COMERCIAIS COM FORMULAGCAO
NACIONAL A BASE DE Bacillus thuringiensis NO CONTROLE DE Plutella xylostella
(LEP. PLUTELLIDAE) EM REPOLHO (Comparison of a national formulation and two
Bacillus thuringiensis based products controlling Plutella xylostella (Lep. Plutellidae)
on cabbage)

Barreto, E.G.S.1, Medeiros, P.T.2, Dias, D.G.S.S, Soares, C.M.S.4, Monnerat, R.G.5

Plutella xylostella (L.) (Lep. Plutellidae), é a principal praga do repolho e vem
sendo combatida com produtos a base de Bacillus thuringiensis. Este trabalho teve
como objetivo avaliar a eficiéncia de uma formulacao nacional desenvolvida com
base na mesma estirpe usada no produto Dipel® (S 1450), comparada com os produtos
Xentari® e Dipel®. Para isto, a formulacao nacional com S 1450 foi composta com
mesma quantidade de principio ativo presente no produto comercial Dipel®.
O experimento foi conduzido em Brazlandia, DF, Brasil, em uma area comercial de
producéao de hortalicas durante os meses de julho a setembro de 2003. Foi utilizado
o hibrido Itibam® (Hortec®). O pardmetro para determinar a aplicacao dos
bioinseticidas foi o limite de seis furos produzidos pela praga por planta. Devido a
alta infestacao, foram feitas duas avaliacdes por semana. Estes parametros sao os
recomendados para determinacao do nivel de dano no repolho e proporcionou reducao
de trés aplicacdes com Xentari® e doze com os demais produtos. No final do ciclo da
cultura, foram avaliados os didmetros dos furos de 10 plantas escolhidas ao acaso
em cada repeticao e atribuidas notas de 1 a 4 (1: plantas sem furos; 2: plantas com
furos menores que 2 mm; 3: plantas com furos maiores que 2 mm e 4: plantas com
total perda). Quanto ao nimero de furos, o tratamento com Xentari® foi o menos
atacado e diferiu significativamente dos demais. O tratamento com Dipel e S 1450
foram estatisticamente iguais e diferiram da testemunha. Com relacéo as notas, o
Unico que diferiu significativamente da testemunha foi o Xentari®. Estes resultados
indicam que a formulacao nacional proporcionou atividade semelhante a do produto
comercial Dipel® e que o resultado inferior desta estirpe em relacdo ao Xentari®
pode tanto ser resultado da quantidade de principio ativo espalhado na dose
recomendada de Xentari®, que é o dobro do espalhado na dose recomendada de
Dipel®, como resultado da resisténcia da populacdo em campo.
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072 - CRIACAO MASSAL DA TRACA DAS CRUCIFERAS EM DIETA NATURAL
(Rearing massive of Diamondback moth.)

Souza, N.R.1, Medeiros, P.T.z, Barreto, E.G.S.3 , Dias, D.G.S.4, Monnerat, R.G.5

A traca das cruciferas (Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) é
um inseto cosmopolita considerado a principal praga da cultura das brassicas. Assim,
com o intuito de estudar formas alternativas de controle deste inseto-praga, uma
vez que o seu controle tem sido feito principalmente com o uso de inseticidas
quimicos, se fez necesséria a instalacdao de uma criacdo massal deste em laboratério.
Foram realizadas varias coletas em areas de producéao de repolho no Distrito Federal
onde haviam sofrido o ataque da traca durante o periodo de julho a outubro de 2002.
A triagem das cabecas de repolho foi realizada no laboratério procedendo-se a coleta
de larvas e pupas e deixadas em quarentena. As pupas foram colocadas em gaiolas
de acrilico medindo 90 x 80 cm, os adultos foram alimentados com solucao de mel
a 10% e 4agua, e as larvas foram deixadas em gaiola de acrilico 28x28 cm e
alimentadas diariamente com folhas de couve. A colénia foi mantida em sala
climatizada com temperatura de 27°C, umidade relativa de 60% e fotoperiodo
12/12 h. A coleta de postura foi realizada diariamente e a de pupas trés vezes por
semana, fornecendo em torno de 6.000 lagartas por més. Regularmente, sao feitas
coletas a campo para a manutencao da col6nia.
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073 - ECOLOGIA DE POPULACOES DE CRISOMELIDEOS-PRAGA (COLEOPTERA:
CHRYSOMELIDAE) NO DISTRITO FEDERAL (Population ecology of chrysomelids pests
(Coleoptera: Chrysomelidae) in the Federal District)

Ramos, N.;, Ribeiro P. H.’ Laumann,7R.3, Pires, C.S.S.*, Schmidt, F.G.V.’,
Borges, M., Moraes, M.C.B. , Suijii, E. R.

As vaquinhas compreendem um complexo de pelo menos seis espécies dos
géneros Diabrotica e Cerotoma pertencentes a tribo Galereucini. Estes insetos
atacam numerosas culturas sendo, em ocasides, pragas importantes. O objetivo
deste trabalho foi conhecer a riqueza e abundéancia relativa de espécies de
crisomelideos em culturas de abdbora e milho do Distrito Federal (Brazlandia e
PAD-DF). Foram realizadas amostragens quinzenais em areas de producao organica
do Distrito Federal. Os resultados obtidos indicam que a abundancia dos insetos
varia segundo a época do ano, planta hospedeira e seu estado fenoldgico,
encontrando-se maior nimero de insetos em milho e abdbora de estado reprodutivo.
A riqueza de espécies também foi influenciada pela planta hospedeira, a maior riqueza
foi encontrada em abdébora (21 msp, 16 de Galereucini). No milho se apresentou
uma situacao diferente ja que a riqueza de espécies foi menor (12 msp, 10 de
Galereucini). A abundéancia relativa das espécies foi caracterizada pela falta de
equitatividade com poucas espécies com muita abundancia. Na abdébora 3 espécies
(D. bivitula, D. bruchie D. speciosa) representam mais de 80% dos insetos amostrados
no PAD-DF e mais de 50% dos amostrados em Brazlandia e em milho 4 espécies
(Colaspes sp., D. speciosa, msp. 11 e D. cf. amoena) representam 90% dos insetos
amostrados. Os resultados obtidos sugerem que os crisomelideos encontrados no
DF mostram preferéncia por diferentes plantas hospedeiras ou que as utilizam para
obtencao de diferentes recursos.
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074 - EFICIENCIA DE MEIOS DE CULTURA NO CRESCIMENTO MICELIAL DE Dicyma
pulvinata (Efficiency of cultural media for mycelium growth of Dicyma pulvinata)

Catalzo, G7.L.’, Silva, J.B.T.%, Mello, S.C.M.°, Melo, D.F.", Pinho, D.S.°, Orioli, F.P.,
Frazao, H.

Um dos fatores biolégicos limitantes, tanto para a producéao de latex natural,
como para expansao da heveicultura no Brasil e em toda América Latina, é o fungo
fitopatogénico Microcyclus ulei, causador do mal-das-folhas em seringueira
(Hevea spp.) e responséavel pela perda de até 100% das mudas de seringueira.
Atualmente, o controle biolégico deste patégeno vem despertando interesse, pela
utilizacao de um outro fungo, Dicyma pulvinata. Este agente de biocontrole tem se
mostrado eficiente na inibicao da esporulacao de M. ulei, pois com isso impede a
disseminacao e o desenvolvimento da doenca. Entretanto, para uma maior eficiéncia
do controle, é necessaria o desenvolvimento de uma tecnologia eficiente para
producao de inéculo do fungo antagonista. O objetivo deste trabalho foi determinar
meios de cultura liquidos envolvendo componentes e concentracoes ideais para a
otimizacao da producao massal de micélio de um isolado de D. pulvinata altamente
virulento ao M. ulei. Os meios inicialmente utilizados foram SDY (peptona + dextrose
+ extrato de levedura) e BD (batata + dextrose). Com base nos resultados, foram
preparados meios variando suas combinacdes e concentracdes de dextrose,
sacarose, extrato de levedura e peptona. Enquanto a batata, quando utilizada,
compreendeu foi adicionada pela filtracao do caldo, apds fervura, perfazendo uma
solucdo com 20% de batata. A dextrose e o extrato de levedura foram utilizados
em concentracoes de 0% a 4%, a sacarose foi testada de 0% a 2%, a peptona de
0% a 1% e o extrato de levedura foi testado de 0% a 4%. Para cada meio de
cultura, foram realizadas trés repeticdes, cada uma composta por 50 mL de meio
depositados em erlemeyers de 125 mL. Ao todo foram testados 29 meios, resultando
em 87 parcelas. A determinacao do peso da massa micelial para cada parcela foi
obtida apds ap6s filtragem e secagem do material. Os resultados indicaram que os
meios SDY (1% Peptona, 4% dextrose e 1% extrato) e BSY (20% batata,
2% sacarose e 1% extrato) foram mais eficientes na producéao de D. pulvinata.
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075 - ESTUDO DA ADAPTABILIDADE DO ISOLADO P10 DE Pasteuria penetrans
AO NEMATOIDE DO CAFE, Meloidogyne paranaensis (Adaptability study of Pasteuria
penetrans on the coffee root-knot nematode, Meloidogyne paranaensis)

Mesquita, L.F.G.", Neves, D.I.>, Carneiro, R.M.D.G.’

Dentre os organismos antagonistas aos nematdides de galhas utilizados em
controle biolégico, a bactéria Pasteuria penetrans destaca-se por ser um agente de
biocontrole eficiente e bastante resistente as intempéries, persistindo no solo por
varios anos. Segundo dados da literatura a preferéncia hospedeira de um isolado
particular da bactéria a uma espécie determinada de nematdide pode ser alterada
através da propagacao continua da bactéria em uma outra espécie, ou seja, pode
ocorrer adaptacao da bactéria a um hospedeiro, inicialmente nao preferencial.
Em trabalhos recentes o isolado P10 de P. penetrans mostrou-se altamente virulento
a M. javanica e M. incognita e medianamente virulento a M. paranaensis.
Com o intuito de aumentar a patogenicidade desse isolado ao nematdide do cafeeiro,
instalou-se um ensaio onde foram inoculadas plantas de tomate com 5000 juvenis
de segundo estadio (J2) de M. paranaensis, contendo aproximadamente de 10 a 15
enddésporos/J2. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com temperaturas
variando de 25 a 30 °C. Essas plantas foram avaliadas em intervalos consecutivos
de trés meses (dois ciclos do nematdide), por um ano, ou seja, 8 ciclos do nematdide.
Foram avaliados os seguintes parametros: indice de galhas, nimero total de ovos/
planta, % de J2 infestados, nimero médio de enddsporos/J2 e % de fémeas
infectadas com a bactéria. Durante esse periodo, nao foi observado um aumento
significativo no parasitismo do isolado P10 a M. paranaensis. Apenas, um ligeiro
aumento foi observado apds 6 meses e um posterior decréscimo nos préximos seis
meses. O nimero de enddésporos/J2 e a porcentagem de fémeas pararasitadas
mantiveram-se em niveis baixos nao caracterizando uma adaptacao do isolado a
essa espécie de nematoéide. Ha indicios do estabelecimento de um nivel de equilibrio
entre a bactéria e 0 nematdide, nunca caracterizando supressividade induzida pela
bactéria. Os niveis de infestacdo do nematdide nas raizes aumentaram
significativamente cerca de 10 vezes apds aproximadamente oito ciclos do
nematdide.
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076 - ESTUDO DA PERCOLACAO DE ENDOSPOROS DE Pasteuria penetrans EM
SUBSTRATOS PARA MUDAS DE CAFEEIRO COM DIFERENTES TEXTURAS (Influence
of different substrats on the percolation of Pasteuria penetrans endospores in coffee
seedlings)

Mesquita, L.F.G.', Neves, D.I.”, Carneiro, R.M.D.G."

