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Apresentacao

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia — Cenargen realizou nos dias 26 e 27
de novembro de 2014 o XIX Encontro do Talento Estudantil, evento que ha 19 anos
vem intensificando a interacdo entre pesquisadores, professores e estudantes das
instituicdes de pesquisa e ensino no Distrito Federal.

O Encontro busca incentivar, aprimorar e valorizar a producdo cientifica dos
estudantes de graduacéo e pds-graduacdo, que atuam na pesquisa de caracterizacao,
conservacao e biotecnologia de recursos genéticos animais, microbianos e vegetais.
Também viabiliza a divulgagéo dos resultados de pesquisa por eles desenvolvidos sob
a orientagdo das equipes das quais eles participam. Assim, a Embrapa tem contribuido
com a formacdo académica e cientifica brasileira, oferecendo aos estudantes chance
de aprender e praticar o método cientifico e outros conhecimentos complementares,
bem como de interagdo com pesquisadores com vasta experiéncia.

Neste XIX Encontro, 116 trabalhos foram expostos sob forma de pbsteres e
apresentados para uma comissdo julgadora constituida por pesquisadores e ou
professores de unidades da Embrapa, MAPA, ANVISA, Superintendéncia da
Agricultura, Universidade de Brasilia-UnB, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB e
Universidade Catélica de Brasilia-UCB. Os resumos dos trabalhos séo publicados em
anais do evento e disponibilizados no site da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Agueles selecionados como destaques pela comissao julgadora séo
homenageados, sendo os estudantes premiados a titulo de reconhecimento e
incentivo. Os seis primeiros trabalhos, primeiro lugar de graduacao e pos-graduacao
das areas Animal, Microrganismos e Vegetal sdo também apresentados oralmente, no
encerramento do Encontro.

Parabenizamos os participantes do XIX Encontro do Talento Estudantil e agradecemos
aos que contribuiram para a sua realizacdo - empregados da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia pela orientacdo, apoio e incentivo aos estudantes e a
Embrapa Sede pela disponibilizacdo do espaco para exposicdo dos trabalhos.
Agradecemos ao UniCEUB e a Federacdo das Associagfes dos Empregados da
Embrapa-FAEE pelo apoio financeiro, bem como as universidades, faculdades,
instituicdes governamentais e de pesquisa, pela valiosa colaboracgéo.

JOSE MANUEL CABRAL DE SOUSA DIAS
Chefe-Geral
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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001 - ABUNDANCIA E DIVERSIDADE DE ABELHAS CAPTURADAS COM
ARMADILHA MALAISE EM CAMPOS DE ALGODOEIRO LOCALIZADOS EM
PEQUENAS PROPRIEDADES RURAIS NO ESTADO DE GOIAS [Abundance and
diversity of bees captured with malaise trap in cotton fields of small rurals
properties in the State of Goias]

Rossi, M.B.; Torezani, K.R.S.% Aguiar, A.J.C.% Pires, C.S.S.*

As abelhas possuem uma grande importancia como polinizadores de varias culturas
agricolas e também de espécies nativas. Elas sdo responsaveis pela formacédo e
melhor qualidade de frutos e sementes, proporcionando assim, maior variabilidade
genética. Com a diminuicdo das abelhas, haveria consequentemente uma queda nas
producdes agricolas, na qualidade e numero de sementes e frutos produzidos. Nesse
contexto, o monitoramento das populacées de abelhas torna-se necessario, para a
obtencéo de informagbes sobre a variacdo sazonal; abundéncia e diversidade destes
insetos em diferentes localidades. O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia da
armadilha malaise na coleta de abelhas. As coletas foram realizadas semanalmente
(durante o periodo de floracdo do algodoeiro) entre maio de 2010 a junho de 2012 em
Goias, nos municipios de Mundo Novo e Vale do Bijui. Duas armadilhas malaise foram
instaladas em cada propriedade, sendo uma dentro da cultura do algodoeiro e outra
em uma area de vegetacdo natural préxima ao plantio (bioma Cerrado). Foram
coletadas 902 abelhas, distribuidas em 45 géneros e 66 espécies. A espécie mais
abundante foi Paratrigona lineata (n=221), seguida de Partamona sp. (n=97) e
Tetragona sp.2 (n=88). A maioria das espécies coletadas foi representada por apenas
um individuo (3,99 %). Os dados sugerem que a armadilha malaise pode ser
considerada um método eficaz para coleta de abelhas, obtendo uma boa eficiéncia
tanto quanto métodos mais tradicionais, como: pratos coloridos (pan trap), rede
entomoldgica e coleta direta na flor do algodoeiro. Sendo muito utilizada na coleta
diversas familias de himenopteros, entre eles, Ichneumonidae e Encyrtidae, como tem
sido mosstrado em estudos de diversidade de familias parasitodes. Contudo, é
importante ressaltar que uma metodologia complementa a outra, e deste modo, os
resultados obtidos tendem a se aproximar cada vez mais da realidade, quando os
métodos sdo usados em conjunto.

Apoio: Cenargen e UnB.
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002 - ACAROS PREDADORES E SUA ASSOE:IAQAO COM PLANTAS DANINHAS
NO SISTEMA SUCESSIONAL SOJA E FEIJAO-CAUPI [Predatory mites and its
association with weeds in the soybean-yardlong bean successional system]

Nery, R.S."; Ferragut, F.%; Navia, D.*; Querino da Silva, R.B.* Vivian, R.®

O controle de pragas demanda muita energia na producdo agricola. Muitas plantas
daninhas hospedeiras de inimigos naturais sao eliminadas, assim como muitos
agentes de controle biolégico sdo suprimidos pelo uso incorreto de agrotdxicos. A
melhoria dos sistemas agricolas est4 condicionada ao aumento da rentabilidade e a
sua sustentabilidade. Entre os sistemas pouco estudados estd a sucessdo das
culturas de soja e feijao-caupi que ocupa amplas areas nas regides Centro-Oeste e
Nordeste do Brasil. Os acaros predadores representam importantes agentes de
controle bioldgico, controlando populacbes de pragas (outros acaros e pequenos
insetos). Esse trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia e identificar os acaros
predadores associados aos cultivos de soja e feijdo-caupi, bem como as plantas
daninhas, em sistema sucessional. Para isso foram realizados levantamentos de
acaros predadores em duas areas do Piaui e do Maranhdo, em 2012. Os acaros foram
coletados através de exame direto e do método de lavagem, e preservados em
laminas de microscopia. A identificacdo foi realizada ao microscopio de contraste de
fase e de DIC (Nikon, eclipse 80i). Ao total foram coletados 4293 acaros predadores,
pertencentes as familias Blattisociidae (3610) e Phytoseiidae (683). Em Blattisociidae
foram identificadas trés espécies, sendo a predominante Aceodromus convolvuli
Muma (3607 individuos), a qual foi coletada em soja (2463), em feijdo caupi (235) e
nas plantas daninhas (909). Em Phytoseiidae foram identificadas 15 espécies,
pertencentes aos géneros Neoseiulus, Euseius, Ricoseius, Amblyseius,
Amblydromalus, Typhlodromalus, Proprioseiopsis, Arrenoseius, e Typhlodromus. O
maior nimero de espécies de fitoseideos foi coletado na soja (13), enquanto que o
maior nimero de individuos foi coletado nas plantas daninhas (47%). Entre as 18
espécies de predadores coletadas, nove foram comuns as plantas daninhas e a um ou
ambos cultivos. Os resultados preliminares sugerem que as plantas daninhas abrigam
acaros predadores que podem ter um importante papel no controle de acaros e insetos
nas culturas de soja e de feijdo-caupi. Esses dados representam um ponto de partida
para avaliar as interacfes ecolégicas no sistema e subsidiar medidas no manejo
integrado de pragas.
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003 - ACERVO DA COLECAO ENTOMOLOGICA DE TRABALHO DA EMBRAPA
RECURSOS GENETICOS E BIOTECNOLOGIA INSERIDA NO LABORATORIO DE
ECOLOGIA E BIOSSEGURANCA [Entomological work collection of Embrapa
Genetic Resources and Biotechnology - Ecology and Bio-Security laboratory]

Rossi, M.B.: Souza, L.M.?; Torezani, K.R.S.%; Pires, C.S.S.* Sujii, E.R.*

A Colecéo Entomoldgica de trabalho da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
mantida no Laboratério de Ecologia e Biosseguranca (LEB), representa um relevante
acervo biologico, resultado de diferentes projetos de pesquisa cientifica conduzidos
pela equipe do laboratério. Grande parte da atual cole¢édo foi alimentada por dois
projetos: “Agrobiodiversidade”, como provedora de servigos ecoldgicos para
sustentabilidade de sistemas agricolas de producdo e a “Rede de pesquisa sobre
polinizadores dos algodoeiros no Brasil”. Em relacdo ao projeto “Agrobiodiversidade”,
0s insetos amostrados foram provenientes de coletas diretas sobre as plantas com
esfor¢co amostral de 702 horas, e do tipo malaise com montagem de 17 armadilhas. As
armadilnas malaise foram dispostas quinzenalmente pelo periodo de dois dias,
durante 14 meses em quatro propriedades organicas em diferentes niveis de transicao
agroecoldgica no Distrito Federal. No projeto sobre polinizadores foram realizadas
coletas em Goids utilizando rede entomolégica, armadilhas malaise e pratos coloridos,
para inventariar as espécies de abelhas nas areas de vegetagdo que ficam no entorno
dos plantios convencionais e organicos de algodao. O presente trabalho pretende
divulgar a importancia do acervo e a diversidade de insetos depositada nessa Colegéo
Entomolégica da Embrapa. A cole¢cdo conta com um acervo preservado por
desidratacdo e acondicionado em dois armarios de madeira com 158 gavetas cada,
sob temperatura e umidade controladas. Além disso, h4 uma sala de apoio onde é
realizada a triagem dos insetos, montagem e conservacgdo da cole¢do em via liquida
(alcool 70%). Na coleta direta do projeto “Agrobiodiversidade” foram amostrados
16.788 insetos pertencentes a 11 ordens, 121 familias e 807 morfoespécies. As
ordens Coleoptera, Hemiptera, Diptera e Hymenoptera foram as mais abundantes com
29,88%, 28,09%, 25% e 8,74% do total, respectivamente. Nas armadilhas malaise
foram coletados 65.618 insetos pertencentes a 17 ordens, 140 familias e 1691
morfoespécies. As ordens Diptera, Hemiptera, Coleoptera e Lepidoptera foram as mais
abundantes com 40,24%, 22,02%, 11,69% e 10,89% do total, respectivamente. No
projeto sobre polinizadores, foram amostrados 5.283 individuos e 182 espécies
pertencentes as familias Andrenidae, Apidae, Colletidae, Halictidae e Megachilidae em
todas as metodologias de coleta. O acervo entomolbgico esta disponivel para
comparacédo de exemplares e estudos taxondmicos e ecoldgicos.
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004 - A CRIOPRESERVAQAO AFETA A LIGACAO DE ESPERMATOZOIDES DO
EPIDIDIMO DE TOUROS AS CELULAS DO OVIDUTO [Cryopreservation affects
binding of bovine epididymis sperm to oviduct explants]