A bactéria Pasteuria penetrans tem sido investigada por muitos pesquisadores
no controle de Meloidogyne spp. em diversas culturas. Além de ser considerada
antagonista eficiente no controle de fitonematdides, essa bactéria apresenta
atributos favordveis de um bom agente de controle biolégico: especificidade ao
hospedeiro, resisténcia dos enddsporos ao calor e a dessecacao, inocuidade ao
homem, aos animais e ao meio ambiente, viabilidade dos enddsporos por longos
periodos de tempo e compatibilidade com outras medidas fitossanitarias. Entretanto,
parece que varios fatores tém interferido na sua eficiéncia. Dentre estes, o efeito
de propriedades do solo atua decisivamente sobre o parasitismo de P. penetrans
como é o caso da lixiviacdo dos endésporos. Um dos objetivos do subprojeto é
introduzir a bactéria em mudas de cafeeiro em areas infestadas pelo nematdide de
galhas. Dessa maneira, um estudo da lixiviacao desses endésporos em diferentes
substratos para mudas é de fundamental importancia. Foram avaliados substratos
com diferentes texturas: Plant Max, solo muito argiloso; franco argiloso, argilo arenoso
(38% de argila, 2 % de silte e 60 % de areia), franco arenoso e areia7pura. O inéculo
da bactéria utilizado foi de 5g/muda de p6 de raiz, contendo 4 x 10 enddsporos da
bactéria/grama. Os substratos foram misturados ao p6 de raiz, homogeneizados e
colocados em saquinhos de plantio (10 cm de didmetro por 20 cm de comprimento).
Logo apds, plantulas de cafeeiro contendo 2 pares de folhas foram plantadas nos
saquinhos, sendo que bandejas para captacao da d4gua foram colocadas logo abaixo
das mudas. O ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualizado com
6 tratamentos e 6 repeticdes. Foram avaliados, semanalmente, durante 12 semanas,
o numero de enddsporos perdidos através da lavagem dos pratos e contagens em
camara de Neubauer. Ocorreram grandes perdas de endésporos no substrato Plant
Max e nos substratos com alta porcentagem de areia, sendo mais elevadas nos
solos contendo areia pura e solo franco arenoso. Portanto o substrato ideal para
mudas de café tratadas com P. penetrans deve conter altos teores de argila. Solos
franco argilosos, muito argilosos e argilo arenosos foram ideais para veiculacao de
P. penetrans em mudas de café. As perdas de enddporos por lixiviacao estao
diretamente ligadas ao tamanho dos poros do substrato. E por essa razdo que os
substratos Plant Max e solos com altos teores de areia permitiram a percolacao de
grandes quantidades de enddsporos e os substratos com altos teores de argila
praticamente nenhuma percolacédo de endésporos.
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077 - ESTUDO DO COMPORTAMENTO DE ACASALAMENTO DO PERCEVEJO
PRAGA DA SOJA Thyanta perditor MEDIADO PELA COMUNICAGCAO VIBRACIONAL
(Study of Courtship behaviour of the stink bug soybean pest, Thyanta perditor, and
its mediation by vibrational communication)

Passos, R.S.F.1, Laumann, RZ, Moraes, M.C.B3, Cokl, A.4, Borges, M.?

Para localizar o parceiro sexual os percevejos além dos feromonios e dicas
visuais, usam sinais vibracionais, “cancdes” para chamamento e acasalamento.
Embora existam alguns registros mostrando a importancia destes sinais para o
acasalamento e que ha uma especificidade da vibracao emitida, dependendo das
espécies e do habitat, ndo hd nenhum estudo sobre a comunicacao vibracional das
espécies de pentatomideos existentes no Brasil. Este trabalho registrou o
comportamento de acasalamento e a comunicacao vibracional do percevejo
neotropical, praga da soja, Thyanta perditor. Os sinais foram gravados usando
30 casais sexualmente maduros (> 7 dias na fase adulta). Os insetos foram colocados
sobre a membrana de um alto-falante, em uma sala acusticamente isolada.
Os sinais emitidos foram amplificados e digitalizados por uma placa de som instalada
em um PC. Os sons emitidos foram relacionados com o comportamento de
acasalamento. Foi identificado 1 (um) som de chamamento do macho e um da fémea,
este som é emitido quando os insetos estdo a uma distancia minima de 5 cm um do
outro. Quando os insetos se aproximam e se tocam com as antenas comeca a fase
de acasalamento. Nesta etapa os insetos param de emitir o som de chamamento e
passam a emitir sons de acasalamento. Foram identificados dois sons de
acasalamento do macho, a fémea nao emitiu som de acasalamento. Comparando as
freqiiéncias médias emitidas pelos sons do T. perditor com duas outras espécies
nedrticas de Thyanta, o T. pallidovirens e T. acerra custator, a espécie neotropical
apresentou freqiiéncias mais altas e uma maior quantidade de harménicos nos sons
emitidos. Estes conhecimentos podem auxiliar no manejo de pragas modificando o
comportamento de percevejos ou de seus inimigos.
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078 - ESTUDO DO CRESCIMENTO DE ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTURA (Studies in the growth of Bacillus thuringiensis
strains in different culture)

Queiroz, R. M V. , Batista, AC , Demo, c’ Sllva c.RM. , Praca, L. B.’ , Silva, S. FC
Roberg, R. p.° Soares cMm.’ Monnerat R G.

O controle biolégico é um método eficaz de combate as pragas agricolas. Uma
das formas de controle é a utilizacdo de bactérias entomopatogénicas, sendo o
Bacillus thuringiensis notorio pela sua toxicidade a insetos e pela sua atuacdo como
principio ativo de preparacoes industrializadas. O B. thuringiensis inicia a producao
de toxinas com aproximadamente 15 horas de fermentacdo, concomitantemente a
esporulacdo. Os processos de fermentacao desses bacilos é descontinuo, com até
36 horas de fermentacao. Diversos trabalhos utilizaram as estirpes S845 e S1450
devido a sua toxicidade contra Spodoptera frugiperda. Determinou-se o meio € o
tempo em que ocorre a producao total de toxinas. As estirpes foram crescidas em
dois meios de cultivo ,NYSM e MS, e coletadas apds 24, 48 e 72 horas. Realizou-se
bioensaios de dose para a determinacdo da CL através da andlise de Probits.
ConclulU-se que ap6s 24h os resultados n&o foram Significativos, com 48h as estirpes
em NYSM apresentaram maior efetividade em relacdo ao meio MS, com 72h a
estirpe mais efetiva foi a S845, em ambos os meios, sendo duas vezes mais eficaz
no meio NYSM. Observou-se que em até 48h comprova-se a efetividade da estirpe
relacionada ao meio de cultivo utilizado, sendo que o processo fermentativo em 48h
permitiu a esporulacao e a producao total de toxinas.
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079 - FAUNA COMPARADA DE ARTROPODOS PREDADORES SOBRE O SOLO EM
UMA LAVOURA DE ALGODAO NO DISTRITO FEDERAL (Compared fauna of on the
ground predatory arthropods in a cotton field on Distrito Federal)

Portilho, T.", Schmidt, F.G.V.?, Faria, M.”, Fontes, E.M.G.’, Pires, C.S.S.”, Suiii, E.R."

Os insetos-praga do algodoeiro representam um dos principais obstaculos a
produtividade. O conhecimento aprofundado de inimigos naturais pode vir a contribuir
para um manejo diferenciado da cultura, garantindo-lhes um ambiente adequado
para que exercam efetiva pressado sobre populacdes de pragas. Levando-se em
conta esse equilibrio, fez-se um levantamento das espécies de artrépodes predadores
que ocorrem sobre o solo em lavouras de algodao. Analisou-se o efeito de dois
sistemas de manejo do algodao (com e sem inseticidas quimicos) na comunidade
destes artréopodes, avaliando-se a ocorréncia de predadores que pudessem ser
empregados como indicadores biolégicos do efeito de praticas agricolas sobre a
referida comunidade. Através de amostragens com armadilhas tipo Pitfall fez-se o
levantamento das morfo-espécie de artrépodes que freqlientam a superficie do solo
em areas com algodao. Os levantamentos foram realizados no Nucleo Rural de
Tabatinga (DF) com coletas realizadas em quatro épocas distintas do ciclo da cultura.
Os resultados apontaram a predominancia de aranhas (31 morfo-espécie) e
coleépteros (50 morfo-espécie), embora insetos das ordens Hemiptera, Himendptera
e Dermaptera tenham sido coletados. De maneira geral, tanto o nimero de
morfo-espécie quanto o nimero de espécimes foi maior na drea nao tratada com
inseticidas quimicos. Uma morfo-espécie de aranhas (familia Lycosidae) e duas de
coledpteros (familias Carabidae e Staphylinidae) ocorreram em quantidade
significativamente maior na drea sem inseticida, sugerindo que as mesmas possam
ser empregadas em avaliacdes do impacto de praticas culturais sobre a comunidade
de predadores do solo em lavouras de algodao.
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080 - INVENTARIO DE ABELHAS VISITANTES DAS FLORES DE ALGODAO,
Gossypium hirsutum, NO DISTRITO FEDERAL (Survey of flower-visiting
bees on cotton, Gossypium hirsutum, in the Distrito Federal)

Pereira, F.F.O.1, Moreira, R.O.z, Pinheiro, E.1, Portilho,T.1, Silveira,F.A.3, Pires,C.S.S.4

Este estudo é parte do projeto “Avaliacdo de seguranca ambiental de algodoeiro
geneticamente modificado para resisténcia a insetos”, coordenado pela equipe da
Rede de Biosseguranca [de OGMs] da Embrapa. Um dos objetivos do projeto é
avaliar os efeitos do algodao geneticamente modificado (GM) resistente a insetos
pragas sobre polinizadores, mais especificamente sobre as abelhas.
Este trabalho teve como objetivo estabelecer metodologias de amostragem e obter
informacoes sobre diversidade e abundéancia de abelhas encontradas nos campos
de algodao convencional e em areas préximas. Com base neste levantamento,
espécies que potencialmente poderao ser afetadas pelo plantio de algodao GM serao
selecionadas para futuras avaliacoes. O levantamento foi conduzido durante o ano
agricola 2002/2003 na Fazenda Cooperbras, Nucleo Rural Tabatinga/Brasilia — DF,
com a variedade Delta Opal. Para a realizacao do inventario efetuaram-se coletas
ao acaso em duas areas, com e sem inseticida, de aproximadamente 2 hectares
cada. Para a avaliacao da abundéancia relativa das varias espécies de abelhas, foram
demarcadas aleatoriamente 10 parcelas (quatro linhas de 20 plantas cada) nas
duas areas. As coletas ocorreram durante todo o periodo de floracao do algodao,
entre fevereiro e maio de 2003, no horario das 07:00 as 11:50. Durante o periodo
de coleta, todas as flores abertas eram vistoriadas e as abelhas que se encontravam
sobre ou sobrevoando as plantas eram coletadas. Nos estudos de densidade, cada
parcela era vistoriada durante 10 minutos. No laboratério, as abelhas foram montadas
em alfinete entomoldgico e enviadas para identificacdo taxonémica. Baseado nas
caracteristicas morfoldgicas, os individuos foram agrupados em vinte morfoespécies.
A anélise taxon6mica preliminar identificou oito espécies — na familia Apidae:
Apis mellifera, Paratrigona sp., Melissoptila sp, Eufriesea sp, Centris sp.,
Exomalopsis auropilosa, Trigona spinipes e, em Andrenidae, Oxaea flavescens,
além de mamangavas. As espécies mais abundantes nas duas areas foram:
Apis mellifera e Paratrigona sp. Foi registrada maior abundéncia de abelhas nos
dias ensolarados e com temperaturas elevadas. Apds esse levantamento preliminar,
o inventério devera ser repetido para a regido do Distrito Federal e expandido para
outras regides produtoras de algodao.
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081 - ISOLAMENTO DE UMA ESTIRPE DE Bacillus sphaericus ALTAMENTE TOXICA
A LARVAS DE Culex quinquefasciatus (Isolation of a Bacillus sphaericus strain high
toxic against Culex quinquefasciatus larvae)

SiIva,es.F.1, Dias, D.G.S.”, Martins, E.S.’, Soares, C.M.S.", Dias, J.M.C.S.” , Monnerat,
R.G.

Bacillus sphaericus é uma bactéria utilizada para o controle de mosquitos dos
géneros Culex e Anopheles. Por ser inofensiva ao homem, animais e meio ambiente,
o uso deste bacilo é recomendado pela Organizacdo Mundial de Salde para
campanhas de combate a vetores. Neste trabalho foram realizados testes de
patogenicidade com 246 estirpes de Bacillus sphaericus contra larvas de Culex
quinquefasciatus, a fim de se determinar as mais eficazes para a formatacao de um
bioinseticida brasileiro. Estas estirpes foram isoladas de diversas regides do Brasil
e estdo armazenadas na Colecao de Bacillus spp. da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia. As estirpes selecionadas foram caracterizadas por métodos
morfolégicos, bioquimicos e moleculares. Foram selecionadas 87 estirpes
entomopatogénicas de B. sphaericus. Todas elas contém genes que codificam
proteinas de 42 e 51 kDa, que constituem a toxina bindria e a proteina de 100 kDa,
chamada Mtx1. A estirpe S201 foi selecionada como a melhor para ser utilizada
como base de um produto para o controle de C. quinquefasciatus, pois apresentou
CL 4 vezes menor que a estirpe 2362, utilizada como base dos produtos comerciais
atddlmente disponiveis no mercado.
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082 - ISOLAMENTO DE UMA ESTIRPE DE Bacillus thuringiensis ALTAMENTE TOXICA
A LARVAS DE Aedes aegypti (Isolation of Bacillus thuringiensis strain high toxic
against Aedes aegyptilarvae)

Barros, P.1, Diaes, D.G.S.Z, Silva,78.F.3, Martins, E.S.3, Praca, L.B.4, Soares, C.M.B,
Dias, J.M.C.S. , Monnerat, R.G.

No Brasil, algumas espécies de insetos pertencentes as familias Culicidae e
Simulidae tém grande importancia na transmissao de agentes etiolégicos de doencas
humanas e animais. Como exemplo pode ser citado o mosquito Aedes aegypti,
responséavel por mais de 750.000 casos de dengue no dltimo verao (2001/2002).
Dentre as estratégias empregadas para o controle de vetores de endemias, a
Organizacao Mundial de Saude recomenda a utilizacao de bioinseticidas a base de
Bacillus thuringiensis. As vantagens da utilizacdo desse bacilo sdo a especificidade,
o efeito nao poluente, a inocuidade aos mamiferos e vertebrados e a auséncia de
toxicidade as plantas. Esta bactéria apresenta alta variabilidade genética, produzindo
mais de 40 classes diferentes de proteinas téxicas contra insetos das ordens Diptera,
Lepidoptera e Coleoptera. Pesquisadores de varias partes do mundo buscam novas
estirpes de B. thuringiensis capazes de produzir novas toxinas, ou que sejam eficazes
para o controle de outros organismos. Neste trabalho, foram realizados testes de
patogenicidade com 1375 estirpes de B. thuringiensis contra larvas de A. aegypti,
a fim de se determinar as mais eficazes. Estas estirpes foram isoladas de diversas
regioes do Brasil e estdo armazenadas na Colecao de Bacillus spp. da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia. Bioensaios seletivos possibilitaram a selecao
de 46 estirpes téxicas. Dentre estas, uma estirpe apresentou CL 5 vezes inferior
ao B. thuringiensis israelensis, usado como base dos produtos cométciais atualmente
disponiveis no mercado. Esta estirpe contém genes que codificam as proteinas
Cry4A, Cry4B, Cry10, Cry11, cyt1 e cyt2 e sera utilizada para a sintese de um
produto nacional através de convénio com a iniciativa privada.
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083 - ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis
ENDOFITICAS DE ALGODAO (Isolation and characterization of endophytic Bacillus
thuringiensis strains from cotton)

Barros, P.C.1, Santos, R.C.z, Batista, A.C.S, Berry, C.4, Monnerat, R.G.”

Quinze estirpes de Bacillus thuringiensis foram isoladas de diferentes partes
de algodao e uma estirpe a partir do solo onde estas plantas se encontravam.
Dentre as estirpes isoladas da planta, seis mataram larvas de A. gemmatalis e
S. frugiperda. A estirpe isolada do solo também se mostrou téxica aos dois
lepidépteros testados. As proteinas encontradas nas estirpes toxicas apresentaram
tamanho compativel com as toxinas efetivas a lepidépteros (130 kDa.) e a andlise
molecular confirmou a presenca dos genes do grupo cry 1, codificadores dessas
toxinas. As larvas de S. frugiperda colocadas sobre folhas de algodao provenientes
da mesma plantacao tiveram seu desenvolvimento alterado e morreram cinco dias
apds o inicio do ensaio. Foi detectada a presenca de B. thuringiensis nas larvas apds
maceramento e isolamento. A estirpe encontrada também apresentou a proteina de
130 kDa e genes cry 1. Nas lagartas utilizadas como controle, oriundas da criacédo
de laboratério, ndo foi detectada a presenca de B. thuringiensis. E provével que a
planta tenha absorvido o B. thuringiensis do solo e que este tenha proliferado em
seu interior, protegendo-a contra insetos. E possivel que esses experimentos
preliminares estejam abrindo a possibilidade de uma nova forma de utilizacao de
B. thuringiensis no controle de insetos.
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084 - MORTALIDADE DE CARUNCHO DE FEIJAO DE CORDA (Callosobruchus
maculatus), CAUSADA PELOS FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS Beauveria bassiana
e Metarhizium anisopliae var. anisopliae (Mortality of cowpea seed beetle
(Callosobruchus maculatus), by entomopatogenic fungus Beauveria bassiana and
Metarhizium anisopliae var. anisopliae)

Sarmento, R.B.C.1, Martins, I.Z, Laumann, R.S, Franco, O.L.4, Valadares-Inglis, Mm.C.’

O feijao de corda (Vigna unguiculata) é uma cultura de subsisténcia para grande
parte dos pequenos agricultores da regido Nordeste do Brasil. Essa cultura é
severamente atacada pelo caruncho de feijao de corda (Callosobruchus maculatus)
que causa perdas de até 40% da producao. Este bruquideo penetra nas sementes
em seu estéagio larval, alimentando e nutrindo-se de seus tecidos. Uma resposta
para esse problema é o controle biolégico. Os fungos entomopatogénicos sdao um
dos principais patégenos de insetos utilizados no controle microbiano, e a ocorréncia
desses fungos em condicoes naturais tem sido um fator importante na reducao das
populacdes de insetos pragas no Brasil. O objetivo desse trabalho é avaliar o indice
de mortalidade, causado por tais fungos, em C. maculatus. Foram feitos bioensaios,
utilizando a Torre de Potter (Potter Spray Tower) a uma pressao de 15PSI
(libras/in?), com 10 linhagens de Beauveria bassiana e 10 de Metarhizium anisopliae
var. anisopliae. Das vinte linhagens, quatro apresentaram um bom indice de
mortalidade. Dessas quatro, 3 sdo de B. bassiana (CG5 - 66,3%, CG7 - 54,5% e
CG26 - 39,17%) e 1 de M. anisopliae var. anisopliae (CG34 - 23,3%).
Novos ensaios estdo sendo conduzidos, visando analisar diferentes dosagens das
linhagens previamente selecionadas. Posteriormente, as linhagens mais eficazes
para um controle biolégico serao utilizadas para avaliacdo das enzimas responsaveis
pelo processo patogénico.
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085 - OCORRENCIA DE INSETOS PRAGA E SEUS INIMIGOS NATURAIS EM PLANTAS
DE ALGODAO SOB DIFERENTE MANEJO DE PRAGAS, NO DISTRITO FEDERAL
(Occurrence of pest insects and their natural enemies in cotton plants under different
pest management in the Distrito Federal)

3

Portilho,4T.1, Pires, C.’, Fontes, E.M.G.’, Pereira, F.F.0.", Schmidt , F.G.V.’,
Suji, E.R.

O estudo aqui apresentado é parte de um projeto que visa avaliar e comparar
os impactos ambientais e agronémicos de diferentes métodos de manejo de pragas
do algodao. As populacoes das principais espécies pragas e predadoras foram
monitoradas em &rea tratada e ndo tratada com inseticidas quimicos convencionais.
O estudo foi conduzido na Fazenda Cooperbras no Nucleo Rural de Tabatinga, DF.
Foram realizados vinte e seis levantamentos com amostras de plantas que eram
coletadas a cada 15 dias. As principais pragas do algodoeiro como o pulgao
(Aphis gossypii), lagartas (Alabama argillaceae e Spodoptera spp.) e mosca branca
(Bemisia tabaci) foram observadas ao longo do ciclo da cultura. Ja o bicudo do
algodoeiro (Anthonomus grandis) apareceu a partir da décima terceira coleta sendo
observado com o surgimento dos primeiros botdes florais. As espécies predadoras
como aranhas, joaninhas, crisopideos e tesourinhas apresentaram taxas de ocorréncia
mais elevadas nas areas nao tratadas com inseticidas convencionais. Mesmo com
a ocorréncia de parasitismo entre as col6nias de pulgado, mosca branca e lagartas,
o controle biolégico nado foi capaz de impedir que essas populacdes atingissem niveis
de infestacao préximos a 100%. A populacao de bicudo, apesar dos baixos niveis
de infestacado, produziu danos inaceitdveis nas duas areas. A percentagem de
ocorréncia de pragas e inimigos naturais nao apresentou diferencas na freqtiéncia
de infestacdo de plantas sob as diferentes formas de manejo (tratadas e
nao-tratadas), quando comparados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. No entanto,
as densidades de insetos pragas e seus inimigos naturais por planta foram diferentes
em vdrias amostras consecutivas quando comparadas pelo teste de Mann-Whitney.
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086 - OTIMIZACAO DA PRODUGCAO DE Dicyma pulvinata EM DIFERENTES
SUBSTRATOS SOLIDOS (Optimization of Dicyma pulvinata production in different
solid substrats)

Melo, D.F.", Mello, S.C.M.”, Silva, J.B.T.®, Catalso, G.L.", Frazdo, H.’

O fungo Dicyma pulvinata tem se mostrado promissor no controle do
mal-das-folhas da seringueira (Hevea spp.) causado pelo fungo Microcyclus ulei,
que se constitui no principal fator limitante da producao do latex e da expansao da
cultura. O processo de producao existente deste agente de biocontrole é artesanal
e ainda incipiente. O objetivo desse estudo foi otimizar a producao de esporos de
D. pulvinata, avaliando a eficacia de varios substratos sélidos. Para tanto, foram
realizados dois experimentos. No primeiro, a inoculacao foi realizada com o micélio
doisolado CG 772 cultivado em meio SDY, e no segundo com suspensao de esporos
produzidos em BDA, ambos com sete dias de crescimento. Os substratos avaliados
foram: arroz parboilizado, quirela de arroz, palha de arroz, graos de milho e quirela
de milho. Apds a inoculacado, os substratos foram transferidos para a sala de
incubacao e mantidos a 28°C. Foram realizadas avaliacdes da esporulacao aos 8,
16, 24 e 32 dias de crescimento, por meio de contagem em camara de Neubauer.
De modo geral, o fungo produziu esporos em todos os substratos avaliados.
No experimento que se realizou a inoculacao com micélio, o substrato a base de
milho se destacou entre os demais. Entretanto, quando se realizou a inoculacao
com suspensao de esporos, o substrato a base de arroz se mostrou mais eficiente.
Observou-se, nos dois experimentos, que houve aumento da esporulacao até o 1 6
dia, enquanto nas avaliacdes posteriores, constatou-se reducao da quantidade de
esporos. Verificou-se também uma tendéncia de maior obtencao de esporos nos
tratamentos onde se utilizou micélio como fonte de inéculo.
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087 - PROSPECCAO DAS ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis EFETIVAS PARA O
CONTROLE DE Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis (Screening of Bacillus
thuringiensis toxic against Anticarsia gemmatalis and Spodoptera frugiperda)

Batisﬁta, A.C.1, Silva, C.R.M.z, Demo, C.3, Queiroz, R.M.V.4, Praca L.B.5, Monnerat,
R.G.

A utilizacdo de agentes de controle biolégico é uma alternativa viavel e
bioinseticidas, formulados a base de B. thuringiensis, vém apresentando resultados
satisfatérios no controle de lepidépteros. Uma das vantagens do emprego desta
bactéria é a sua acao restrita a insetos-alvo, ndao afetando o ser humano e nao
danificando o meio ambiente. A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia conta
com um Banco de Germoplasma de Bacillus Entomopatogénicos onde estao
armazenadas 1375 estirpes de B. thuringiensis oriundas de diferentes regides do
Brasil. Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia destas estirpes, através
de testes de patogenicidade contra Anticarsia gemmatalis (Lep.: Noctuidae) e
Spodoptera frugiperda (Lep.: Noctuidae), em bioensaios seletivos. As que
apresentaram alta e dupla atividade contra ambos os insetos foram submetidas a
novos bioensaios para determinacdo da CL . Das 1375 estirpes testadas,
31 causaram 100% de mortalidade em bioensaids seletivos. Destas, cinco estirpes
apresentaram CL inferiores ao padrao (Btk) contra A. gemmatalis e trés estirpes
contra S. frugiperda. A estirpe S 845 foi a mais eficaz aos dois insetos, apresentando
maior toxicidade que o padrao Btk.
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088 - PROSPECGAO DE ESTIRPES DE Bacillus thuringiensis TOXICAS AO BICUDO
DO ALGODOEIRO (Anthonomus grandis BOHEMAN, 1943) (Screening of Bacillus
thuringiensis strains toxic to boll weevil - Anthonomus grandis Boheman, 1943)

Sone, E. H.1, Waga, I. C.Z, Praca, L. B.3, Monnerat, R. G.!

A cotonicultura esté classificada como uma das principais culturas agricolas
do Brasil, sendo que nos ultimos anos, vem atendendo tanto o mercado interno
quanto o externo. No entanto, a producdo nacional de algoddao vem sofrendo
significativas perdas econémicas, principalmente pelo ataque de insetos. O principal
inseto-praga dessa monocultura é o bicudo do algodoeiro Anthonomus grandis
(Boheman, 1943) (Coleoptera: Curculionidae). Os principais problemas deste inseto
sdo a sua rapida capacidade reprodutiva e de destruicado. Tal inseto provoca a queda
anormal de botbes florais e flores que impedem a abertura dos frutos,
destruindo-os internamente, pois uma Unica estrutura pode abrigar varias larvas.
O controle desta praga é muito dificil, pois passa todo seu estagio larvario dentro
dos botdes florais e macas do algodoeiro. Entre as estratégias de controle
encontra-se a utilizacao de algodoeiros resistentes a insetos. Neste contexto, a
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia conta com um banco de germoplasma
de Bacillus entomopatogénicos onde estao armazenadas estirpes de B. thuringiensis
oriundas de diferentes regides do Brasil. Essas bactérias sdo capazes de produzir
cristais durante sua esporulacdo, que podem agir como toxinas no intestino desses
insetos. O presente trabalho tem como objetivo identificar estirpes de B. thuringiensis
ativas contra o bicudo do algodoeiro. 97 isolados do banco foram testados contra o
inseto. Dentre os isolados, 26 apresentaram eficacia acima de cinqlienta por cento
(50%) em bioensaios seletivos. Essas estirpes poderao ser utilizadas, futuramente,
para a producao de plantas geneticamente modificadas que possam combater as
perdas de producao causadas pelo bicudo do algodoeiro.
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089 - RITMOS DIARIOS DE ATIVIDADES COMPORTAMENTAIS DE Diabrotica
speciosa (GERMAR, 1824) (COLEOPTERA: CHRYSOMELIDAE) RELACIONADOS A
TEMPERATURA E AO SEXO (Daily rhytms of behaviour activity of Diabrotica speciosa
(Germar, 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae) related to temperature and sex)

Ribeiro, P.ng, Ramos, N.ZG, Laumann, R.°, Pires, C.S.S.*, Schmidt, F.G.V.°,
Borges, M., Moraes, M.C.B. ", Suijii, E. R.