Cunha, A.T.M.Y; Carvalho, J.0.% Kussano, N.R.%: Dode, M.A.N.*

A utilizacdo de espermatozéides do epididimo nas biotécnicas da reproducéo tem um
papel importante na multiplicacdo de material genético de touros que morrem
subitamente ou com doencas adquiridas que afetam a capacidade reprodutiva. Um
melhor conhecimento sobre o comportamento fisiolégico desses espermatozoéides é
necessario para otimizar a sua utlizagdo. Um dos eventos necessarios para a
fecundagdo in vivo é a formacdo do reservatério no oviduto. Estudos em nosso
laboratério constataram que espermatozoéides epididimarios possuem a mesma
capacidade de ligar-se in vitro as células do istmo, quando comparados aos do
ejaculado. Considerando que a criopreservacao € responsavel por uma série de
alteracbes no espermatozoide, essas alteracdes podem influenciar diretamente a
formacdo do reservatorio. O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da
criopreservacdo na capacidade dos espermatozoides do epididimo se ligarem as
células do istmo. Foram utilizados testiculos de quatro touros Bos Indicus. Os
espermatozoéides foram recuperados dos epididimos de cada animal e foram divididos
em duas fracbes, a de espermatozoéides frescos (EF), que foram utilizados no
momento que foram recuperados, e a outra fracdo de espermatozoides foi
criopreservada (EC). Os espermatozéides de cada grupo foram co-incubados com
agregados de células do oviduto (ACO) pelo periodo de 30 minutos, 6 e 24 horas. A
cada momento, foram utilizados cerca de 60 ACO por grupo/hora. Imagens de cada
ACO co-incubados com espermatozéides foram capturadas. O perimetro de cada
ACO e o numero de espermatozéides ligados foram determinados, e o niumero de
espermatozoides ligados por mm de cada ACO foi calculado. Uma réplica por
touro/grupo foi realizada. Os dados foram analisados pelo software Sigma Stat 3.11
(Systat Software, Inc., Richmond, California, USA), comparados pelo teste de Tukey
(média £ DP, P < 0,1). O grupo EF apresentou maior (P=0,06) numero de células
ligadas aos 30 minutos de incubagéo (127,2+44,6) do que o grupo EC (75,6+5,3). As 6
horas de incubacdo ndo houve diferenca entre o grupo EF (46,3+t20,1) e EC
(61,6+46,1). Porém, as 24 horas de incubacdo o grupo EF mostrou maior capacidade
(p=0,01) de ligacdo aos ACO (93,3+38,4) em relacdo ao grupo EC (20,3+23,3).
Importante ressaltar que no grupo EF as 6 horas, a quantidade de espermatozéides
ligados foi inferior ao encontrado as 24 horas, enquanto no grupo EC essa diminuigdo
foi constante durante todo o periodo. Conclui-se que a criopreservacdo de
espermatozoides do epididimo afeta sua ligacdo as células do oviduto, causando
dréstica reducdo no numero de espermatozoides ligados no periodo de 24 horas pos-
descongelamento.

Apoio: Cenargen e Capes/UnB.
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005 - ANALISE DA DIVERSIDADE GENETICA DE POPULACOES DE Spodoptera
frugiperda J.E. SMITH (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) COLETADAS EM
LAVOURAS DE Zea mays E Gossypium hirsutum L. [Analysis of genetic diversity
of Spodoptera frugiperda populations collected in Zea mays and Gossypium
hirsutum cultures]

Bernardes, F.G.:; Ferreira, B.C.% Lima, A.A.% Queiroz, P.R.M.%; Martins, E.S.3
Monnerat, R.G.*

Spodoptera frugiperda é um inseto-praga pertencente a ordem Lepidoptera, uma das
principais pragas do milho no Brasil e tem atacado culturas de algod&o trazendo sérios
prejuizos. Apresenta algumas caracteristicas que dificultam o seu controle tais como
alto potencial reprodutivo, ciclo biolégico curto, polifagia e habito criptico. Sua
variabilidade genética esta associada ao seu comportamento alimentar e localizacédo
geografica. As diferentes linhagens de S. frugiperda podem ser identificadas através
da amplificagdo de DNA por PCR. Esse trabalho teve como objetivo analisar a
variabilidade genética de populagfes de S. frugiperda coletadas em diferentes regifes
dos estados do Mato Grosso (MT), Bahia (BA) e Goias (GO), em lavouras de milho e
algodao. Dez larvas de S. frugiperda das 18 populagdes em estudo foram submetidas
a extracdo de DNA genbmico por ciclos de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico e a
amplificagbes por PCR (Polymerase Chain Reaction). Para essa técnica, foram
selecionados dois genes: um gene marcador mitocondrial, NADH-dehydrogenase (ND-
1), e um gene ribossomal 16S usado como controle positivo. O resultado das reagdes
de PCR com o gene ND-1 resultou em um fragmento esperado de 600pb para todas
as amostras amplificadas. As amplificagdes com os primers para o gene 16S foram
positivas em todas as amostras mostrando que os DNAs estavam integros. As
populacdes demonstraram ter uma variabilidade de haplétipos para o gene ND-1, uma
vez que houve amplificacdo do fragmento esperado para a maioria dos individuos.
Uma populacdo de milho pertencente a regido de Cabeceiras (GO) (Sf 8) néo
amplificou nenhum individuo com primers para ND-1. Esses resultados podem indicar
mistura de haplétipos em ambas as culturas de milho e algod&@o. A caracterizacdo e
deteccdo das diferencas genéticas em populacbes de insetos sdo importantes para
auxiliar na pratica do manejo da praga, como também conhecer e predizer o
comportamento das mesmas no campo.

Apoio: Cenargen, CNPg/UnB e IMAmt.
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006 - ANALISE EM NANOESCALA DE FIBRAS SINTETICAS DE TEIA DA ARANHA
Parawixia bistriata [Nanoscale analyses of Parawixia bistriata synthetic spider
silk fibers]

Michalczechen-Lacerda, V.A.:; Vianna, G.R.%; Murad, A.M.%; Silva, L.P.* Rech, E.L.?

As fibras de teia de aranha sdo polimeros com caracteristicas Unicas e, com 0S
avancos da engenharia genética, é possivel produzir fibras sintéticas a partir de
proteinas recombinantes em sistemas heter6logos. Os dominios repetitivos séo
arranjos de blocos em copolimeros, onde as sequéncias de aminoacidos podem
resultar num biomaterial. O presente estudo concentrou-se na producdo de fibras
sintéticas a partir de proteinas do tipo MaSp2(16x) da aranha P. bistriata. A proteina
liofilizada foi diluida & 20 % (m/V) em 5% de acido formico e 95% de HFIP, e aquecida
a 70 °C por 10 min. A extrusao ocorreu com uma bomba de seringa e um banho de
coagulacédo contendo isopropanol absoluto. A fibra foi coletada, seca e cortada em
fragmentos de 1 cm. Um grupo (n=10) recebeu o tratamento de hidratagédo (imersas
em isopropanol 80 %) e estiradas para tamanho final de 2 cm, e 0 outro grupo nao
recebeu o tratamento (n=10). As fibras foram mantidas em dessecador até ocorrerem
as andlises por microscopia de for¢ca atbmica (MFA) e microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). Foram adquiridas 3 imagens de MFA e MEV para avaliar a
topografia e, 5 pontos para as analises de espectroscopia de forca para cada fibra. Os
resultados foram submetidos ao teste t utilizando o programa Assistat 7.7 Beta.
Percebeu-se que as fibras apresentam uma topografia ndo homogénea (MFA) e houve
uma diminuicdo dos valores em Ra (média aritmética) e Rq (média da raiz quadrada)
para rugosidade e em Rv (vale mais profundo) no grupo tratado, P<0.05. Nao houve
diferenca para os valores de Rz (altura méxima), Rzjis (média de 10 pontos para
rugosidade-5 picos mais altos e 5 vales mais profundos), Rp (distancia do pico mais
alto ao vale mais profundo) entre os grupos. Além disso, observou-se uma diminuicdo
do didmetro das fibras para o grupo tratado, mas todas elas apresentam a morfologia
lisa (MEV). As analises por espectroscopia de forga mostraram que houve um
aumento da forca atrativa entre a superficie da fibra com a ponteira para o grupo
tratado (P<0.01), mas ndo houve diferenca para o desprendimento da ponteira,
moédulo de Young, forca maxima aplicada e energia dissipada entre 0s grupos
avaliados. Sabe-se que apos a extrusao, as fibras sintéticas ainda ndo terminaram de
se formar, e a hidratacdo e o estiramento sdo passos importantes para o produto final.
O estudo realizado obteve sucesso na formagéo da fibra com a proteina alvo, e os
tratamentos apo0s a extrusdo sdo de extrema importancia para a formagdo de uma
fibra com melhor qualidade, segundo os parametros utilizados. Esse biomaterial tem
aplicacdo em engenharia de tecidos e na industria de materiais.
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007 - ANALISE FUNCIONAL DE NEUROPEPTIDEOS DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DE Anthonomus grandis

Leite, A.G.B.%; Firmino, A.A.P.%; Antonino-de-Souza Junior, J.D.%;, Coelho, R.R.%
Grossi-de-S4a, M.F.2

O algoddo € uma das principais commodities no Brasil e alvo de uma grande
variedade de insetos praga, que causam perdas significativas a producgéo. A principal
praga do algoddo no Brasil € o Anthonomus grandis (bicudo-do-algodoeiro) e seu
principal método de controle inclui o uso de inseticidas, contribuindo para o
aumentonos custos de producdo. Devido a esta demanda, a biotecnologia vem sendo
aplicada ao desenvolvimento de novas ferramentas de controle. Entre as diferentes
abordagens biotecnolégicas, a técnica do silenciamento génico por RNA interferente
vem sendo utilizada como potencialde ser aplicada ao controle desta praga. A atual
disponibilidade do banco de dados do transcritoma de A. Grandis € uma fonte de
genes que podem ser validados por esta técnica. Neuropeptideos sdo moléculas alvo
em potencial, jA que atuam no sistema nervoso dos insetos e sdo importantes em
processos como muda e metamorfose. Assim, o objetivo do estudo € realizar a
validagdo funcional de trés neuropeptideos, NP1, NP2 e NP3 no desenvolvimento de
A. grandis via RNA interferente. Os perfis de expressado dos neuropeptideos durante o
desenvolvimento de A. grandis foram avaliados por qRT-PCR utilizando cDNAs de
ovo, larvas de 1°, 2° e 3° instares, pré-pupa, pupa e adultos machos e fémeas. Os
fragmentos génicos de aproximadamente 200pb de cada neuropeptideo foram
clonados no vetor pCR2.1 TOPO TA em Escherichia coli cepa XL1-Blue. Em seguida,
as clonagens foram confirmadas através de digestdo do vetor e sequenciamento. O
acumulo de transcritos do NP1 e NP2 é maior, principalmente na fase de ovo e em
fémeas. No caso do NP3, o maior acimulo de transcritos deste gene também ocorre
em fémeas. No momento, estd em andamentoo estudo do silenciamento destes trés
neuropeptideos para verificar a sua importancia no desenvolvimento deste inseto e a
possibilidade do seu uso para o desenvolvimento de novas ferramentas para o
controle desta praga.