Diabrotica speciosa é a principal espécie de um complexo que é praga de
numerosas culturas, como milho, feijao, soja e batata. O objetivo desse trabalho foi
estudar o comportamento deste inseto, ja que conhecimentos basicos sobre suas
caracteristicas biolégicas subsidiam um manejo mais eficiente de suas populagées.
Foi realizado um estudo, em condicées de campo, para determinar a distribuicdo do
inseto em feijoeiro na fase vegetativa e seus habitos comportamentais ao longo do
dia. No laboratério foi feita uma avaliacdo do consumo foliar, comportamento de
acasalamento e oviposicao, durante 24 horas, para isto os insetos foram separados
por sexo e confinados com folhas de feijao em gaiolas. No campo as atividades de
movimentacao, alimentacao e voo foram positivamente relacionadas com o aumento
da temperatura. A localizacao da maioria dos insetos foi na parte superior da planta,
ocupando as folhas superiores. O mesmo padrao foi observado no laboratério.
Nos periodos em que a temperatura elevou-se acima dos 25° C os insetos mostraram
atividade de alimentacdo e consumiram maior quantidade de area foliar no periodo
inicial (7:00 as 13:00 hs). As fémeas consumiram maior area foliar que os machos
o0 que pode ter relacdo com seu maior tamanho corporal ou seus maiores
requerimentos de energia destinados a reproducao.
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090 - SPHAERUS®, PRODUTO BIOLOGICO NACIONAL PARA O CONTROLE DE Aedes
aegypti, COMPARADO A PRODUTOS IMPORTADOS USADOS NO COMBATE AO
VETOR (SPHAERUS®, national biological product for Aedes aegypti control, compared
to foreing products used on vector combat)

Dias, D.G.S.", Soares, C.M.S.2, Monnerat, R.G.3

Aedes aegypti é antropofilico e vetor de varias doencas como dengue e febre
amarela urbana. O aparecimento de populacdes resistentes e o comprometimento
da saude dos aplicadores, determinaram a substituicdo deste produto quimico por
bioinseticidas bacterianos. Este trabalho foi conduzido visando comparar a
persisténcia de duas formulacées comerciais importadas: VECTOBAC G° e WDG"
,aplicados nas doses 1g para 50 litros e 500 litros, respectivamente, com uma
formulacao nacional de apresentacao granulada, liberacao lenta e atrativo alimentar,
denominada SPHAERUS® , testada nas seguintes doses: 1 granulo para 20 litros e
1 granulo para 40 litros de dgua. Estas trés formulacGes foram testadas em triplicata,
sob quatro condicoes. Trés condicbes foram simuladas em caixas d’dgua a campo:
totalmente cobertas com a tampa, com sombrite 50% e completamente descobertas.
Uma quarta condicao foi simulada em ambiente fechado sem exposicao solar direta.
A avaliacado dos tratamentos mantidos a campo foi realizada semanalmente com a
coleta de dgua das caixas, a qual foram adicionadas 20 larvas de terceiro instar de
A.aegypti, com avaliacao da mortalidade apés 24 horas de exposicao. A avaliacao
da quarta condicao foi realizada com adicao semanal de 20 larvas de A.aegyptie
posterior avaliacao didria do nimero de pupas encontradas. Dos tratamentos expostos
a pleno sol, apenas as duas doses de SPHAERUS® proporcionaram controle durante
1(uma) semana. Os tratamentos expostos a 50% de incidéncia solar proporcionaram
controle durante 1(uma) semana, com excecéo da formulacdo WDG®, que proporcionou
controle efetivo por 2(duas) semanas. Os tratamentos protegidos da exposicado ao
sol apresentaram controle por 2(duas) semanas, com excecédo das formulacées WDG®
e SPHAERUS® 1/20, que proporcionaram controle por 3(trés) semanas. Os tratamentos
mantidos em ambiente protegido proporcionaram controle durante 7(sete) semanas.
Nestas doses aplicadas, as concentracdes finais de UTI/litro para VECTOBAC G°
,WDG" e SPHAERUS" 1/20 e 1/40 foram, respectivamente: 4000, 6000, 900 e 450,
o que evidencia a eficiéncia da formulacdo de SPHAERUS"®, que proporcionou maior
ou igual persisténcia que produtos com doses muito maiores de principio ativo.
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2 Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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091 - Trichoderma spp. ISOLADOS DE SOLOS DO CERRADO (Trichoderma spp.
isolated from cerrado soil)

Bradina, L.M.', Mello, S.C.M.%, Falcao, J.°, Silva, J.B.T."

A partir do trabalho pioneiro desenvolvido por Wendling, onde foi constatada a
capacidade de Trichoderma lignorum (Tode) Harz ( = Trichoderma viride Pers.:Fr.)
de parasitar importantes patégenos de solo em cultura, varios estudos vém sendo
desenvolvidos visando a utilizacdo de espécies de Trichoderma para fins de controle
biolégico. Sao inimeros os relatos de sucesso com o uso de Trichoderma spp. no
controle, sobretudo de patégenos do solo, tais como Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii, Pythium aphanidermatum, Fusarium oxysporum e Colletotrichum truncatum.
Este trabalho faz parte de um estudo que vem sendo desenvolvido visando a selecao
de possiveis agentes a biofungicidas. Amostras de solo, procedentes do Estado de
Tocantins e do Distrito Federal, foram processadas utlizando-se do método de
diluicdes seriadas em meio Rosa de Bengala, sendo assim obtidos 14 isolados de
Trichoderma. Utilizando-se das chaves de identificacdo de Bisset e Rifai, foram
determinadas as seguintes espécies: T. harzianum (05 isolados), T. koningii (02),
T. viride (01), T. asperellum (01). Os demais ainda estdo sendo identificados. Esses
isolados foram preservados em nitrogénio liquido e pelos métodos de congelamento
e ultrabaixa temperatura, liofilizacao e Castellani, e estdo depositados na Colecao
de Fungos para o Controle Biolégico de Fitopatégenos da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia. Posteriormente, serdo caracterizados quanto aos aspectos
moleculares, pela técnica RFLP, bem como avaliados quanto ao potencial de uso
agricola.

" Biologia, graduando, FTB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3 Agronomia, graduando, UnB, CNPq.

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

128



092 - VOLATEIS DE PLANTAS DE ALGODAO INFESTADOS POR LAGARTAS DE
Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) ESTIMULAM A RESPOSTA DO
PARASITOIDE DE OVOS, Trichogramma pretiosum (HYMENOPTERA:
TRICHOGRAMMATIDAE) (Plant volatiles of cotton infested with caterpillar,
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), elicit the response on egg parasitoid
Trichogramma pretiosum (Hymenoptera: Trichogrammatidae)

Pinheir(5), P.V.z, Jardim, D.P.1, Cavalcante, C.3, Laumann, R.4, Borges, M.4, Moraes,
M.C.B.

A espécie Spodoptera frugiperda, ¢ uma praga-chave da cultura do milho.
Esta espécie tem causado, também, grandes reducdes na producao de lavouras de
algodao, passando de praga secundaria para principal em vdrias regides produtoras.
Na maioria dessas regides, o uso de inseticidas tem sido a Unica medida de controle
utilizada para o manejo desta praga. No contexto do controle biolégico os
semioquimicos podem ser uma ferramenta alternativa ao uso de inseticidas. O objetivo
deste trabalho foi analisar os volateis liberados pelo algodao quando infestado por
S. frugiperda e comparar as respostas comportamentais do parasitéide de ovos,
Trichogramma pretiosum, aos volateis. Foram feitas aeracdes, durante 4 dias
consecutivos, de plantas de algodao infestadas com lagartas do 2° instar utilizando,
como controle, plantas sem lagartas. Os volateis das aeracoes (n =90 para cada
tratamento) foram coletados em adsorventes quimicos, extraidos com hexano e
analisados em um cromatdégrafo gasoso. Foram realizados bioensaios em olfatémetro
“Y" para verificar a possivel atracao dos extratos a fémeas dos parasitéides.
As plantas infestadas liberaram volateis qualitativa e quantitativamente diferentes
das plantas nao infestadas. Nos quatro dias monitorados houve um significativo
aumento na quantidade média de volateis liberados pelas plantas infestadas
(F=4.602, gl=13,p=0.007). Os espectros de massas indicaram que 0s principais
volateis liberados pertencem a classe de aldeidos &lcoois, nonoterpenos, diterpenos
e sesquiterpenos. Os bioensaios com T. pretiosum mostraram uma significativa
preferéncia dos parasitdides pelos volateis das plantas infestadas (t=2.246, df=30,
p=0.001). Observou-se que os parasitdides respondem melhor aos estimulos
olfativos no comeco da manha (entre 7 e 10 hs), e no final da tarde, entre as 16 e
19 horas.

' Farmacia-Bioquimica, graduando, Universidade Paulista.

2 Eng.Agr., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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4 Bidlogo, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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093 - VOLATEIS DE SOJA (Glycine max) INDUZIDOS PELA ALIMENTACAO DE
Euschistus heros (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) E SUA INFLUENCIA NO
COMPORTAMENTO DO PARASITOIDE Telenomus podisi (HYMENOPTERA:
SCELIONIDAE) (Soybean’s volatiles prompted by feeding of Euschistus heros
(Hemiptera: Pentatomidae) and its influence on the parasitoid’s behavior Telenomus
podisi (Hymenoptera: Scelionidae)

Sousa, L.M.P.1, Moraes, M.C.B.Z, Laumann, R.S, Borges, M.

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) a producao brasileira
de soja ultrapassard o nimero de 52 milhdes toneladas em 2003, com uma é&rea
estimada em 18 milhdes de hectares. Euschistus heros é uma das principais pragas
do complexo de percevejos da soja e seu controle é baseado, principalmente, no uso
de agrotéxicos. Em termos de controle biolégico, o uso de parasitéides ja € uma
realidade e a eficiéncia de sua acado pode ser manipulada através de semioquimicos.
Nesse contexto, pretende-se avaliar o efeito de volateis liberados pela soja quando
infestadas por E. heros no comportamento do parasitéide de ovos de percevejos
Telenomus podisi. As plantas possuem defesas induzidas por herbivoros que se
classificam em diretas e indiretas. As defesas diretas sdo quaisquer mecanismos
que as protegem das injdrias causadas pelas pragas; ja as defesas indiretas estao
relacionadas com as estratégias utilizadas para atrair inimigos naturais. Foram feitas
aeracoOes de plantas infestadas com E. heros em diferentes tratamentos: 1) 5 fémeas
virgens imaturas sexualmente; 2) 5 fémeas virgens acasaladas; 3) 5 machos maturos
sexualmente; e 4) Planta sadia (controle). Os volateis dessas aeracdes foram
coletados em adsorvente quimico, extraidos com hexano e analisados em um
cromatégrafo gasoso. Os bioensaios com os extratos foram realizados em
olfatdbmetros “Y” para verificar a possivel atracdao desses as fémeas dos
parasitéides. A anélise cromatogréafica dos extratos mostrou uma diferenca qualitativa
e quantitativa entre os tratamentos nos 7 dias de aeracéao (teste Student-Newman-
Keuls p< 0,05, Teste de Kruskal-Wallis H=20,691, g/=6, p=0,002). As fémeas
do parasitéide responderam significativamente (t=5.224, g/=16,p<0,001,
Teste t-pareado) aos extratos do tratamento 1 em relacao aos do tratamento 4.

" Agronomia, graduando, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Quimica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
3 Bidlogo, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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094 - Alternaria chrysanthemi INTERCEPTADO EM CRISANTEMO PELA
QUARENTENA DE POS-ENTRADA (Alternaria chrysanthemi intercepted in
Chrysanthemum by the post-entry quarantine service)

Mendes, P.D.', Mendes, M.A.S.”, Urben, A.F.’, Oliveira, A.S."

Plantas ornamentais vem aumentado o seu espaco no mercado agricola,
empregando um ndmero consideravel de pessoas e movimentando milhdes de ddlares
em todo o mundo. No periodo de 2002/2003, no Laboratério de Quarentena Vegetal
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, foram analisados diversos materiais
vegetais comerciais, apreendidos pela Delegacia Federal de Agricultura (DFA), de
diversas espécies de flores, procedentes de varios paises. Para a deteccdo de
fungo em sementes utilizou-se o método de plagueamento em papel de filtro
(“Blotter Test”), incubacao por 12 a 15 dias, a 20 °C, fotoperiodo de 12 horas de
luz NUV e 12 horas escuro. A identificacdo do fungo foi baseada nas caracteristicas
morfolégicas do fungo, sob microscépio estereoscépio e de luz. Sementes de
crisdntemo branco (Chrysanthemum sp.), importadas da Holanda, apresentaram
alta incidéncia de infeccao por Alternaria chrysanthemi E. Simmons & Crosier.
Esta praga, segundo a literatura consultada, nao se encontrada relatada no Brasil.

' Biologia, graduanda, UCB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Eng. Agr., M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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095 - BANCO DE DADOS DE FUNGOS EM VIDEIRA (Data base of fungi In grapevine)

Paulo, J.A.O.", Mendes, M.A.S.”, Melo, L.A.M.P.’, Oliveira, M.R.V."