Apoio: Cenargen e CNPg/UnB.
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008 - ATUALIZAGCAO DOS BANCOS DE DADOS: “BIBLIOGRAFIA BRASILEIRA
DE NEMATOIDES” E “DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE NEMATOIDES NO
BRASIL” [Update of databases: "Brazilian bibliography of nematodes" and
“Geographical distribution of nematodes in Brazil"]

Nascimento, F.B.:; Gonzaga, V.% Cares, J.E.% Costa, D.C.* Simon, M.F.>; Palhares-
Melo, L.A.M.%; Mendes, M.A.S.”

Para dar suporte as analises nematoldgicas e as demais atividades realizadas na
Unidade de Nematologia, da Estacdo de Quarentena Vegetal da Embrapa, foram
desenvolvidas as seguintes bases de dados: Bibliografia Brasileira de Nematoéides e
Distribuicdo Geogréfica de Nematodides no Brasil. O presente trabalho teve como
objetivo realizar levantamento bibliografico em revistas nacionais e internacionais que
publicaram artigos relacionados a nematéides no Brasil. Foram levantadas
informacbes sobre as espécies e/ou géneros de nematéides, sinonimias, plantas
hospedeiras, distribuicdo geografica e referéncias bibliogréaficas. No periodo de 1983 a
2012 foram revisados 909 artigos nas seguintes revistas: Nematologia Brasileira,
(2009 a 2011), Tropical Plant Pathology (Fitopatologia Brasileira) (2008 a 2012),
Summa Phytopathologica (2006 a 2012), Bragantia (1983 a 2012), Pesquisa
Agropecuéria Brasileira (1999 a 2012), Nematropica (1990 a 2012) e Horticultura
Brasileira (1999 a 2012), com 472, 296, 26, 21, 15, 70 e 9 artigos, respectivamente.
Foram levantadas informacdes sobre 51 espécies de nematoéides, em mais de 667
plantas hospedeiras. As espécies de nematbides mais citadas foram Meloidogyne
javanica, M. incognita, Pratylenchus brachyurus, M. enterolobii, respectivamente. Os
dados sobre as espécies de nematdides presentes no Brasil foram inseridos nos
bancos de dados e serdo disponibilizados para consulta via internet.
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009 - AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE DE Spodoptera frugiperda J.E. SMITH
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) ORIUNDAS DE ALGODAO TRANSGENICO
(975WS) NO ESTADO DO MATO GROSSO AS TOXINAS CrylAc E CrylF DE
Bacillus thuringiensis [Evaluation of the susceptibility of Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) from transgenic cotton (975WS) cultivated
in Mato Grosso State susceptibility to the Bacillus thuringiensis CrylAc and
CrylF toxins]

Macedo, C.L.:; Oliveira, M.L.C.A.%; Martins, E.S.%; Soares, C.M.S.* Vicentini, G.C.>:
Almeida, Z.G.%; Damaceno, N.B.%; Eckstein, B.”: Monnerat, R.G.2

O Brasil figura entre os cinco maiores produtores de algoddo e a maior parte da
producdo do Pais provém do Estado do Mato Grosso (MT). A cultura é atacada por
diversas pragas, sendo Spodoptera frugiperda uma das mais importantes. Dentre as
formas de controle das lagartas esta o uso de cultivares transgénicas que expressam
proteinas (Cry), oriundas da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), com atividade
inseticida. A cultivar de algoddo WideStrike® 975 (975WS), que expressa CrylAc e
CrylF, é amplamente cultivada no Pais e tem sido recomendada para controlar
lagartas, incluindo S. frugiperda. No entanto, na safra de 2013/2014 produtores mato-
grossenses constataram danos significativos provocados por este inseto em lavouras
gue empregavam essa cultivar. Diante dos relatos, o objetivo deste estudo foi avaliar o
nivel de susceptibilidade de insetos provindos de lavouras cultivadas com 975WS
frente as toxinas CrylAc e CrylF. Para tal, insetos de dois municipios do MT (Lucas
do Rio Verde e Campo Verde), foram coletados em marco de 2014 e estabelecidas em
coldnias. Insetos de 2° instar foram submetidos a bioensaios com uma dose de 3.500
ng.cm? de cada proteina purificada incorporada em dieta artificial. Apds 2 e 7 dias do
inicio do ensaio a taxa de mortalidade foi avaliada. Observou-se que as lagartas
apresentaram elevados indices de sobrevivéncia, mesmo diante da alta dose a que
foram submetidas. A taxa de mortalidade foi de 20,8 e 54,2% para as proteinas
CrylAc e CrylF, respectivamente, enquanto na populacdo controle teve 100% de
mortalidade. Ficou evidente que a populacédo de S. frugiperda ndo esta sensivel as
toxinas expressas pela cultivar 975WS. Este resultado serve de alerta para que seja
adotadas estratégias de mitigacéo de refugio.

Apoio: Cenargen e CNPg/Capes/UnB.
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010 - AVALIACAO DO DESEMPENHO E ESTABILIDADE DO PEPTIDEO GST-
HEMOPRESSINA SINTETICO E RECOMBINANTE EXPRESSO EM SISTEMA
HETEROLOGO [Performance evaluation and stability of GST-hemopressin
peptide in synthetic form and recombinant form expressed in heterologous
system]

Oliveira, D.M.%; Prado, G.S.?; Pelegrini, P.B.%; Vasconcelos, E.A.%; Grossi-de-S&, M.F.*

A hemopressina é um nonapeptideo derivado da cadeia a-1 da hemoglobina de
mamiferos. Esta molécula foi identificada em 2003, a partir de extratos cerebrais de
ratos, demonstrando atividade hipotensora. Estudos comprovaram seu potencial
analgésico e supressor de apetite, através da atividade antagonista dos receptores
endocanabinoides CB1. Estes, por sua vez, em condi¢des disfuncionais, estao
associados a diversas patologias e morbidades em humanos, como a obesidade.
Sendo assim, este estudo tem como objetivo a obtencdo da hemopressina na forma
recombinante para avaliacdo da sua atividade biologica, visando ao desenvolvimento
de um candidato a biofarmaco polivalente em larga escala. Para isso, 0 gene para
codificacdo do peptideo foi inserido no vetor pGEX-4T-1 e fusionado a 5 da tag GST
para expressdo e purificagdo da hemopressina em células de Escherichia coli. A
transformacéo bacteriana de E. coli XLl Blue foi realizada por eletroporacgéo,
utilizando-se ampicilina a 100 ug/mL como agente seletivo de células transformantes.
Apos a clonagem, foi realizada a extragdo do DNA plasmidial, que foi utilizado para
transformar células competentes de E. coli BL21, visando a expressao heterdloga.
Apo6s a otimizacao das condi¢des de expressao, a quantificacdo de proteinas e andlise
da proporcdo da molécula de interesse por densitometria revelou um excelente
rendimento de cerca de 160 mg/L. O peptideo hemopressina esta sendo purificado por
cromatografia de afinidade em resina GlutathioneSepharose 4 Fast Flow, seguida de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A quantificacdo da proteina purificada
pelo método de Bradford e sua identificacdo e caracterizacdo por SDS-PAGE. Testes
biolégicos in vivo, em camundongos, e uma analise comparativa do potencial biolégico
da molécula serdo realizados, por meio de testes com base no peptideo em sua forma
sintética.

Apoio: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e CNPq.
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011 - BUSCA IN SILICO DE POTENCIAIS MOLECULAS APLICADAS AO
CONTROLE DA BROCA GIGANTE DA CANA-DE-ACUCAR [In silico search for
potential molecules applied to the control of banana stem borer]

Pimesnta, L.M.%; Alencar, S.A.%, Fonseca, F.C.A.%; Albuquerque, E.V.S.?, Grossi-de-S4,
M.F.

O Brasil é o principal produtor de cana-de-acUcar, sendo o pais responsavel por mais
da metade da quantidade de acUcar produzida no mundo. A cultura é atacada por
diversas pragas, dentre as quais, o0 inseto-praga Telchin licus licus, a broca gigante da
cana-de-acgUcar, cujo ciclo de vida dentro do colmo da cana torna ineficaz o controle
por meio de inseticidas. Visando alternativas biotecnoldgicas para o controle da broca,
foi realizado o sequenciamento do transcritoma do inseto, a partir de mRNA extraido
de diversas fases do ciclo de vida, incluindo ovos, larvas, pupas e adultos. A partir do
conhecimento do transcritoma da broca gigante da cana-de-acUcar pode-se identificar
potenciais alvos a serem utilizados em experimentos de silenciamento de genes e
transcritos de importancia fisiolégica para o inseto, utilizando-se da estratégia de
RNAI, pelo uso dsRNA, além de estratégias aplicadas ao desenvolvimento de plantas
de cana-de-acgUcar transgénicas que expressem moléculas potencialmente téxicas ao
inseto. Os dados brutos do transcritoma com um total de 653,988 fragmentos curtos
(reads) foram analisados quanto a sua qualidade e as regides com baixa qualidade
foram eliminadas, assim como homopolimeros. As sequéncias resultantes (total de
192.822 reads) foram montadas por uma abordagem de novo, que gerou 8.069
sequéncias contiguas (contigs). Esses contigs foram utilizados para a busca por
similaridade usando o programa Blastp para similaridade com alta cobertura e
ignorando 0s possiveis no-hits. A maioria dos contigs teve blast hits com o filo
Arthropoda, e a maior identidade dos melhores blast hits (top hits) foi com o bicho-da-
seda (Bombyx mori). Os resultados de Blastp foram utilizados para encontrar
informagfes sobre a ontologia génica (GO) e sobre vias metabdlicas no banco de
dados do KEGG, usando o software Blast2GO. Na prospeccédo do transcritoma, foram
encontradas trés enzimas com potencial para serem aplicadas como alvo para o
controle biolégico da broca gigante da cana-de-acucar. O uso do conhecimento
adquirido com o transcritoma deste inseto pode auxiliar na criacdo de técnicas
especificas para o seu controle bioldgico de forma mais eficaz e segura.

Apoio: Embrapa, UCB e Capes.
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012 - CARACTERIZACAO ENZIMATICA E MOLECULAR DE ESPECIES
BRASILEIRAS DE Meloidogyne [Study of brazilian species of Meloidogyne:
enzymatic and molecular characterization]

Mattos, V.S.:; Monteiro, J.M.S.}; Cares, J.E.?; Correa, V.R.%, Almeida, M.R.A.*
Pinheiro, J.B.%; Carneiro, R.M.D.G.®

Nematoide das galhas (Meloidogyne spp.) estdo entre os principais fitopatdgenos do
mundo, devido a sua extensa distribuicdo, ampla gama de hospedeiros, e a
capacidade de causar perdas econbmicas consideraveis. O controle eficiente desses
patégenos depende da identificagcdo correta das espécies. Recentemente, cinco
espécies brasileiras de Meloidogyne foram descritas (M. petuniae, M. pisi, M. phaseoli,
M. brasiliensis e M. polycephannulata) sem caracterizacdo molecular detalhada.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar essas espécies através de estudos
morfol6gicos, enzimaticos (fenétipo de esterase) e moleculares. Meloidogyne petuniae
Est Pe2 (Rm: 0,95, 1,08) e M. pisi Est PI5 (Rm: 0.91,0.95,1.12,1.25,1.33)
apresentaram novos fenétipos de esterase espécie-especificos. Meloidogyne phaseoli,
M. brasiliensis e M. polycephannulata apresentaram o mesmo perfil de M.
morocciensis (Est A3, Rm: 1.1,1.2,1.3), M. ethiopica (Est E3, Rm: 0.9,1.05,1.20) e M.
incognita (Est 12, Rm:1.0, 1.1), respectivamente. Reacdes de PCR com o0s primers
especificos SCAR confirmaram os resultados dos fenétipos de esterase: M. phaseoli e
M. morocciensis, ambos mostraram um Unico fragmento especifico de 420 pares de
base (pb), bem como em M. brasiliensis e M. ethiopica (350 pb) e M. polycephannulata
e M. incognita (399 pb). Estudos morfologicos preliminares revelaram semelhancas
com caracteres de fémeas, machos e juvenis do segundo estadio entre essas
espécies. Estudos adicionais, incluindo morfologia, seqiilenciamento das regides ITS
(18S rRNA), D2-D3 (28S rRNA) e analises filogenéticas estdo sendo realizadas a fim
de esclarecer o status taxondmico dessas espécies brasileiras de Meloidogyne.
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013 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DE POPULACOES DE BORRACHUDOS,
Simulium pertinax KOLLAR (DIPTERA: SIMULIIDAE), EM DIFERENTES REGIOES
DO BRASIL [Molecular characterization of populations of the Simulium pertinax
Kollar (Diptera: Simuliidae) in different regions of Brazil]

Souza, V.S.'; Martins, E.S.% Lima, A.A.%; Ferreira, B.C.>; Soares, C.M.S.*; Queiroz,
P.R.%; Monnerat, R.G.°

Algumas espécies pertencentes a familia Simuliidae, tais como, Simulium pertinax,
popularmente conhecido como mosquito Borrachudo estéo relacionados com as areas
agricola, veterindria, médica e da industria turistica, podendo causar prejuizos
econdmicos no pais. O mosquito borrachudo é um inseto hematéfago de habito diurno.
Suas picadas provocam pequenas hemorragias e podem vir a ocorrer alguns casos de
alergia. Estudos relataram alguns dos maiores prejuizos causados pelo mosquito
borrachudo como: diminuicdo da mao de obra do produtor rural, dificuldade no
desenvolvimento do turismo, queda na producéo de carne e leite (mamites, infecgdes).
Sendo assim, conhecer as caracteristicas pertinentes a este grupo é de extrema
importancia para o mapeamento e conhecimento das localidades alvo desta espécie
de importancia médico-veterinaria, de lugares com interesse para a agricultura, além
de turistica. Para auxiliar os estudos entomoldgicos, marcadores moleculares estao
disponiveis. Dentre eles, podemos citar o gene citocromo oxidase | (COIl), o qual esta
presente no DNA mitocondrial. Este vem respondendo perguntas principalmente sobre
estudos de filogenia, evolugcédo, ecologia e dindmica das populacBes. O presente
estudo buscou utilizar ferramentas moleculares, tais como PCR-RFLP, para
caracterizar as populacbes de S. pertinax em algumas regibes brasileiras. Sendo
assim, uma amostragem total de 200 individuos foram coletados em alguns cérregos
do Distrito Federal e Goias, e em outras regifes do Brasil. Apds coleta, o DNA total foi
extraido e submetido a PCR utilizando oligonucleotideos especificos para o gene COl,
seguido de digestdo com enzima de restricdo Apa |. De acordo com os resultados
obtidos foi possivel identificar pelo menos sete haplétipos, ou seja, diferentes perfis
genéticos entre as espécies de S. pertinax analisadas. Por tanto, o estabelecimento do
perfil genético dessa espécie, em uma determinada regido, pode contribuir com
estudos complementares que visam 0 menor impacto econdmico causado pelos
mosquitos borrachudos em diferentes areas.
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! Biomedicina, graduacdo, Centro Universitario de Brasilia-UniCEUB

2 Biologia Molecular, Ph.D., Instituto Mato-Grossense do Algodao-IMAmt

3 Biologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista
4 Entomologia, Ph.D., Instituto Mato-Grossense do Algodao-IMAmt

° Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



014 - DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES ESPECIE-ESPECIFICOS PARA A
IDENTIFICACAO DE Meloidogyne arabicida E Meloidogyne izalcoensis
[Development of species-specific markers for identification of Meloidogyne
arabicida and Meloidogyne izalcoensis]

Correa, V.R.:: Santos, M.F.A.% Almeida, M.R.A.%; Peixoto, J.R.*: Castagnone-Sereno,
P.% Carneiro, R.M.D.G.°

A identificacdo de Meloidogyne spp., através de métodos convencionais, tem sido
dificil e pouco precisa devido a varia¢do de caracteres morfolégicos observados numa
mesma espécie. De modo geral, a combina¢do de métodos bioquimicos e moleculares
tem se mostrado eficientes na diagnose precisa dos nematdides das galhas. Neste
estudo foram desenvolvidos marcadores moleculares especificos do tipo SCAR-PCR
para a deteccdo de Meloidogyne arabicida e M. izalcoensis (Tylenchida:
Meloidogynidae), duas espécies economicamente importantes parasitas do cafeeiro na
América Central. Fragmentos polimérficos amplificados através de reacdes de RAPD-
PCR foram selecionados e transformados em sequéncias especificas do tipo SCAR. A
especificidade dos primers desenvolvidos para a analise SCAR-PCR foi demonstrada
através da amplificacdo de fragmentos Unicos de aproximadamente 300 e 670 pb para
M. arabicida e M. izalcoensis, respectivamente, em comparagdo as espécies controles
comumente associadas ao parasitismo do cafeeiro. A especificidade dos primers
também foi evidenciada por amplificar DNA alvo de um unico individuo J2, macho ou
fémea, além de DNA de populagbes de campo, contendo mistura de espécies.
Portanto, o uso desses marcadores para essas duas espécies de nematdides,
combinado aos marcadores j& existentes para M. exigua, M. incognita, M.
paranaensis, M. enterolobii e M. arenaria, formam uma ferramenta extremamente
importante na diagnose molecular dos principais nematéides fitoparasitos do cafeeiro
nas Américas.

Apoio: Capes/CNPq.
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015 - DINAMICA FOLICULAR OVARIANA EM BEZERRAS NELORE (Bos taurus
indicus) DE 2 A 3 MESES DE IDADE [Ovarian follicular dynamics in 2 to 3 months
of age Nelore calves (Bos taurus indicus)]

Zacarias, T.A."; Sena-Netto, S.B.%; Mendonca, A.S.®; Franco, M.M.*; Figueiredo, R.A.*

O Brasil tem o maior rebanho bovino comercial do mundo (= 193,4 milhdes de
animais) e cerca de 80% destes sdo animais zebuinos (Bos taurus indicus) puros ou
cruzados, da raca Nelore. As técnicas de reproducdo animal assistida (TRA) na
bovinocultura tém contribuido significativamente para acelerar ganhos genéticos em
programas de melhoramento animal. As TRA podem permitir ainda a inclusdo de
fémeas, mesmo que fora da idade reprodutiva (animais mais jovens ou mais velhos).
O uso da ultrassonografia tem permitido, em tempo real e de modo néo invasivo,
aprofundar a caracterizacdo da fisiologia reprodutiva de fémeas bovinas. Este estudo
foi realizado no Campo Experimental Fazenda Sucupira da Embrapa (Brasilia-DF) e
objetivou avaliar diariamente, por ultrassom transretal (Aloka 500, transdutor linear 7,5
MHz), a dinAmica folicular ovariana de dez bezerras Nelore, de 1 a 4 meses de idade,
por 20 dias consecutivos. Ovarios e foliculos =2 2,0 mm foram identificados e
mensurados a partir da média de seus didmetros maximos longitudinais e
perpendiculares. As bezerras com menos de 2,25 meses de idade (n=4) néao
apresentaram foliculos =2 2,5 mm e entéo, apenas os demais animais (n=6) passaram
a ser monitorados. O diametro maximo dos ovarios destes animais foi de 13,6 + 0,6
mm e estes apresentaram até 31,4 + 3,45 foliculos visiveis ao ultrassom. Observou-se
um padrdo de sucessivas ondas foliculares anovulatérias, onde em cada onda se
verificou um foliculo dominante e um ndmero variavel de outros menores
(subordinados). O dia de inicio da primeira onda observada em cada animal foi
considerado o dia zero e, a partir dai, sucessivamente, a segunda onda iniciou-se no
dia 5,83 £ 1,94 e a terceira iniciou-se no dia 9,66 + 2,08. O comprimento das ondas
foliculares foi de 9,2 + 2,0 dias com inicio da regressédo 6,33 + 1,63 dias apés a
detecgcdo do inicio da onda folicular. Os foliculos dominantes tiveram a taxa de
crescimento de 0,47 + 0,13 mm/dia e alcancaram o didametro maximo de 3,03 + 0,17
mm. Apesar das bezerras Nelore de 2 a 3 meses de idade apresentarem diametros
ovarianos e foliculares menores e obviamente ndo apresentarem ovula¢des, quando
comparados a animais pés-puberes, o padrdo de consecutivas ondas foliculares e o
namero de foliculos recrutados por onda foram similares aos relatados para fémeas
zebuinas em atividade reprodutiva. Estes dados podem caracterizar um momento
precoce critico para o desenvolvimento reprodutivo destes animais e seréo utilizados
para propor protocolos de tratamento hormonal, visando a produgéo in vitro de
embrides nesta categoria de animais.