A identificacdo das pragas quarentenérias é fundamental para manter e dar
subsidio ao comércio internacional de comodities de forma segura, diminuindo os
riscos de introducao de pragas exoéticas. As restricdes legais e os procedimentos
fitossanitarios aplicados no movimento internacional de comodities sdo processos
dindmicos e devem ser embasados em dados confidveis de pesquisa e revisao de
literatura. As pragas que ndo ocorrem no pais, mas que causam grandes prejuizos
financeiros nas regioes onde estao registradas, além de possuirem caracteristicas
bioecoldgicas favoraveis para o seu estabelecimento no territério brasileiro, devem
ser incluidas na lista A1 de pragas quarentendrias para o Brasil. Assim, o banco de
dados de fungos em videira tem como objetivo identificar organismos de impacto
econdmico que nao ocorrem no pais e que podem acompanhar comodities importadas.
Essa base de dados contém informacdes sobre todos os géneros/espécies de fungos
relatados em videira no mundo, sinénimos, distribuicdo geografica e referéncias
bibliograficas. Foram catalogados 376 fungos, sendo que destes 241 sao exdticos
e 135 nao estao relatadas no Brasil. Na segunda etapa deste trabalho, serao definidos
os dados complementares sobre as condicoes edafoclimaticas, expressao
econdmica, parte(s) da planta afetada para cada fungo, entre outros, necessarios
para a sua inclusao na lista A1.

" Biologia, graduando, UCB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2Eng. Agr., M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3 Ciéncia da Computacdo, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
4 Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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096 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ESPECIES EXOTICAS DE
MOSCAS-DAS-FRUTAS DO GENERO Bactrocera sp. POR RAPD - PCR (Molecular
characterization the exotic species of genus Bactrocera sp. by RAPD - PCR)

Damacena, I. de s.', Queiroz, P.R.”, Lima, L.H.C.°, Oliveira, M.R.V.’,
Lopes, D.L. de M.

As moscas-das-frutas sdo as pragas de maior expressao econdmica na
fruticultura mundial por atacarem 6rgaos de reproducéao das plantas, frutas com
polpas e flores. A introducao de uma espécie exética de moscas-das-frutas em
novas areas causa, ainda, maiores prejuizos. Vdarias espécies dentro do género
Anastrepha e ainda Bactrocera sdo exdticos ao pais. Procedimentos de mitigacao
de risco para evitar a introducao de outras espécies pragas de moscas-das-frutas
nas areas de producao devem ser adotados, principalmente quando o governo deseja
aumentar as exportacdes de frutas para mercados extremamente exigentes.
Este trabalho foi elaborado para auxiliar no estabelecimento de marcadores
moleculares para as moscas-das-frutas exéticas ao pais do género Bactrocera,
sendo elas Bactrocera cacuminata, B. neohumeralis e B. tryoni. Para identificacao
de populacoes de moscas-das-frutras exéticas utilizou-se de técnicas de marcadores
moleculares RAPD-PCR. Utilizando-se primers de seqUéncias aleatdrias,
observou-se variacées nos padroes de bandas entre as espécies em estudo.
A obtencao de perfis moleculares é uma etapa importante no desenvolvimento de
marcadores genéticos especificos para a deteccao de espécies exdticas com
interesse quarentenario.

" Biologia, graduanda, FTB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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097 - COMPENDIO NEMATOLOGICO SOBRE ESPECIES DE Xiphinema
TRANSMISSORES DE VIRUS (Nematological compendium about virus vector
Xiphinema species)

Encinas, V.B.1, Tenente, G.C.M.V.z, Tenente, R.C.V.3

Algumas espécies de nematdides do Grupo Dorylaimida (familia Longidoridae)
sdo conhecidas pela sua capacidade de transmitir virus aos seus hospedeiros.
Dentre essas espécies, se destacam as do género Xiphinema, que atacam
principalmente videiras (Vitis spp.). Neste compéndio, desenvolvido pela Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, estao listadas as 12 (doze) espécies do género
Xiphinema que sao vetores de virus, além das fichas de cada uma dessas espécies,
onde se encontram dados acerca de taxonomia (classe, ordem, familia, género e
espécie), hospedeiros (nomes cientificos e vulgares), distribuicdo geogréfica
(continente, pais, estado e cidades ou regioes), controle (quimico e biolégico),
sintomas (nos principais hospedeiros), bioecologia (ciclo de vida e habitos),
morfometria (medidas de estruturas para diferenciacao), importancia econémica
(danos causados na economia) e referéncias bibliograficas importantes (de acordo
com o padrao da ABNT). Os dados levantados neste compéndio, foram obtidos
principalmente através de pesquisas feitas pela Internet, sendo complementado
pelo vasto acervo nematolégico do laboratério de nematologia e da biblioteca da
Embrapa. As doze espécies levantadas neste trabalho sao: Xiphinema americanum,
Xiphinema bakeri, Xiphinema basiri, X. brevicolle, X. bricolensis, X. californicum,
X. coxi, X. diversicaudatum, X. index, X. italiae, X. rivesi, X. vuittenezi. Além de
informacao sobre os nematdides, esse levantamento traz também, importantes
dados sobre os virus transmitidos por estes fitonematdides.

"Eng. Florestal, graduando, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Bidloga, M.Sc., Fundacdo Educacional do Distrito Federal.
3 Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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098 - EFEITO DA IDADE DAS FOLHAS DE PLANTAS DE MELAO SOBRE O
INCREMENTO POPULACIONAL DE Acidovorax venae subsp. citrulli (Population
increase of Acidovorax avenae subsp. citrulli as affected by melon leaf age)

Melo, IZ.A.1, José Jr., G.1, Santos, J.P.z, Mendes, A.P.z, Lopes, C.A.3, Marques,
A.S.A.

A mancha aquosa do melédo causada por Acidovorax avenae subsp. citrulli, foi
detectada no Brasil em 1997, na Regido Nordeste (RN), a qual responde por 94% da
producao nacional, tornando-se séria ameaca a cultura pelo seu potencial de causar
perdas totais. Considerando que ndo ha controle quimico efetivo contra a bacteriose,
as medidas preconizadas sado preventivas, como o uso de sementes sadias e de
variedades resistentes. Com o objetivo de identificar fontes de resisténcia estao
sendo avaliados genétipos pela pulverizacdo de suspensao bacteriana em plantulas
com quatro folhas definitivas. Experimento piloto foi instalado objetivando avaliar o
desenvolvimento da infeccao em funcao da idade da folha, visando inocular plantulas
precocemente. Utilizou-se o gendtipo Valenciano Verde Redondo, e trés diferentes
idades de folha: a mais nova da haste, com no minimo trés centimetros de
comprimento; a terceira e a quinta folhas seguintes. A avaliacao foi feita em funcao
do crescimento da populacdo bacteriana trés e sete dias apdés a inoculacao.
Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticées, sendo
duas por folha. A inoculagao foi feita pela deposicdo de 10 ul de suspensao do
isolado “CNPH Maisa 2”, na concentracao de 10 ufc/ml em ferimentos de
microalfinete, e as plantas submetidas a camara imida por 48 h. Como testemunha
usou-se agua estéril. Para as leituras, um retangulo em torno do ponto de inoculacao
foi recortado, pesado, esmagado em agua destilada estéril e o extrato foi diluido,
plaqueado e as placas incubadas em estufa a 28 °C. Efetuou-se a contagem de
colébnias com caracteristicas culturais correspondentes as de A. avenae subsp.
citrulli, confirmando-se posteriormente sua identificacdo. Os resultados mostram
que para as trés idades de folha houve desenvolvimento inicial da populacao
bacteriana. Aos sete dias observou-se decréscimo na populacao das folhas mais
velhas, a qual se manteve estavel na folha de idade intermediéria e foi maior nas
folhas mais novas. Acredita-se ser conveniente realizar a avaliacdo de genétipos
utilizando-se plantulas em estadio de primeira folha definitiva. Novos ensaios serao
instalados para acompanhar a evolucao da populacao bacteriana, em intervalos
menores até o aparecimento dos sintomas.

' Agronomia, graduando, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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099 - ERRADICACAO DE Fusarium moniliforme EM SEMENTES DE MILHO
UTILIZANDO TRATAMENTO TERMICO UMIDO (Eradication of seed-borne Fusarium
moniliforme in corn seeds by wet-thermic treatment)

Rodrigues Jr., A.J.G.', Mendes, M.A.S.”, Oliveira, A.S.’, Fonseca, J.N.L."

Tratamentos alternativos, como o uso do calor seco ou imido, tém sido utilizados
com sucesso no controle e erradicacao de fitopatégenos em sementes. O presente
trabalho teve por objetivo verificar o efeito do calor imido no controle e/ou erradicacao
de Fusarium moniliforme de sementes de milho (Zeae maysL.). Sementes infectadas
naturalmente (safra de 2000/2001) foram imersas em agua por 4 horas, seguido da
imersao em banho-maria, com agitacao, a 40°C, para o pré-tratamento, durante 60
minutos, seguido de tratamentos a 50, 55, 57 e 60°C durante 0, 30, 60 e 90,
minutos; 10, 15 e 20 minutos; 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos; 5, 10 e 15 minutos,
respectivamente perfazendo um total de 16 tratamentos. Utilizou-se o método de
“Blotter test” para deteccao e identificacao de fungos. O poder germinativo (PG) e
o vigor (V) das sementes foram avaliados segundo regras de andlises de sementes
(Handbook of Vigour Test Methods, ISTA, 1981). As sementes de milho
apresentaram 12% de contaminacao. O tratamento a 57°C por 20 minutos erradicou
o patdégeno das sementes de milho, no entanto afetou significativamente o PG e o
V, que foram reduzidos de 93% para 78,5% (PG) e de 92,5% para 74% (V).
O tratamento 57°C por 15 minutos controlou o fungo sem afetar o PG e o V das
sementes.

" Agronomia., graduando, UPIS, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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100 - FORMACAO DE UM BANCO DE DADOS SOBRE PRAGAS EM BORBULHAS
DE FRUTEIRAS, BASE PARA ELABORACAO DE ARPQNR (Development of a Database
about pests fruit tree in buds, base for ARPQNR elaboration)

Barros, T.O.1, I\/I5endes, M.A.S;, Oliveira, M.R.V.S, Martins, O.M.4, Batista, M.F.4,
Fonseca, J.N.L. , Felix, A.A.A.

A base de dados dé inicio a um mapeamento de pragas fitopatogénicas,
fundamental para a definicao de pragas de ocorréncia localizada. Este trabalho tem
por objetivo facilitar e auxiliar a identificacado das pragas ocorrentes em borbulhas
de fruteiras, e com isso, a conseqiiente tomada de decisao sobre o seu controle.
Como base para elaboracdo de Analise de Risco de Pragas ndo Quarentendrias
Regulamentadas (ARPNQR), foram selecionadas 23 pragas nas seguintes culturas:
ameixa (01 praga), péssego (02 pragas), ateméia (01 praga), guarana (01 praga),
abacate (02 pragas), caju (01 praga), manga (03 pragas), néspera (01 praga), uva
(01 praga), goiaba (01 praga), maca (04 pragas), péra (01 praga) e caqui (01 praga).
As pragas ocorrentes nestas culturas possuem grande expressao econdémica,
podendo causar grandes prejuizos ao agronegdcio brasileiro se ocorrerem sob
condicoes favoraveis ao patégeno e em cultivares suscetiveis. Podemos salientar
algumas pragas de relevancia como as bactérias Xylella fastidiosa em citros,
Xanthomonas arboricola pv. pruni em ameixa e Xanthomonas axonopodis pv. citri
em citros, o virus da tristeza dos citrus (closterovirus) e o fungo Botryosphaeria
ribis em péra. E importante mencionar que estas informacdes contribuirdo na
atualizacao da lista de pragas nao quarentenarias regulamentadas fiscalizadas pelo
Ministério da Agricultura e do Abastecimento.
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101 - FUNGOS DE EXPRESSAO QUARENTENARIA PARA O BRASIL (Fungi of
quarantine importance on fruit-plants in Brazil)

Felix, A.A.A.", Mendes, M.A.S.”, Santos, M.F.”, Paulo, J.A.0.°

O aumento do intercAmbio de vegetais entre as zonas de livre comércio
legitimadas pela Organizacao Mundial do Comércio (OMC), exige um maior rigor no
controle fitossanitario, para evitar a entrada e/ou disseminacao de pragas entre os
paises. O presente trabalho teve por finalidade compilar e disponibilizar informacdes
sobre fungos exdticos de expressdo quarentendria para o Brasil. Os fungos
identificados como pragas potencialmente quarentendrias e as respectivas plantas
hospedeiras foram: Acremonium cucurbitacearum (melao e melancia), Colletotrichum
capsici (manga, mamao, pimentao), Cristulariella moricola (uva, maca, péssego e
florestais), Guignardia musae (banana), Phaeoacremonium aleophilum,
Phaeoacremonium angustis, Phaeoacremonium chlamydosporum (uva), Phomopsis
cucurbitae (meldo, pepino, melancia e esponja vegetal) e Phytophthora katsurae
(coco e cacau). Os dados sobre essas pragas incluem informacoes sobre a taxonomia,
plantas hospedeiras, bioecologia, formas de transmissao, sintomas, métodos de
deteccao, inspecao, distribuicao geografica, expressdao econémica e controle, que
devem ser disponibilizadas para dar suporte a comercializacao desses produtos.
A introducéao desses fungos exdticos pode causar impacto econémico, social e
ambiental para o agronegdcio brasileiro.

" Biologia, graduanda, UCB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2Eng. Agr., M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
3 Biologia, graduando, UCB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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102 - IDENTIFICAGAO E AVALIAGAO DE RISCO DE INTRODUGAO DE INSETOS
EXOTICOS NO BRASIL ATRAVES DA IMPORTAGAO DE BONSAI (Identification and
evaluation of risk on the introduction of exotic insects into Brazil through bonsai
import)

Damacena, I. de S.', Oliveira, M.R.V.?, Lopes, D.L. de M.’

O aumento do comércio internacional, o transporte e o intercAmbio de produtos
agricolas entre paises tem levado a dispersao de pragas originalmente restritas as
suas respectivas areas de origem. A introducao de pragas exdticas em areas de
producao pode causar diversos problemas para a agricultura, entre eles, reducao na
produtividade e aumento nos custos de producao. O Brasil, por ser signatério da
Organizacao Mundial do Comércio (OMC) e pais membro da Convencao Internacional
para Protecao dos Vegetais (CIPV) e da Organizacado de Alimentos para Agricultura
(FAO), realiza a importacao de material vegetal sob determinadas condicdes que
levam em conta a Andlise de Risco de Pragas (ARP), que estabelece os riscos que
uma praga exotica pode causar em uma determinada area. Entre janeiro 1996 a
agosto de 2002, o Brasil importou cerca de 225 toneladas de mudas de plantas
ornamentais, entre estas, podem estar inclusas vdarias espécies de bonsai. Através
do estagio | da ARP para Bonsai, observou-se que 47 pragas podem estar associadas
a essa “commodities”. No estdgio I, avaliar as pragas que sado exdticas ao pais que
poderiam ter grande impacto na agricultura brasileira. Das anélises realizadas para
o estagio I, observou-se que todas as espécies listadas apresentaram alto risco
quarentendrio. Esses procedimentos sao importantes para a avaliacao do risco e do
controle da dispersao e introducao de espécies exdticas dentro do territério nacional.

1Biologia\, graduanda, FTB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

3Administra(,:éo, graduanda, UNEB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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103 - IDENTIFICACAO MOLECULAR DE POPULACOES DE Bactrocera carambolae
NO BRASIL (Molecular identification of the Brazilian population of Bactrocera
carambolae)

Damacena, I. de s.', Queiroz, P.R.2, Lima, L.H.C.>, Oliveira, M.R.V.°,
Lopes, D.L. de M. , Silva, R.A. da

A mosca da carambola pertence a familia Tephritidae de onde provém as mais
importantes pragas conhecidas como moscas-das-frutas. Sua expressao econémica
refere-se aos danos diretos causados nos frutos e indireta as exigéncias
quarentendrias para exportacao de frutos aos principais mercados consumidores
mundiais. Estima-se que as perdas globais na producao de frutas causadas pelas
moscas-das-frutas, entre elas a da carambola, ultrapassem a dois bilhGes de ddlares
anuais. Essas moscas representam o maior problema fitossanitéario da fruticultura
mundial, diminuindo a producéao de vérias espécies de frutiferas, aumentando os
custos de controle e impacto ambiental e dificultando o comércio de frutas frescas
entre os paises, com conseqliente proibicdo das exportacdes dos paises
sul-americanos. Nativa da Asia pertencente ao complexo Bactrocera dorsalis, foi
introduzida no continente americano em 1975, em 1989 atingiu a Guiana Francesa
e em 1996, chegou ao municipio do Oiapoque no Estado do Amap4d, Brasil.
A mosca-da-carambola é considerada a espécie que mais causa prejuizos a
fruticultura. Devido a esse fato, este trabalho consiste na identificacdo molecular
das populacdes de B. carambolae presentes no Brasil, por técnicas moleculares de
RAPD-PCR, utilizando espécies de Ceratitis capitata como padrao, para
estabelecimento de medidas quarentendrias de controle. Utilizando-se primers de
seqliéncias aleatdrias, observou-se variacoes nos padroes de bandas entre as
espécies em estudo. A obtencao de perfis moleculares é uma etapa importante no
desenvolvimento de marcadores genéticos especificos para a deteccao de espécies
de interesse quarentendrio.

" Biologia, graduanda, FTB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

2 Bidlogo, doutorando, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

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

4 Administracdo, graduanda, UNEB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
5Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Amapa.
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104 - IMPLEMENTACAO DA HOME PAGE PARA A DIVULGAGCAO DA UNIDADE DE
MICOLOGIA/LABORATORIO DE QUARENTENA VEGETAL (Development of homepage
to divulge the mycological unity/laboratory of vegetal quarantine)

Barros, T.0.', Melo, L.A.M.P.”>, Mendes, M.A.S.°, Urben, A.F.*

Com o crescimento continuo do intercambio de Germoplasma Vegetal no dmbito
nacional, houve um aumento no nimero de acessos introduzidos. Com isso, o
Laboratério de Quarentena Vegetal (LQV), Unidade de Micologia, da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, conquistou grande importancia no cendrio da agricultura
nacional, tendo assim a necessidade de disponibilizar através de meios alternativos
na rede mundial de computadores (INTERNET), um site desenvolvido com recursos
computacionais simples que iriam avancando de acordo com as necessidades de
seus usudrios. O objetivo do presente trabalho foi implementar um site para divulgar
os trabalhos realizados pela Unidade de Micologia do LQV. Na primeira fase foram
definidos os conteldos e servicos e em seguida foi criado o visual do ambiente.
A (ltima fase preocupou-se com a programacao computacional, onde foram utilizados
recursos de interface HTML. As informacdes presentes na Home Page dardo grande
suporte ao trabalho de inspecao e quarentena vegetal, conferindo uma maior agilidade
e transparéncia dos trabalhos de deteccéo, identificacdo e controle de fungos
fitopatogénicos. E importante inferir que os dados apresentados serdo
constantemente revisados e atualizados, principalmente as informacdes sobre os
Fungos Relatados em Plantas no Brasil.

" Biologia, graduando, UCB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

2 Ciéncia da Computacdo, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
S Eng. Agr., M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

4 Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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105 - INFLUENCIA DOS CULTIVOS ORGANICO E CONVENCIONAL SOBRE A
INCIDENCIA DE MOSCA BRANCA (Bemisia tabaci) EM BRASSICAS (Influence of
organic and conventional plantations of Brassicae on Bemisia tabaci (Gen.) populations)

Oliveira, N.N.", Paula, S.V.”, Oliveira, M.R.V.’

Bemisia tabaci (Hemiptera, Aleyrodidae), vulgarmente chamada de
mosca- branca, é uma das pragas de grande expressao econémica no setor produtivo
agricola brasileiro. Em bréssicas sua infestacao tem apresentado uma influéncia
significativa nos sistemas de cultivo organico e convencional. Em estudos realizados
através de coletas de adultos, em plantas de repolho no periodo de 16 de julho a
17 de setembro de 2003, na Embrapa Sede, Vitrine de Tecnologia, Brasilia — DF,
observou-se diferenca significativa da populacao de adultos de mosca branca, entre
os sistemas de cultivo tradicional e organico apenas na segunda e quarta semana
de avaliacdo. Na segunda semana, o cultivo tradicional apresentou menor ocorréncia
de adultos. Na quarta semana de avaliacdo, a populacao de adultos no sistema de
cultivo tradicional foi superior ao do cultivo organico. A maior populacdo de mosca
branca no sistema de cultivo organico na segunda semana primeiramente indica o
efeito residual de pulverizacoes protetoras das mudas, ainda no viveiro e no
transplantio, para os canteiros que foram conduzidos no sistema tradicional de cultivo.
A partir de entado, a tendéncia foi de iguais populacdes de mosca branca nos dois
sistemas de cultivos, o que pode ser atribuido ao favorecimento do controle biolégico
natural no sistema organico e na regiao é principalmente exercidos pelo parasitéide
Encarsia formosa (Hymenoptera: Aphelinidae) e os predadores Cycloneda sp
(Coleoptera, Coccinellidae), Allograpta exdtica (Diptera: Syrphidae) e Chrysoperla
externa (Neuroptera: Chrysopidae). A hipétese da eficiéncia do controle biolégico
natural é fortalecida pelo fato de na quarta semana, a populacdo de mosca branca
no sistema organico foi inferior que o sistema convencional, ou seja, mais eficiente
que as pulverizacoes de agrotéxicos.

" Agronomia, graduanda, FTB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2Eng. Agr., M. Sc., Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento.
3 Biologa, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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106 - MANCHA DE SEPTORIA EM Pfaffia glomerataNO DISTRITO FEDERAL (Septoria
spot on Pfaffia glomerata in Distrito Federal)

Paulo, J.A.O.', Mendes, M.A.S.”, Alves, R.B.N.”, Vieira, R.F.’, Oliveira, A.S."

Fafia (Pfaffia glomerata Spreng.) é uma espécie medicinal que vem sendo
largamente comercializada no Brasil e exportada para o Japao e Coréia do Sul,
sendo que a maior parte da matéria prima é obtida por extrativismo. Um dos principais
problemas para a domesticacao e cultivo desta espécie é a grande susceptibilidade
a fungos e nematdides, o que pode acarretar grande perda em sua producao.
No Distrito Federal foram observadas plantas cultivadas com manchas nas folhas e
hastes. Nas folhas, os sintomas iniciais sdo pequenas pontuacdes pardas ou
avermelhadas, dependendo do acesso de germoplasma. Com a evolucao da doenca
as lesdes adquirem dimensdes de 3-5 mm de didmetro, com halo de 1-2 mm de
coloracao vinho amarronzado e com o centro deprimido de cor parda. As lesdes
aparecem espalhadas por todo o limbo e as folhas infectadas se desprendem
facilmente da haste. Nas hastes os sintomas sdo pequenas lesdes ovais no sentido
das estrias, de 2-4 X 1-2 mm, com micro rachaduras no sentido das nervuras nos
bordos e no centro das lesbes. Procedeu-se o isolamento do fungo em meio de
cultura BDA, incubacéao por 8 dias, sob luz fluorescente continua e a identificacao
foi feita pelas caracteristicas morfoldgicas. A patogenicidade de Septoria sp. Sacc.
foi confirmada pela inoculacdo em folhas sadias destacadas de P. glomerata e
reisolamento do fungo. Na literatura disponivel ndo foi encontrado nenhum relato
deste género de fungo causando sintomas em Pfaffia no Brasil ou no exterior.

" Biologia, graduando, UCB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Eng. Agr., M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

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

4 Bidloga, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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107 - PESQUISA EM ANDAMENTO: UMA METODOLOGIA PARA ERRADICAGCAO
DE NEMATOIDES EM SEMENTES DE Brachiaria decumbens (Research in progress:
Methodology for nematode eradication in Brachiaria decumbens seeds)

Rodrigues Jr., A.J.G.1, Sousa, A.I.M.z, Gomes, V.F.3, Lemos, A.P.4, Tenente, R.C.V.°

A introducao de materiais genéticos de outros paises vem auxiliando muito os
programas de melhoramento de plantas, com isso tem contribuido significativamente
para o avanco da agricultura. Entretanto, a introducao desses materiais tem aumentado
o risco de introducao de nematdides exdticos no pais. Portanto, a Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, vem se organizando para efetuar as andlises fitossanitarias
desses materiais e na erradicacdao de nematdides detectados. O principal objetivo
deste trabalho é encontrar um tratamento adequado para erradicacdo do nematdide
Aphelenchoides besseyi de sementes de Brachiaria decumbens sem afetar a
germinacao e o vigor destas sementes. Os tratamentos aplicados foram: fumigacao
com Fosfina; Térmico Umido (40°C/15min. - 57°C/15min.) e (40°C/30min. -
57°C/15min.); Térmico Seco (60°C/6hn - 95°C/3hn) e (60°C/3hn - 95°C/3hn) e
Tratamento Quimico (Na Ocl 2% + Formol 1%)/30min. A deteccdo de nematdides
foi através do Funil de Baermann. Para o tratamento seco as sementes passaram
por cdmara de secagem 24°C(15%UR) - 8 dias para reduzir o teor de umidade.
Para cada tratamento, o experimento apresentou testemunha. A avaliacdo do poder
germinativo foi ao 7° dia apds tratamento e o vigor e o crescimento da radicula, ao
14° dia. As avaliacoes estdo em execucao.

' Agronomia, graduando, UPIS, Bolsista da ABRASEM, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

2 Secretariado, graduando, CECAP, Bolsista CNPq.

3 Eng. Ambiental, graduando, UCB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

4 Nivel médio, Bolsista Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

5Eng. Agr., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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108 - QUARENTENA DE GERMOPLASMA VEGETAL - PROCEDIMENTOS, METODOS
E INTERCEPTAGAO DE VIRUS, VIROIDES E FITOPLASMAS (Quarentine of vegetal
germoplasm - Procedures, methods and interceptation of virus, viroids and
phytoplasms)

Silva, R.D.C.", Marinho, V.L.A.?, Batista, M.de F.’