Apoio: Embrapa e Fapemig.
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016 - DISTRIBUICAO DE ABUNDANCIA DE Condylostylus spp. (DIPTERA:
DOLICHOPODIDAE), POTENCIAL AGENTE DE CONTROLE BIOLOGICO, EM
SISTEMAS DE PRODUCAO ORGANICA DE HORTALICAS [Abundance
distribution of Condylostylus spp., potential biological control agent, in organic
production systems of vegetable]

Harterreiten-Souza, E.S."; Araujo, L.K.P.% Suijii, E.R.?; Pujol-Luz, J.R.*

Moscas dolicopodideos sao predadoras de pequenos invertebrados de corpos macios
e podem ser encontradas em uma variedade de ambientes, por serem ativas durante a
fase adulta. Entretanto, a influéncia das praticas agroecolégicas, como a diversificacdo
da vegetacdo e o manejo da producdo na abundancia do grupo ainda precisam ser
avaliadas. Para isso, foram selecionados hébitats de hortalicas, pousio, agrofloresta e
vegetacdo nativa de cinco propriedades de producdo de hortalicas organicas,
localizadas em diferentes regiées do DF. Os adultos foram coletados com armadilhas
adesivas amarelas (15x20cm), mensalmente, durante os meses de maio/2013 a
abril/2014. Foram coletados 21.877 individuos nas propriedades rurais, que diferiram a
abundéancia média (+ erro padréo) entre os habitats de hortalicas (47,93+3,04), pousio
(34,57+£2,03), agrofloresta (10,18+0,98) e vegetacdo nativa (3,16+0,53) (KW-
H:816=380,34; P<0,000). Quando comparada a abundéancia entre as propriedades e
ao longo dos meses, maiores valores foram encontrados apenas naquelas localizadas
nos nudcleos rurais de Lamardo (39,13+4,32) e Ceilandia (35,19+3,00) (KW-
H:543=159,61; P<0,000), especialmente, durante os meses de dezembro (53,29+6,46)
e janeiro (47,51%+4,91), com uma queda durante o0 més de agosto (5,86+0,7) (KW-
Ha1.816=101,81; P<0,000). Uma maior abundéancia de Condylostylus spp. encontrada
em hébitats mais simplificados na vegetacdo e mais perturbados pelas praticas de
manejo pode ser explicado pela maior disponibilidade de recurso alimentar e facil
localizacdo da presa, jA que a vegetacdo € dominada, principalmente, por plantas
herbaceas, quando comparada aos hébitats mais diversos na vegetacdo e com maior
predominancia de plantas arbéreas. Além disso, periodo com elevadas temperaturas e
umidade relativa do ar, observados durante o verdo, parecem também contribuir para
0 aumento populacional do grupo.

Apoio: Cenargen, CNPg e Capes/UnB.
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017 - EFEITO DA BIOPSIA DE CELULAS DO CUMULUS DE COMPLEXO-
CUMULUS-OVOCITO E DO CULTIVO INDIVIDUAL NA PRODUCAO IN VITRO DE
EMBRIOES BOVINOS [Effect of cumulus cells biopsy from cumulus-oocyte-
complex and individual culture system on bovine in vitro embryos production]

Kussano, N.R.:; Leme, L.O.% Franco, M.M.%: Dode, M.A.N.2

Parametros morfolégicos tém sido utilizados na selecdo de ovdécitos em técnicas de
reproducdo assistida, mas sao insuficientes para distinguir ovécitos mais competentes.
As células do cumulus (CC) possuem comunicacao bi-direcional com o ovécito e sédo
importantes no seu crescimento e maturacdo, podendo serem usadas para indicar a
qualidade do ovécito de modo nado invasivo. Estudos tém identificado genes
candidatos para a competéncia ovocitaria em CC, que podem ser usados como
marcadores. A comprovacgao da eficiéncia de marcadores nas CC seria avaliar as
células e acompanhar o desenvolvimento individual de cada complexo cumulus-
ovocitos, CCO, até a formacéao do blastocisto. Buscou-se avaliar a quantidade de RNA
presente em uma biopsia de CCO e o efeito da biopsia e do cultivo individual no
desenvolvimento embrionario. Para isso CCO obtidos de ovarios de frigorifico apos a
selecdo foram colocados em uma gota de 60 pl de PBS, e com o auxilio da lamina
oftalmica (Straight 15°, ACCUTOME®) um pequeno fragmento do CCO foi retirado e
armazenado individualmente. Com relacdo a quantidade de RNA das biépsias, foram
avaliados 5 grupos em trés réplicas, que compreendiam o numero de biopsias
utilizadas para formar o pool (1, 5, 10, 15 e 20 biopsias), sendo que cada uma era
obtida de 1 CCO. O RNA foi extraido utilizando o kit RNeasy Plus ® e a sua
quantificacdo no Nanodrop. Foi avaliado o efeito do cultivo individual na PIV. Utilizando
o sistema WOW para maturagéo in vitro (MIV), fecundacéo in vitro (FIV) e o cultivo in
vitro (CIV) foi comparado ao controle em que MIV, FIV e o CIV foram realizadas em
gotas de 200 pl em um total de 3 réplicas. Depois foi testado o efeito da bidpsia na
producdo de blastocisto em CCO biopsiados e cultivados em WOW até o D7 foi
comparada a do grupo controle cultivado em grupo em gotas de 200 pl em quatro
réplicas. Os dados de quantidade de RNA foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis
(P<0,05), e as taxas de embrido pelo Chi-quadrado (P<0,05). A quantidade de RNA
nao foi diferente entre os grupos de 1, 5, 10, 15 e 20 hiépsias (5,36%3,39; 8,52+7.51;
11,6345.59; 10,45+1.98; 11,95+6.32). Houve grande variacdo entre as réplicas em
cada grupo e néo foi observada diferenca na taxa de blastocisto em D7 entre o cultivo
individual em WOW (33,9%) e o cultivo em grupo (40,4%). O cultivo individual
associado a biopsia, afetou a taxa de blastocisto que foi superior no controle (22,1% vs
48,7%). Essa reducéo na producéo de blastocisto pode ser devido ao maior tempo de
manipulagdo dos CCQO’s para a biopsia e manuseio na placa de WOW. Conclui-se que
a bidpsia associada ao cultivo individual reduz a producdo de blastocisto, mas pode
ser utilizada para obter RNA para estudos de validagdo de marcadores moleculares.

Apoio: Cenargen e Capes.
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018 - EFEITO DO CULTIVO IN VITRO NA EXPRESSAO DE GENES
RELACIONADOS A EVENTOS EPIGENETICOS EM EMBRIOES BOVINOS NO D14
DE DESENVOLVIMENTO [Effect of in vitro culture in the expression of genes
related to epigenetic events in bovine embryo on D14 of development]

Guimaraes, A.L.S."; Machado, G.M.*; Ferreira, A.R.%, Spricigo, J.F.W.%; Pivato, 1.3
Franco, M.M.* Dode, M.A.N.*

Em mamiferos, a correta reprogramacdo do DNA é essencial para a gametogénese e
embriogénese. Eventos epigenéticos tais como a metilacdo do DNA e modificacbes
nas histonas tém papel fundamental nessa reprogramacao. As principais modificagbes
epigenéticas podem ser influenciadas por fatores ambientais, sendo que o aumento
nessas alteracdes tem sido associado ao uso das técnicas de reproducdo assistida,
devido principalmente, a manipulagdo in vitro. Portanto, padrdes de metilacao
anormais podem ser responsaveis pelas menores taxas de prenhez observadas em
embrifes produzidos in vitro comparados aos in vivo. Considerando que modificagdes
epigenéticas sdo realizadas por agdo de varias enzimas, tais como a DNA metil
(citosina-5-) transferase (DMNTSs), histona acetiltransferase (HAT), histona
desacetilase (HDAC) e histona metil-transferase (HMTS), a expressao dessas podem
indicar alteragdes epigenéticas que comprometem o desenvolvimento embrionario e a
manutencdo da gestacdo. Objetivou-se avaliar se a PIVE afeta a expressédo das
enzimas, responsaveis pela manutencao (DNMT1) e estabelecimento (DNMT3B) da
metilagdo do DNA e pela metilagdo das histonas (SUV39H1) em um estagio mais
avancado do desenvolvimento (D14). Para a PIVE, ovécitos obtidos de ovarios de
abatedouro foram maturados, fecundados (DO) e cultivados in vitro até D7. No D7 de
cultivo os blastocistos grau um foram selecionados e transferidos em nimero de 10
para o corno uterino de receptoras previamente sincronizadas (grupo vitro/vivo). Como
controle, foram utilizados embriées coletados no dia 7 pés-inseminacao de doadoras
superestimuladas. Apés a lavagem uterina os blastocistos em estagio e qualidade
semelhante aos in vitro foram transferidos em numero de 10 para receptoras
sincronizadas (grupo vivo/vivo). Embrides de ambos os grupos foram coletados em
D14, e uma bidpsia do trofoblasto foi retirada de cada embrido e armazenada
individualmente. Foram formados quatro pools de cada grupo, e o RNA foi extraido
(RNeasy Mini Kit plus Qiagen). A expressdo dos genes alvo foi mensurada por RT-
PCR em tempo real, sendo a ciclofilina utilizada como controle endégeno. Os valores
relativos da expressao dos genes foram obtidos pelo método AACt corrigidos pela
eficiéncia de amplificacdo para cada gene (equacdo de Pfaffl). Os dados foram
submetidos a analise de variancia utilizando o programa Prophet 5.0. As médias dos
niveis de mRNA dos genes alvo foram comparadas usando o Teste de Tukey
(P<0,05). Nenhuma diferenca (P>0,05) foi detectada nos niveis de transcrito dos
genes avaliados em embrides produzidos in vivo e in vitro no D14 de desenvolvimento.
Esses resultados sugerem que o cultivo in vitro ndo afeta a expressdo posterior de
genes responsaveis por alteracfes epigenéticas e, que provavelmente esses embrides
possuem padréo epigenético semelhante aos produzidos in vivo.

Apoio: CNPg/FAP-DF e Capes.
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019 - EFEITO DO FATOR DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTO 10 (FGF-10)
DURANTE A MIV E A PRE-MIV NA PRODUCAO IN VITRO DE EMBRIOES
BOVINOS [Effect of fibroblast growth fator 10 (FGF-10) during IVM and pre-IVM
on bovine in vitro embryo prodcution]

Diégenes, M.N."; Dode, M.A.N.?

Os ovdcitos usados nas técnicas de reproducdo assistida normalmente retirados de
foliculos de 3-8mm, sdo menos competentes que os maturados in vivo. Ao serem
retirados dos foliculos, retomam a meiose espontaneamente, sendo privados dos
eventos foliculares que ocorrem no periodo pré-ovulatério, essenciais para a aquisicao
de competéncia. Alternativas para melhorar a qualidade dos ovécitos devem ser
estudadas para aprimorar a eficiéncia da producéo in vitro (PIV). O FGF-10 € um
importante fator de crescimento secretado pelo ovocito e pelas células da teca, que
estdo ausentes durante a maturacdo in vitro (MIV). Beneficios na expansdo das
células do cumulus, na quantidade e na qualidade dos embrides bovinos, foram
relatados quando o FGF-10 foi adicionado durante a MIV. O estudo buscou avaliar o
efeito do FGF-10 (0,5ng/ml) na MIV e na pré-MIV para PIV de embribes bovinos. O
meio pré-MIV continha 0,2% de BSA, 10*Ul/ml de FSHrh e 10uM de Cilostamida. J& o
MIV, 0,4% de BSA e 10™Ul/ml de FSHrh. Avaliou-se o efeito da presenca do FGF-10
na MIV. Complexos cumulus ovdcitos (CCOs) foram aspirados de ovarios de
abatedouro e, apos a selec¢éo, foram distribuidos em 2 grupos: T1: controle com CCOs
maturados em meio MIV por 22h (n= 124); T2: tratamento com CCOs maturados por
22h em meio MIV com FGF10 (n=124). Foi avaliado se a presenca do FGF-10,
durante um periodo de pré-MIV (22 h) seguido pela MIV, afetaria a producdo
embrionaria. CCOs foram distribuidos em 5 grupos: C: controle, com CCOs maturados
por 22h (n=116); PCMC: CCOs pré-maturados por 22h e posteriormente maturados
por 22h (n=119); PCMFGF: CCOs pré-maturados por 22h e posteriormente maturados
por 22h com FGF-10 (n=119); PFGFMC: CCOs pré-maturados com FGF-10 por 22h e
posteriormente maturados por 22h (n=111). PFGFMFGF: CCOs pré-maturados por
22h com FGF-10 e posteriormente maturados por 22h com FGF-10 (n=113). CCOs de
todos os grupos, apds a maturacéo, foram fecundados e cultivados até o dia 7 (D7) de
desenvolvimento. Foram avaliadas as taxas de clivagem (D2) e producdo de
blastocisto (D7). Os dados foram avaliados pelo Teste do Qui-quadrado (P<0,05). Nao
houve diferenca estatistica em D2 (87,9 e 91,9%) e D7(50 e 47,5%) entre 0s grupos
T1 e T2. Quando foi avaliado o efeito do FGF-10 na pré-MIV, o grupo PGFGMFGF foi
semelhante ao controle em D2 (84,4 e 82,3%) e D7 (56,8 e 46,9%). Os demais grupos
foram inferiores ao controle e semelhantes entre siem D2 e D7 (PCMC: 73,1 e 43,6%;
PCMFGF: 78,1 e 42,8%; PGFGMC: 79,2 e 41,4%). Os resultados sugerem que o
FGF-10 ndo melhora a producdo embrionaria quando adicionado durante a MIV,
porém, quando adicionado na pré-MIV e MIV, diminui o efeito prejudicial da retengao
meidtica na PIV. Mais estudos sdo necessarios para avaliar melhor outros efeitos do
FGF-10 na PIV bovina.

Apoio: Cenargen e Capes/UnB.
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020 - ESTABELECIMENTO E MANUTENCAO DE UMA COLECAO
CRIOPRESERVADA DE Meloidogyne spp.

Cimas, G.A.%; Sousa, M.G.?; Carneiro, R.M.D.G.2

A manutencédo de culturas de referéncia de microrganismos e invertebrados, visando
estudos de identificagdo e caracterizacdo € um dos objetivos dos projetos da
EMBRAPA - Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN). A manutencdo de
culturas puras de Meloidogyne spp. em seus respectivos hospedeiros para estudos de
identificacdo, caracterizacdo e resisténcia genética, € uma tarefa trabalhosa que
requer inoculacdes e purificacbes das populacdes de nematdides por um longo
periodo de tempo. A técnica de criopreservacdo empregada no acervo atualmente
mantido na unidade consistiu de duas etapas iniciais, utilizando como crioprotetor o
etileno glicol. O congelamento foi feito através da imerséo de tiras de papel contendo
0s juvenis de segundo estagio (J2) diretamente em nitrogénio liquido (NL). Em
seguida, as tiras de papel foram colocadas em criotubos e armazenadas em botijdes
de NL. Essa técnica mostrou-se altamente eficiente ao longo de 10 anos, pois permitiu
o congelamento e descongelamento de varias espécies de Meloidogyne spp. por
tempo indeterminado. Dessa maneira, foi constituida esta colecdo que conta
atualmente com 276 populagbes das seguintes espécies: M. arabicida (3), M.
arenaria (32), M. brasiliensis (3), M. cofeicola (1), M. crusciani (1), M.enterolobii (23),
M. ethiopica (16), M. exigua (25), M. floridensis (1), M. graminicola (2), M. hapla (4), M.
hispanica (3), M. incognita (39), M. inornata (3), M. izalcoensis (3), M. javanica (63), M.
konaensis (1), M. luci (1), M. morociensis (3), M. orizae (1), M. paranaensis (24),
M.petuniae(1), M. phasealus(1l) e alguns Meloidogyne spp (21). Embora a colegao
conte com cerca de 12.000 J2 por populagéo, ela ainda ndo esta disponibilizada aos
nematologistas.

Apoio: CNPqg, Embrapa e Capes.
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021 - ESTRATEGIA BIOTECNOLOGICA PARA O CONTROLE DO BICUDO-DO-
ALGODOEIRO: EXPRESSAO HETEROLOGA COMO PERSPECTIVA PARA
APLICACOES EM TRANSGENIA [Biotechnological strategy for controlling the
cotton boll weevil: heterologous expression as a perspective for transgenesis
applications]

Prado, G.S."; Abreu, J.A.C.%; Pelegrini, P.B.%, Silva, M.C.M.* Grossi-de-S&, M.F.*

O bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis B.) é a principal praga da cotonicultura
brasileira. Diversas estratégias moleculares tém sido utilizadas para o controle deste
inseto, como o uso de proteinas indutoras de inani¢do por transgenia. O inibidor de a-
amilase C3 (alC3) foi obtido a partir da recombinagao e sele¢ao in vitro, por meio das
técnicas de DNA shuffling e phage display, partindo de dois inibidores de a-amilase
isolados de sementes de Phaseolus vulgaris L. O alC3 apresenta alta atividade
inibitéria sobre as enzimas a-amilases de A. grandis. Visando a avaliacdo de
biosseguranga da proteina aAlC3 por meio de protocolos de seguranca alimentar e
sobre organismos nédo-alvo, houve a necessidade de se estabelecer um sistema de
expressao, com acuracia no processamento poés-traducional, para a produgdo em
grande gquantidade da proteina recombinante. O musgo Physcomitrella patens tem
sido estabelecido como um sistema de expressao ideal devido a sua versatilidade e
simplicidade de cultivo. Assim, o objetivo deste estudo € otimizar as condi¢cdes de
expressao heteréloga em sistema de musgo para a obtencdo de quantidades
suficientes de alC3. Foi construido o vetor pTHUBIgate-C3, contendo a sequéncia do
gene aic3, sob o controle do promotor da ubitiquina de milho (Zea mays L.), com o
terminador do gene da nopalina sintase de Agrobacterium tumefaciens. Foi feita a
transformacdo de protoplastos do musgo P. patens, e os transformantes foram
selecionados em meio de cultura PpNH4 contendo higromicina a 15 pg/mL como
marcador de selecdo. A expressdo foi escalonada em biorreator WAVE, contendo
meio de cultura Knop liquido, higromicina e biomassa de 50 mg/L. Diferentes cultivos,
de 1 L a 12 L de meio de cultura, foram conduzidos com fotoperiodo de 16h/8h. Apés
a extracao e liofilizacdo de proteinas totais, quantificou-se um rendimento de 2,46 mg
de proteinas a cada 1 g de massa seca, corroborando com a viabilidade do uso desse
sistema para a expressao de proteinas heteréloga em quantidades adequadas. A
presenca da proteina de interesse foi confirmada por gel de tris-tricina a 16% e
Western blot, e os ensaios in vitro de inibicdo enzimética de a-amilase de A. grandis
(AGA) pelo extrato proteico indicaram que o alC3 apresentou IC50 de 75 ng para
AGA. Porém, ajustes estdo sendo feitos no sistema, de forma a aumentar o
rendimento final da proteina expressa em sua forma extracelular para realizar
avaliacGes de biosseguranca.

Apoio: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
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022 - ESTRATEGIA MOLECULAR APLICADA AO CONTROLE DO BICUDO-DO-
ALGODOEIRO: SUPEREXPRESSAO DE TOXINA CRY E SILENCIAMENTO
GENICO [Molecular approach applied on cottonboll weevil control: Cry toxin
overexpression and gene silencing]

Martins, S.K.L.S.%: Lira, P.2; Amorim, R.M.S.*; Macedo, L.L.P.* Grossi-de-S&, M.F.°

O bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis) € considerado um dos insetos-praga
mais importantes da cotonicultura brasileira, devido aos danos severos causados, nas
principais regibes produtoras de algoddo. Tendo em vista, o habito endofitico. O
presente estudo, portanto, tem por objetivo validar, em plantas de algodao, o potencial
uso desses genes, através da expressao da toxina Cry8Ka5 e de dsRNAs, para os
genes da Quitina Sintase Il e da Vitelogenina. Foram bombardeados 3.500 embrides,
destes, 186 plantas aclimatadas em casa de vegetacdo. 19 plantas foram detectadas
por PCR. A andlise da expressao da proteina Cry8Ka5 foi realizada pela técnica de
ELISA, resultando em 11 plantas positivas, expressando entre 8-90 [J g de toxina
Cry8Ka5 por grama de tecido fresco. Os botdes florais de plantas da geracdo T1 GM
foram desafiadas por larvas do inseto-praga. A ingestdo dessas plantas causou a
diminuicdo da expressdo de Quitina Sintase Il (CHS2) em larvas de A. grandis,
avaliadas por gqRT-PCR. Outros experimentos ainda serdo realizados para concluir a
validacdo desses genes. Esse trabalho ser4 de grande importancia, a fim de, reforcar
os indicios da possibilidade de utilizar a metodologia do RNAI para controle genético
de insetos-praga, em especifico do bicudo-do-algodoeiro.