A introducdo nao controlada de germoplasma vegetal pode acarretar a entrada
de pragas no pais e, no Brasil, sdo inUmeros os exemplos de introducao de pragas
exdéticas que provocaram, e em alguns casos ainda provocam, sérios danos a
agricultura. Para garantir a integridade do germoplasma vegetal introduzido, o
laboratério de Quarentena da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, unidade
de virologia, analisa todo o germoplasma introduzido para pesquisa utilizando diversas
técnicas para a deteccao e identificacdo de virus, viréides e fitoplasmas nestes
materiais. As metodologias mais utilizadas sao: plantio do material vegetal introduzido
em quarentendrio e observacao de sintomas nas plantulas, inoculacdo mecéanica em
plantas hospedeiras, teste soroldgico (imuno-difusdo-dupla em agar gel e ELISA),
preparacdes rapidas para microscopia eletrénica (“leaf dip”), PCR e hybridizacao
molecular com sondas especificas. De janeiro de 2002 a setembro de 2003, foram
analisados, pelo laboratério de virologia, 48.025 acessos de germoplasma. No periodo
foram detectados, o Soybean mosaic virus (virus do mosaico comum da soja), em
sementes de soja, provenientes dos Estados Unidos e o Banana Streak virus
(virus da risca da bananeira), em mudas de banana de Israel. Embora os dois virus
interceptados ja ocorram no Brasil, ambos causam danos as culturas em questao.
Comecar uma lavoura com material vegetativo sabidamente infectado por virus é
arriscado devido a eficiéncia de transmissao e disseminacdo dos mesmos por insetos
vetores. A quarentena de germoplasma vegetal possibilita a introducao segura de
material genético, evitando a entrada de virus exéticos e/ou quarentenaérios e de
importancia econémica para o Brasil. Deste modo, tanto os sistemas agricolas estarao
livres de perdas potenciais na producado quanto o meio ambiente do uso indiscriminado
de defensivos.

" Biologia, graduanda, UCB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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109 - SISTEMA DE INFORMACOES DE GERMOPLASMA DA SUPORTE AOS
PROCEDIMENTOS NEMATOLOGICOS DIMINUINDO OS RISCOS DE PRAGAS
EXOTICAS (Germplasm Information System giving support to nematological
procedures decreasing the risks of exotic pests)

Nascimento, H.I.1, Rissoli, V.R.V.z, Tenente, R.C.V.a, Cares, J.E.4

O Sistema de Informacdes de Germoplasma foi desenvolvido sobre uma base
de dados das andlises nematoldgicas de material importado, onde estd incluido o
periodo de 1981 a setembro de 2003 e os resultados deste trabalho correspondem
somente aos ultimos cinco anos. Esta base de dados contém descricoes do material
importado, pais de origem, destino, nimero de acessos analisados e contaminados,
e o nematoéide identificado. Baseado neste sistema pode-se verificar que dos 28,898
acessos importados, de diversos produtos, 5.723 apresentaram-se com nematéides,
perfazendo um total de 19,80% o que é uma alta percentagem. Os nematdides
detectados foram: Aphelenchoides sp., A. besseyi, A. bicaudatus, Aphelenchus
sp., A. avenae, Coslenchus sp., Ditylenchus sp., D. equalis, D. dipsaci, D. emus,
D. nortoni, D. obesus, D. parvus, D. terricolus, Ekataphelenchoides sp.,
Helicotylenchus sp., H. dihystera, Meloidogyne sp., Pratylenchus sp., Seinura sp.,
Tylaphelenchus sp., Tylenchus sp. e nematdides pertencentes a familia Hoplolaimidae
e outros da Ordem Dorylaimida. Os resultados desta busca mostraram que nesses
cinco anos e nove meses de andlises nematoldgicas, a importancia da interceptacao
de nematdides exdéticos ao Pais, provocando diminuicao do risco de introducéao de
novas espécies/racas no Brasil. Portanto, pelo Sistema de Informacdes de
Germoplasma, demonstrou-se que o custo beneficio dessas anélises foi significativo,
contribuindo muito para agricultura brasileira, podendo apresentar sempre os dados
atualizados.

" Analise de Sistemas, graduando, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Analista de Sistemas, M.Sc., UCB.
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110 - SISTEMA DE INFORMACOES DE INSETOS QUARENTENARIOS PARA O BRASIL
(Systematic information of insects and mites of quarantine importance to Brazil)

Lopes, D.L.M.", Oliveira, M.R.V.?, Paula, S.V.°

A intensificacdo do comércio internacional, que tende cada vez mais a globalizar
os mercados, gerou como uma de suas consequéncias uma via de dispersao de
espécies invasoras, que pode vir a se caracterizar como pragas, quando consideramos
o transito de produtos agricolas. As questdes fitossanitarias constituem, desta forma,
no momento atual um dos principais fatores que podem colocar em risco a troca de
mercadorias agricolas em nivel internacional, bem como qualquer outro tipo de
mercadoria, quando consideramos o sério problema de pragas de embalagem e suporte
de madeira. Nesse contexto, a entomologia agricola desempenham um papel
fundamental. Os insetos sdo importantes organismos neste processo, porque ao se
dispersarem para areas isentas podem promover grandes impactos nos ecossistemas.
Vérios paises tiveram suas economias profundamente abaladas pela presenca de
pragas em seus agroecossistemas. Muitas pragas com potencial de invasao, ainda
ameacam a nossa atividade econémica agricola, florestal, pecuaria e mesmo
ecossistemas naturais. Em um trabalho de levantamento de insetos-pragas exdticas
e com potencial quarentenario e de Analise de Risco de Pragas simplificada para o
Brasil, observou-se que cerca de 1.000 espécies de insetos podem comprometer o
nosso agronegocio. Cabe assim, estarmos estruturados nao sé para enfrentarmos
0s novos problemas fitossanitarios que surgirem, mas também nos municiar de
condicoes de forma a prevé-los e tracar estratégias que evitem o problema ou o
minimize em caso de sua ocorréncia. Esse trabalho foi elaborado para sistematizar
informacdes rapidas e seguras sobre insetos quarentenarios para o Brasil, de modo
a facilitar as buscas sobre esses organismos durante a elaboracao de planos de
contingéncia e métodos avancados de diagnose. Buscas foram realizadas em diversas
fontes de informacées e 1758 sites de consulta aproximadamente, foram identificados
e compilados. Isso permitird desenvolver com rapidez e eficiéncia bancos de dados
para insetos-pragas de grande relevancia para o pais.

' Administracdo, graduando, UNEB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Bidloga, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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111 - UTILIZACAO DA PCR EM ENSAIOS SOBRE A TRANSMISSAO DE Ralstonia
solanacearum POR SEMENTES DE TOMATE (Use of PCR technique for investigating
seed transmission of Ralstonia solanacearum in plants)

Nogueira, S.B.1, Martins, O.M.z, Lopes, C. Al

Existem informacdes contraditérias em relacdo a transmissao de Ralstonia
solanacearum por sementes de tomate. Relativamente ao tema, iniciaram-se os
seguintes ensaios: sementes de tomate de plantas apresentando sintomas severos
de murcha foram coletadas em campo infestado naturalmente pela bactéria.
As sementes foram testadas pela técnica da PCR com primers OLI1 e Y2 e pelo
plagueamento de aliquotas sobre o meio de cultura basico contendo tetrazélio.
Como controle positivo, utiIizaram-segsemgntes sadias infiltradas por pressdo a
vacuo com diferentes concentragcdes (10 a 10 UFC/ml). Ainda como contsrole positivo
foram utilizados DNA purificado e suspensao bacteriana (10 UFC/ml).
Fragmentos de 288 pb foram verificados para o DNA gen6mico e suspensao
bacteriana. Amplificac6es de DNA nao foram verificadas nem pelos extratos das
sementes naturalmente infectadas nem pelas sementes infiltradas artificialmente.
Estes dados indicam a necessidade de se elucidar o mecanismo inibitério do
crescimento bacteriano existente na interacao semente-bactéria.

" Biologia, graduanda,UCB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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112 - AVALIACAO DA SOBREVIVENCIA DE EMBRIOES BOVINOS PRODUZIDOS IN
VITRO CULTIVADOS EM DIFERENTES SISTEMAS E VITRIFICADOS PELO METODO
OPS (Evaluation of the survival rate of in vitro produced bovine embryos cultured in
diffent systems and vitrified by the OPS method)

Pereira, D.C.', Dode, M.A.N.”, Corréa, G.A.°, Rumpf, R.”

O presente estudo teve por objetivo avaliar a sobrevivéncia de embriées PIV
produzidos em diferentes sistemas de cultivo apds a vitrificacdo. Ovdécitos bovinos
foram obtidos de ovérios de abatedouro. Apds a maturacao e fecundacao in vitro, as
estruturas foram cultivadas ou em gotas ou no sistema “well of the well” (WOW).
Neste sistema o embrido é cultivado dentro de um pequeno poco cilindrico em forma
de “V" feito em uma placa e recoberto com meio de cultivo criando, desta forma, um
microambiente para o embrido. Em todos os tratamentos os embrides foram cultivados
em presenca de células da granulosa, em meio SOFaa em 5% de CO2 em ar, em trés
sistemas de cultivo: T1: Controle - cultivo em grupo de 20-30 embrides em gotas de
400 ul de meio; T2: - cultivo em grupo de 20-30 embrides em 400 ul de meio mas
com 1 embrido em cada WOW e T3: cultivo individual em WOW em gotas de 20 pl
de meio. No D6 e D7 do cultivo os blastocistos qualidade | de cada tratamento foram
separados em dois grupos: controle e vitrificado. O grupo controle foi submetido aos
mesmos stresses fisicos que os vitrificados. A vitrificacao foi realizada pelo método
OPS. Apés a desvitrificacdo, os embrides foram cultivados por mais 72 horas no
mesmo sistema em que foram produzidos. A avaliacdo da taxa de ecloséo foi realizada
em 24, 48 e 72 horas pds-desvitrificacdo. Os dados foram analisados pelo teste y2.
As 24 horas de cultivo as taxas de eclosdo dos embrides controle D7 de T2 e T3
(40% 16/40 e 52,5% 21/40) foram superiores a dos embrides controle D6, (2,94 %
1/34e6,45% 2/31) (P<0,001) e os embrides vitrificados D7de T1e T2 (29,73%
11/37 € 26,83% 11/41) foram superiores a dos embrides D6, (2,5% 1/40 e 6,06%
2/33) (P<0,05). As 72 horas, para os embridoes de D6, a taxa de eclosdo entre os
embrides vitrificados e controles de cada tratamento foi semelhante, sendo
respectivamente, T1(92,5% 37/40e 97,4 % 38/39), T2 (96,9 % 32/33e 88, 2%
30/34)e T3 (73,5% 25/34e77,4% 24/31) (P>0,05), porém a taxa de eclosdo de
T3 controle foi menor que T1 controle e T3 vitrificado foi menor que T2 vitrificado
(P<0,05). Para os embrides de D7 a taxa de eclosao para vitrificado e controle de
cada tratamento foi respectivamente, T1 (83,8% 31/37 e 88,9% 32/36), T2
(90, 2% 37/41 e 90,0 % 36/40) e T3 (70,0% 28/40 e 87,5 % 35/40) (P>0,05),
sendo a taxa de eclosdo de T3 vitrificado menor que T2 vitrificado (P< 0,05). Os
resultados sugerem que os embrides cultivados em grupo, individualizados ou nao,
apresentaram uma melhor sobrevivéncia apds a desvitrificacdo do que os cultivados
isoladamente.

" Méd. Vet., mestranda, FAV, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Méd. Vet., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
3 Bidloga, Téc. Visitante.
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113 - AVALIACAO DA VIABILIDADE TECNICA DE PARTOS GEMELARES EM
BOVINOS DE CORTE NO PLANALTO CENTRAL (Evaluation of feasibility of twinning
in cattle for beef production in planalto central)

Lucas, L.A.1, McManus, C.2, Rumpf, R.

Os indices zootécnicos da pecuéria de corte nacional sdo, em geral, baixos.
Pela utilizacdo de novas biotecnologias, é possivel aumentar a produtividade dos
rebanhos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade técnica de produzir
bezerros, oriundos de partos gemelares no sistema de criacdo extensiva no Planalto
Central. Foram utilizadas cento e dezessete vacas cruzadas Simental x Nelore, sendo
que no tratamento 1 (T1-controle), sessenta vacas foram inseminadas (l.A.), enquanto
que no tratamento 2 (T2) cinglienta e sete vacas foram inseminadas e 6 a 9 dias
apdés a I.A., inovuladas no corno contralateral. Foram utilizados embrides
criopreservados em etileno glicol de doadoras Simental x Nelore inseminadas com
sémen do mesmo touro usado no T1 e T2. Ao exame ultra-sonografico de gestacao
35 a 45 dias apos |.A. obteve-se 86,7% (n=52) de prenhezem T1e 77,19% (n=44)
em T2, sendo que 56,8% (n=25) das gestacdes eram gemelares bilaterais. O periodo
médio das gestacdes gemelares foi de 289 dias e de 294 dias para as simples.
Os partos gemelares e simples foram todos normais. A taxa de natalidade em T1 foi
de 80,00%. JAem T2 foide 87,71%, porém a taxa de gemelaridade foi de apenas
48% sobre as 25 gemelares (56,8%) diagnosticadas inicialmente por ultra-sonografia.
A percentagem de aborto observada em T1 foi de 5,00% (n=3) e em T2 foi de
12,28% (n=7), (p>0,05). O peso médio ao nascimento foiem T1 de 33,38 kg e em
T2 de 36,40 kg e 24,27kg para partos simples e gemelares, respectivamente
(p< 0,0001). Aos noventa dias o peso médio dos bezerros do T1 foide 111,21kg, o
T2 parto simples foi de 124,64kg e o peso médio dos gémeos foi de 93,31kg,
(p< 0,0001). Embora exista viabilidade técnica para a producao de gémeos em bovinos
de corte, questdes basicas relativas as perdas fetais/abortos e de manejo das vacas
gestantes, bem como a relacao custo/beneficio, devem ser melhor estudadas para
emprego desta tecnologia no setor produtivo.