Apoio: Cenargen e Capes/UCB.
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023 - EXTRACAO, IDENTIFICACAO E ATIVIDADE QUIMIOTAXICA DO
FEROMONIO DE AGREGACAO DE Alphitobius diaperinus (COLEOPTERA:
TENEBRIONIDAE) NO BRASIL [Extraction, identification and behavioral activity
of a male-produced aggregation pheromone in the Lesser Mealworm Alphitobius
diaperinus Panzer (Coleoptera: Tenebrionidae) in Brazil]

Hassemer, M.J.}; Sant'Ana, J.% Oliveira, M\W.M.%; Laumann, R.A.%; Borges, M.%
Blassioli-Moraes, M.C.°

O cascudinho-dos-aviarios, Alphitobius diaperinus (Coleoptera, Tenebrionidae), € uma
importante praga na avicultura industrial. A presenca deste inseto em aviarios pode
prejudicar sistemas de isolamento térmico de galpdes climatizados e influenciar de
forma negativa os indices de desempenho zootécnico das aves. Este fato se deve
tanto aperda de ganho de peso relacionada a baixa converséo alimentar dos insetos
pelas aves, como ao fato deste ser um potencial transmissor de doencas avicolas. O
uso indiscriminado de inseticidas na cama do aviario e a falta de uma tecnologia
adequada de aplicacao tornam este controle inadequado. Desta forma, este trabalho
teve como objetivo extrair e identificar o feromoénio de agregacao de A. diaperinusde
populacdes brasileiras, bem como, avaliar as respostas comportamentais desta
espécie frente a estes volateis, visando uma alternativa para o controle e/ou manejo
comportamental desta praga. Para obtencdo dos compostos feromonais foram
utilizadas camaras de aeracdo (200 insetos/sexo). Os extratos foram analisados em
cromatografo gasoso acoplado a detector de ionizacdo de chamas e cromatografo
gasoso acoplado a espectrometria de massas. O comportamento de A. diaperinus foi
avaliado em olfatdbmetro de dupla escolha (tipo “Y”). Foram identificados seis
compostos feromonais macho-especificos: 1) (R)-limoneno (49,0 + 10,4 ng), 2) (E)-B-
ocimeno (31,3 £ 6,9 ng), 3) 2-nonanona (7,0 £ 1,4 ng), 4) (S)-linalol (50,0 £ 12,9 ng) e
5) (R)-dauceno (18,4 + 1,2 ng), descritos previamente em populacdes de A. diaperinus
norte americanas e 6) Sesquiterpeno (44,5 + 10,8 ng), produzido pela populagéo
brasileira. Tanto o extrato de machos, quanto a mistura total das substancias sintéticas
foram atrativas a ambos 0s sexos do cascudinho-dos-aviarios. Nao havendo resposta
positiva quando algum dos componentes da mistura foi retirado. Um novo composto
macho-especifico foi identificado em populacdes brasileiras de A. diaperinus e 0s
resultados comportamentais sugerem que este € essencial para que ocorra a
atratividade de ambos os sexos.

Apoio: Cenargen e Capes/UnB.
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024 - FATORES DE MORTALIDADE DE Bemisia tabaci BIOTIPO B EM CULTIVOS
CONVENCIONAIS E ORGANICOS DE TOMATE [Factors influencing the mortality
of Bemisia tabaci biotype B in conventional and organic tomato crops]

Ribeiro, J.P.C.S."; Souza, L.M.?; Togni, P.H.B.%; Sujii, E.R.*

A mosca branca Bemisia tabaci biotipo B (Hemiptera: Aleyrodidae) é um importante
herbivoro-praga polifago considerado mundialmente como uma das principais pragas
do tomateiro. O ataque desse inseto pode causar prejuizos severos a cultura devido
aos danos diretos pela succ¢do da seiva ou indiretos pela transmissédo de um complexo
de viroses. Essa espécie possui indmeros inimigos naturais, incluindo predadores,
parasitéides e patdgenos, que podem resultar no maior controle dessa praga
dependendo do tipo de sistema de manejo empregado. O objetivo deste trabalho foi
comparar a mortalidade da mosca branca entre os sistemas de cultivo organico e
convencional de tomate. Foram amostradas 13 propriedades produtoras de tomate no
Distrito Federal entre marco e setembro de 2014. Dentre essas oito foram
propriedades organicas e cinco convencionais. Em cada propriedade foram instaladas
20 gaiolas do tipo “clip-cage” contendo de 20 moscas-brancas adultas em folhas
escolhidas aleatoriamente no tomateiro com no minimo 30 dias de plantio no campo
(cortes verticais). ApoOs dois dias realizando posturas, as moscas foram removidas e
foram identificados os fatores de mortalidade nos ultimos instares (3° e 4° instar) das
ninfas que se desenvolveram nas folhas. Foi observado que a mortalidade das ninfas
de mosca-branca foi maior no sistema organico do que no sistema convencional. A
predacao foi considerada um fator chave de mortalidade, seguido do desalojamento de
ninfas das plantas nos dois sistemas de cultivo.. Outros fatores de mortalidade como
parasitismo e mortalidade por doencas foram muito baixos ou ndo foram observados
no sistema convencional em comparagdo ao sistema organico. Além disso, a
sobrevivéncia das ninfas foi maior no sistema convencional do que no organico,
indicando que fatores bibticos de mortalidade podem favorecer o controle da mosca
branca em sistemas organicos de produgdo. Portanto € provavel que o uso de
inseticidas no sistema convencional tenha reduzido a importancia dos fatores de
mortalidade que dependem principalmente da conservagao dos inimigos naturais. O
sistema organico de producéo de tomate pode ser favoravel ao controle biologico da
mosca-branca.

Apoio: Embrapa, CNPq e UNIP.
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025 - IDENTIFICACAO DOS HIDROCARBONETOS CUTICULARES DE Dichelops
melacanthus E Euschistus heros (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) [Identification
of cuticular hydrocarbons of Dichelops melacanthus (Hemiptera: Pentatomidae)
and Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae)]

Rossi, M.B.%; Blassioli-Moraes, M.C.% Laumann, R.A.%; Borges, M.®

Dichelops melacanthus é uma importante praga da agricultura brasileira, que ainda
ndo teve o feromoénio o sexual identificado. No entanto, estudos conduzidos no
laboratério em olfatometria sugerem que essa espécie ndo usa feroménio sexual como
uma informacdo a longa distancia, para encontrar o parceiro para acasalamento,
conforme registrado para outros pentatomideos. Desta forma, este trabalho tem como
objetivo avaliar se ha reconhecimento sexual a curta distancia da espécie através dos
hidrocarbonetos cuticulares. Para a identificagdo dos hidrocarbonetos cuticulares 20
machos e fémeas de cada espécie tiveram os hidrocarbonetos extraidos usando um
pequeno cotonete de algoddo esterilizado que foi embebido em solvente organico
(n-hexano) e gentilmente esfregado no pronotum do inseto. Apds esfregar o cotonete
foi mergulhado em um frasco contendo hexano (1mL). Foram obtidos cinco extratos de
cada espécie e sexo, e separado em dois grupos de idade com 2 a 4 dias na fase
adulta e com 14 a 16 dias na fase adulta. Os extratos foram pré-concentrados para 50
pL e analisados por GC-FID e GC-MS. Os resultados obtidos ndo mostraram
diferengas no perfil qualitativo de hidrocarbonetos entre machos e fémeas de E. heros
e de D. melacanthus e nem diferencas entre as duas idades avaliadas. Foram
identificados hidrocarbonetos lineares de nCyga nCs4 em ambas espécies. No entanto,
nos extratos de D. melacanthus foram identificados dois didis com nCs;, e nCz, tanto
em machos e fémeas e em ambas idades avaliadas. Bioensaios estdo sendo
conduzidos para avaliar se estes didis podem ser responsaveis pelo reconhecimento
da espécie no comportamento de acasalamento.

Apoio: Cenargen e CNPq.
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026 - IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE NUCLEASES INTESTINAIS DO
BICUDO-DO-ALGODOEIRO: UM DESAFIO PARA O SUCESSO DO RNAi NO
CONTROLE DE INSETOS-PRAGA [Identification and characterization of cotton
boll weevil's gut nucleases: a challange for RNAI success in insect pest control]

Garcia, R.A.Y; Nascimento, C.D.% Macedo, L.L.P.%: Grossi-de-S4, M.F.*

O algodao ¢ a fibra natural mais importante do mundo, sendo produzido em mais de
60 paises e o Brasil € um dos maiores produtores e exportadores do mundo. Entre os
insetos-pragas que devastam as plantacBes de algoddo, o cole6ptero Anthonomus
grandis (bicudo-do-algodoeiro) € o mais destrutivo. Devido ao seu habito endofitico e
capacidade reprodutiva, o uso de inseticidas é ineficiente, ambientalmente prejudicial e
possui altos custos. O desenvolvimento de novas estratégias para o controle do
bicudo-do-algodoeiro tornou-se uma necessidade. O uso de RNA fita dupla (dsRNA)
para silenciar expressao génica é, atualmente, uma abordagem muito explorada para
gerar plantas geneticamente modificadas resistentes a patdgenos e insetos. Apesar do
sucesso reportado por essa estratégia para algumas espécies de insetos-praga, a
acao de ribonucleases no intestino médio do inseto continua sendo um desafio. Este
trabalho tem como objetivo contribuir com o desenvolvimento de estratégias
moleculares capazes de aumentar a estabilidade de dsRNAs, a fim de este ser
refratario a acdo de ribonucleases de A. grandis. Trés nucleases foram identificadas
no transcritoma de A. grandis e validadas por silenciamento via microinjecao de
dsRNA em insetos adultos. A expressédo das nucleases foi analisada por RT-gPCR em
diferentes tecidos e ap6s o silenciamento. Ensaios para verificar a estabilidade do
dsRNA foram realizados com homogenato intestinal do intestino médio anterior de A.
grandis. O nimero de transcritos diminuiu consideravelmente 48 e 148 horas apés a
microinje¢do em insetos adultos. A atividade nucleasica, capacidade de degradar tanto
dsRNA qguanto dsDNA, foi identificada no intestino de A. grandis, mostrando reducéo
significativa 48 horas ap0s a microinje¢do. O desenvolvimento de estratégias capazes
de inibir RNases e, assim, aumentar a biodisponibilidade do dsRNA s&o promissoras
para a aplicabilidade do RNAi em eventos de algoddo GM para o controle do bicudo-
do-algodoeiro.