" Méd. Vet., mestrando, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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114 - CRIOPRESERVACAO DE ESPERMATOZOIDES DO EPIDIDIMO DE ANIMAIS
MORTOS E SUA UTILIZACAO NA PRODUGCAO DE EMBRIOES /N VITRO: UMA
IMPORTANTE FERRAMENTA NA PRESERVACAO DE GENES VALIOSOS
(Cryopreservation of epididymal spermatozoa from dead animals and its use in the in
vitro embryos production: a important tool in the preservation of valuable genes)

Martins, C.F.1, Dode, M.z, Pereira, D.C.S, Rumpf, R.2

A possibilidade de se coletar e criopreservar com sucesso espermatozdéides
de animais que morrem subitamente, pode ser uma importante abordagem para
preservar genes valiosos. Desta forma, este trabalho objetivou avaliar a viabilidade
da criopreservacao de espermatozdides do epididimo de animais mortos, bem como
verificar o potencial de producado de embriées pela fecundacéao in vitro. Para isto
foram coletados epididimos de trés touros (touros 1, 2 e 3) abatidos em frigorificos
da regiao para a obtencao dos espermatozéides. As caracteristicas espermaticas
(motilidade, vigor, morfologia, integridade da cromatina e do acrossoma) foram
avaliadas antes e apds a criopreservacado. Posteriormente, espermatozdéides
congelados do epididimo dos trés touros foram utilizados para a fecundacao in vitro,
em que foi avaliada a taxa de clivagem (D2) e a taxa de blastocisto (D7).
Os espermatozéides dos trés touros apresentavam caracteristicas dentro dos
padroes exigidos para a criopreservacao. Na avaliacdo pés-descongelamento essas
caracteristicas se mantiveram satisfatérias para todos os animais. As taxas de
clivagem e de blastocisto do touro 1 (86,4% e 43,8%) e do touro 2 (89,7% e
47,4%) foram similares (P>0,01) ao controle (92,9% e 47,9%), respectivamente.
O touro 3 apesar de apresentar taxa de clivagem (42,02%) e taxa de blastocisto
(26,08%) inferiores ao controle, conseguiu produzir um bom nimero de embrides.
Estes resultados demonstram que espermatozdides do epididimo de animais que ja
morreram podem ser criopreservados e utilizados com sucesso na producao de
embrides in vitro. Sendo assim, quando machos valiosos morrem inexplicadamente,
a criopreservacdao de sémen do epididimo é uma grande alternativa.
Este procedimento também pode ser particularmente importante para espécies em
risco de extingcao.

" Méd.Vet., doutorando, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
2 Méd.Vet., Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
3 Méd.Vet., mestranda, UnB.
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115 - DESENVOLVIMENTO DE EMBRIOES CLONES A PARTIR DE FIBROBLASTOS
DE BOVINO ADULTO TRANSFECTADOS OU NAO (Development of cloned embryos
from adult bovine fibroblasts transfected or not)

Iguma,4L.T.1, Sous43, R.V.z, M4e|o, E.O.4, Campos, H.C.F.3, Franco, M.M.4, Dode,
M.A.N, Rech, E.L. , Rumpf, R.

A associacao das biotecnologias de transferéncia nuclear (TN) e transfeccao
de células animais apresenta aplicacdes potenciais de importante impacto,
principalmente nas areas de medicina e farmacia. Além de ser a maneira mais eficiente
para producao de bovinos transgénicos. Para isto, as células doadoras de nucleos
necessitam ser transfectadas e selecionadas durante o cultivo in vitro (CIV).
Os efeitos do longo periodo de CIV e das manipulacdes genéticas dessas células
foram pouco estudados até entao. Este trabalho objetivou comparar a eficiéncia da
TN utilizando fibroblastos da orelha de uma novilha clone de 14 meses de idade
(FOC) vs. a mesma linhagem transfectada (TFOC). Ovdcitos obtidos de abatedouro
foram maturados in vitro por 19-21h e, posteriormente, enucleados. Seguiu-se a
reconstrucdo embriondria utilizando-se FOC ou TFOC e a eletrofusdo. Os TFOC foram
lipofectados com vetor de expressao contendo seqliéncia codificadora da cadeia
leve de um anticorpo monoclonal humano anti-céncer (scFv) e o gene de selecao neo,
sob controle do promotor constitutivo CMV. Os TFOC foram selecionados em meio
com antibiético G418. De 3-5 h pds-eletrofusdo, procedeu-se a ativacao artificial
com ionomicina e 6-DMAP. Os possiveis zigotos foram co-cultivados in vitro com
células da granulosa em SOFaaci + 5% SFB. Foram transferidos 1, 2 ou 3 blastocistos
por vaca sincronizada. As diferencas entre grupos foram verificadas pelo teste c2.
Para controle partenogenético, 246 ovdécitos foram ativados, resultando em 69,10%
de clivagem e 40,65% de blastocistos. Partindo de 239 e 409 ovécitos, foram
reconstruidos 149 e 252 estruturas com FOC e TFOC, respectivamente.
Destes, observou-se que 116 (77,85%) e 178 (70,63%) dos complexos se
fusionaram, nos grupos FOC e TFOC, respectivamente. As taxas de clivagem e
blastocisto foram de 67,24% (78/116) e 30,17% (35/116) para tratamento com
FOC e de 67,97% (121/178) e 24,15% (43/178) quando utilizou-se TFOC,
respectivamente. Ao ultrassom 30 dias pdés-inovulacdao de embrides FOC,
constatou-se: 14/17 (82,35%) receptoras vazias, 1/17 (5,88%) em reabsorcao e
2/17 (11,76%) prenhes. Para embridoes TFOC, foram avaliadas 15 vacas: 10 (66,66 %)
vazias, 3 (20%) em reabsorcdo e 2 (13,33%) prenhes. Ndo houve diferenca
significativa (P<0,05 ) entre dados nas TN’s de FOC e TFOC. Esses resultados
sugerem que, nas condicoes deste experimento, a transfeccao ndo comprometeu o
desenvolvimento de embrides TN. Pode-se ainda sugerir que o longo tempo e as
muitas passagens no cultivo in vitro das células transfectadas nao tiveram efeito
adverso na eficiéncia in vitro e in vivo da TN.

" Méd. Vet., doutoranda, UnB, CNPq, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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116 - INFLUENCIA DO ESTAGIO E VELOCIDADE DE DESENVOLVIMENTO DE
EMBRIOES PRODUZIDOS IN VITRO NA TAXA DE PRENHEZ (influence of the growth
rate and stage of development of bovine embryos produced in vitro on the pregnacy
rate)

Pereira, D.C.", Zucoloto, J.”, Oliveira, M.A.F.”, Rumpf, R.", Dode, M.A.N."

Com o desenvolvimento das técnicas de reproducao assistida em animais,
tornou-se possivel otimizar a utilizacdo de fémeas de interesse. Dentre essas técnicas,
a producao in vitro (PIV) de embriées bovinos tem mostrado avancos consideraveis
e, estd sendo gradualmente integrada aos programas de melhoramento animal, como
uma complementacao a inseminacao artificial e a transferéncia de embrides.
Apesar dos avancos obtidos, varios aspectos ainda precisam ser esclarecidos, visto
que as taxas de prenhez obtidas com embrides PIV ainda sao inferiores as obtidas
com os produzidos in vitro, reduzindo a eficiéncia da técnica. Portanto, o presente
estudo teve por objetivo avaliar o efeito do estdgio embriondrio e da velocidade de
desenvolvimento na taxa de gestacao de embrides PIV. O experimento foi realizado
na Agropecuéria Nova Vida, Ariquemes, RO no periodo de outubro a dezembro de
2002. Ovécitos foram obtidos por puncao folicular transvaginal, foram maturados,
fecundados e cultivados in vitro, de acordo com o protocolo do Laboratério de
Reproducao Animal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia . Um total de
1006 embrides foram avaliados em D6, D7 e D8, para determinacdo do estagio
embrionério, e para cada um dos dias de avaliacdo embrides no estagio de blastocisto
(BL) e blastocisto expandido (BX) foram transferidos para receptoras com sincronia
de + 24 horas. A gestacao foi determinada pela avaliacdo ultra-sonografica entre
45 e 60 dias pos-transferéncia. Os dados foram analisados pelo teste do c?2.
EmbriGes transferidos em D6 tiveram taxa de gestacao similar (P> 0,05) aos embrides
de D7 (54,8% e 48, 7%), sendo que ambos apresentaram taxas superiores (P <0,05)
aos de D8 (28,4%). Resultados semelhantes foram observados quando os dados
foram analisados levando em conta a velocidade de desenvolvimento e o estagio do
embrido. Os embrides BL (184) e BX (102) em D6 e os BL (159) e BX (387) em D7,
apresentaram taxas de gestacao similares (P>0,05), de 54,3 % e 55,5 %, € 46,5%
e 48,8 %, respectivamente. Entretanto, a taxa de gestacao para embrides de D8 no
estagio de BL (40) foi de 20% e para e BE (134) foi de 29,1%, taxa essas inferiores
(P<0,05) aos demais grupos. Esses resultados sugerem que embrides BL/BE,
produzidos in vitro e transferidos em D8 pdés-fecundacao, apresentam menores taxas
de prenhez do que os transferidos em D6 ou D7.

" Méd. Vet., mestranda, FAV, UnB, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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117 - LENDA DA EMBRAPA - BEZERRA CLONADA A PARTIR DE CELULAS DO
CUMULUS DE VACA ADULTA MORTA. DADOS DA CONCEPCAO AO PERI-NATAL
(Lenda da Embrapa — Calf Cloned from Cumulus Cells of a Dead Adult Cow. Data
from Conception to Perinatal Period)

Iguma,zL.T.1, Pereira, D.(36.2, Sousa, R.V.s,7 Pivato, I.4, Melo, L.SF.Z, Dresch, R.s, gampos,
H.C.F.é Borges, J.BR.J. , Paludo, G.R. , Grattapaglia, D., Ferreira, M.E. , Dode,
M.A.N.", Rumpf, R.

A possibilidade de se gerar uma cépia genética de qualquer individuo,
partindo-se apenas de uma célula somatica deste, era uma hipdtese remota até o
nascimento da ovelha Dolly, em 1996. Este anuncio significou um marco para a
ciéncia, quica para a humanidade, destacando a técnica de transferéncia nuclear
(TN) e suas importantes aplicacdes. Este trabalho objetivou relatar dados da concepcao
ao periodo peri-natal da bezerra clone Lenda da Embrapa. No dia 05/11/02, apds um
acidente, veio a 6bito a vaca Holandesa T. Melo Lenda, aos 7,2 anos de idade.
Por tratar-se de uma vaca de elevado mérito genético, logo apdés sua morte
coletou-se seus ovarios e um pedaco de pele. Os foliculos ovarianos foram dissecados
e os complexos cumulus-ovdécitos (CCO’s) isolados na tentativa da producéo in vitro
de embrides (PIV). No entanto, apesar da recuperacao de 52 CCO’s, nenhum embrido
foi produzido. A viabilidade dos ovécitos pode ter sido prejudicada pela coleta dos
ovéarios na fazenda, tempo e temperatura do transporte. Tentou-se isolar os
fibroblastos da pele coletada para uso na TN. Contudo, a amostra foi contaminada
na retirada. A Ultima alternativa foi recuperar as células do cumulus, que circundam
o ovdécito, ja que algumas destas mostraram-se vidveis durante o co-cultivo na PIV.
Na manipulacdo TN de 20/11/02 foram reconstruidos 24 embrides a partir destas
células, resultando em 8 blastocistos, transferidos para 5 receptoras sincronizadas.
Destas, uma apresentou-se prenhe a ultrassonografia 30 dias pds-inovulacao.
Em 04/09/03 as 17:15h, apds 287 dias de gestacdo monitorada, nasceu a bezerra
Lenda da Embrapa, pesando 45 Kg. O parto normal foi assistido, a receptora expressou
toda habilidade materna e a bezerra mamou o colostro 1h depois de nascida.
A placenta, de aspecto normal e pesando 4,5 Kg foi completamente expulsa 5h apds
o parto. Desde o nascimento, a bezerra vem sendo monitorada nos paradmetros
comportamentais, clinicos e de desenvolvimento. O teste de paternidade confirmou
que a bezerra clone é geneticamente idéntica as células da T. Melo Lenda e diferente
da mae de aluguel. Como todas as etapas ocorreram dentro dos padrées normais,
até o momento nao foi necessario nenhum tipo de tratamento especial, portanto,
mae de aluguel e filha estado soltas no pasto. Aos 84 dias de vida, Lenda da Embrapa
pesava 140 Kg.
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