Apoio: Cenargen, Capes e UnB.
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027 - IDENTIFICACAO MOLECULAR DE HELIOTINIOS UTILIZANDO
MARCADORES MITOCONDRIAL E NUCLEAR [Molecular identification of
Heliothinae using mithocondrial and nuclear markers]

Sabia Junior, E.F.:; Queiroz, P.R.M.%; Martins, E.S.% Monnerat, R.G.2

As pragas mais importantes da subfamilia Heliothinae para a agricultura brasileira séo
as espécies Helicoverpa armigera, H. zeae, Heliothis virescens, altamente destrutivas
devido as suas caracteristicas biol6gicas que lhes permitem sobreviver em ambientes
instaveis e adaptar-se as mudancas sazonais do clima. A ocorréncia dessas espécies
na regido cotonicultora do Brasil causou sérios prejuizos econdmicos e estima-se que
o dano causado por H. armigera ultrapasse US$ 5 bilhdes no mundo e R$ 2 bilhdes no
Brasil. A taxonomia desse género é complexa e requer conhecimentos muito
especificos de suas estruturas morfologicas e reprodutivas, muitas vezes tornando-se
um entrave na identificacdo dessas espécies. O objetivo deste trabalho foi identificar
por meio de marcadores moleculares mitocondrial e nuclear as espécies de heliotinios
ocorrendo nas regides produtoras de algodao do Brasil. Individuos de H. armigera, H.
zea e He. virescens foram macerados em tampado de extragcdo e o DNA obtido foi
submetido a PCR com iniciadores especificos para a subunidade | do gene citocromo
oxidase (COI). Além desse gene mitocondrial, 0 gene nuclear do fator de alongamento
| (EF-1) também foi utilizado. O produto de PCR do gene COI foi digerido com a
enzima de restricdo BFal, enquanto o produto do gene EF-1 foi digerido com EcoRV. A
amplificacdo da regido corresponde ao gene citocromo oxidase produziu um fragmento
de 615 pb que apl6s digestdo gerou dois perfis de restricdo. P6de-se observar o
padréo de clivagem de 294 pb e 321 pb para H. armigera, enquanto para H. zea e H.
virescens ndo houve digestdo. Ja para o gene nuclear, houve digestdo do DNA
apenas para He. Virescens gerando o padrdo de clivagem de 964pb e 142pb,
enquanto as espécies de Helicoverpa mantiveram o fragmento sem digestao, sendo
possivel assim, discernir as espécies por meio de uma chave de identificagdo
dicotdbmica molecular. Esses resultados ajudardo no monitoramento de populacdes de
Helicoverpa, no estudo da dispersdo das populacdes e no controle da entrada de
novas lagartas em regides agricolas do Brasil.

! Biologia Molecular, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB
2 Biologia Molecular, Ph.D., Instituto Mato-Grossense do Algodao-IMAmt
3 Microbiologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



028 - IDENTIFICACAO MOLECULAR DO BIOTIPO B DE Bemisia tabaci
(HEMIPTERA: ALEYRODIDAE) EM AREAS PRODUTORAS DE ALGODAO NO
ESTADO DO MATO GROSSO [Molecular identification of the Bemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae) biotype B cotton producing areas in the State of Mato
Grosso]

Rodrigues, R.C.R.'; Martins, E.S.%; Lima, A.A.% Ferreira, B.C.%>; Soares, C.M.S.%;
Queiroz, P.R.M.% Monnerat, R.G.®

A mosca-branca (Bemisia tabaci) (Hemiptera: Aleyrodidae) € uma importante praga
agricola que apresenta varios biétipos de dificil identificacdo morfolégica e de ampla
distribuicdo geogréfica. B. tabaci tem uma longa histéria como praga e vetor de virus
de importantes culturas comerciais em todo o mundo. Dentre os biétipos, o tipo B é o
mais agressivo para a agricultura. Baseado na andlise do gene mitocondrial citocromo
oxidase | foi proposto que B. tabaci possui 24 espécies organizadas em 11 grupos.
Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi identificar o bi6tipo predominante de B.
tabaci na regido, pelo perfil mitocondrial gerado por PCR-RFLP. Para isso, foram
coletados individuos de mosca branca ao longo das cinco principais regides
produtoras de algodao do Mato Grosso no ano de 2014. O DNA total de cada individuo
foi extraido para entdo serem feitas PCR utilizando iniciadores especificos para a
subunidade | do gene da citocromo oxidase (COIl). Em seguida, os produtos
amplificados foram digeridos gerando um perfil de restricdo. Pdde-se observar
somente o0 padrao tipico de clivagem para o biétipo B de mosca branca nas areas
produtoras de algoddo do Mato Grosso. Por tanto, esses resultados ajudardo no
monitoramento de populacbes de mosca branca, no estudo da dispersdo das
populacdes e no controle da entrada de novos bidtipos de mosca branca em regifes
agricolas do Brasil.

Apoio: Cenargen, CNPg e IMAmt.
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029 - IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DE LEPIDOPTEROS OCORRENDO NA
CULTURA DA SOJA [Morphological identification of moths in soybean crops]

Santiago, S.D.; Viana, M.C.%; Silva, M.L.%; Benito, N.P.?

As espécies de lepidopteros da Familia Noctuidae estdo entre as principais pragas de
importancia econbmica. A introducdo da espécie Helicoverpa armigera no Brasil,
considerada uma espécie quarentenaria para o pais até o ano de 2012, gerou perdas
na agricultura de mais de um bilhdo de reais na safra 2012/2013. A introducéo desta
espécie fez surgir novos desafios para o manejo das pragas em diferentes culturas
(algodéo, milho, soja), sendo um dos pontos cruciais para o efetivo controle desta
praga a correta identificacdo da espécie e sua diferenciacdo de todas as outras
espécies que ocorrem nas lavouras. A identificacdo morfolégica é feita por meio da
andlise das genitalias do adulto. Com o objetivo de reconhecer as espécies de
importéncia agricola que ocorrem na cultura da soja, foi realizada a dissecac¢do do
abddmen dos lepiddpteros adultos e comparada a morfologia das genitélias. Os
espécimes foram coletados em uma lavoura de soja no municipio de Buritis-MG entre
0s meses de dezembro a mar¢o. Foram coletadas lagartas através do método do pano
de batida e estas foram criadas no laboratério até emergirem os adultos. Os
abdomens foram extraidos e colocados em alcool em duas concentragdes diferentes
(70% e 100%) para desidratagcdo e, posteriormente, submersos em solugdo de
hidroxido de potassio 10% aquecido a 50°C para diafanizagdo. Em seguida os
abdomens foram transferidos para alcool absoluto para a extracdo e limpeza das
genitalias com auxilio de estiletes. Algumas genitélias foram preservadas em &alcool
70%, enquanto outras foram montadas em lamina com meio Hoyer. Foram utilizadas
diferentes caracteristicas para a separacdo das espécies tanto das genitalias
montadas em lamina, quanto as preservadas em alcool: aedeagus, sacculus, corona,
juxta, ampulla e vinculum em machos e papillae anales, placa genital, cervix bursae,
signum da bursae copulatrix, appendix bursae em fémeas. As espécies identificadas
foram: Helicoverpa armigera, Heliothis virescens, Chrysodeixis includens e Spodoptera
frugiperda.

Apoio: Embrapa e Grupo Agrosalgueiro.
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030 - INFLUENCIA DE PRATICAS AGROECOLOGICAS LOCAIS E DA PAISAGEM
DO ENTORNO NA FLUTUACAO POPULACIONAL DA MOSCA-BRANCA Bemisia
tabaci NO DISTRITO FEDERAL [Influence of local agroecological practices and
around landscape on population fluctuation of Bemisia tabaci in Federal District]

Harterreiten-Souza, E.S.%; Araujo, L.K.P.% Pires, C.S.S.% Pujol-Luz, J.R.* Suijii, E.R.2

Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) se destaca como importante praga de
diversas culturas e € responsavel por grandes perdas da produtividade. No entanto, as
variacbes na abundancia em diferentes locais e épocas do ano sugerem que fatores
locais possam estar influenciando suas populagdes. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia de préaticas agroecoldgicas locais e da paisagem do entorno na
flutuacdo populacional de B. tabaci no DF. O estudo foi realizado em diferentes
hébitats (hortalicas, pousio, agroflorestal e vegetacdo nativa) de cinco propriedades
rurais de producdo de hortalicas organicas. Em cada habitat foram instaladas quatro
armadilhas adesivas amarelas (permanecendo no local por 72 horas), mensalmente,
durante os meses de setembro/2013 a abril/2014. Foram coletados 424.430 adultos de
B. tabaci nas cinco propriedades. A abundancia média (+ erro padrdo), por armadilha,
foi comparada entre hébitats, e maiores valores foram encontrados em cultivos de
hortalicas (1.316+431) e pousio (1.311+431) quando comparadas com as agroflorestas
(2+0,4) e vegetagdo nativa (28+8,6) (KW-H3:44=27,89; P<0,000). Ao comparar a
abundancia entre propriedades, verificou-se que essa diferenca se deve apenas aos
talhGes de hortalicas e pousio pertencentes as propriedades localizadas nos nucleos
rurais de Lamarao (49,1%) e Rajadinha (50%), que diferiram das demais propriedades
(KW-Hy:544=41,11; P<0,000). Quando avaliada a abundancia média entre os meses,
diferencas significativas foram encontradas somente em fevereiro/2014 (5.941+1.291)
nas propriedades (KW-H;:54,=221,17; P<0,000). Sistemas organicos de produgéo de
hortalicas produzem popula¢cdes mais equilibradas com menor flutuagéo de B. tabaci
devido as préticas de diversificagdo da vegetagdo local e do entorno da propriedade.
No entanto, verificou-se que elas podem ser afetadas quando estdo inseridas
prOximas a regido produtora de grandes culturas. Desta forma, sugere-se a
implantacdo de faixas agroflorestais e manutencédo de faixas de vegetacdo nativa
circundando as propriedades de base ecolégica devido a baixa incidéncia populacional
da praga nestes habitats e por apresentarem multiplas funcionalidades no sistema,
como por exemplo, servindo como barreiras de protecéo contra a dispersédo da praga e
local de reflgio para os inimigos naturais.

Apoio: Cenargen, CNPg e Capes/UnB.
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031 - INSEMINACAO ARTIFICIAL COM SEMEN CONGELADO EM OVINOS
UTILIZANDO PROTOCOLOS A BASE DE PROSTAGLANDINA [Artificial
insemination in sheep with frozen semen using prostaglandin based protocols]

Miranda, V.0.%; Silva, T.A.S.N.%; Dode, M.A.N.2; Silva, B.D.M.?

Com a intensa diminuicdo do espaco disponivel a criagdo de animais de producéo é
imprescindivel o uso de tecnologias que permitam manipulagdo no ciclo reprodutivo
dos ovinos, isto permite o melhor uso da capacidade produtiva destes animais. Uma
Otima alternativa para esta tecnologia é o emprego de protocolos sem a utilizacao de
hormonios esteroides, sendo a PGF2a e o GnRH os de melhor responsividade. O
objetivo do trabalho foi avaliar a taxa de prenhes em ovelhas sincronizadas com
protocolos a base de PGF2a e PGF2a associada ao GnRH, comparadas com
protocolo controle a base de pessario vaginal com Acetato de Medroxiprogesterona
(MAP) e eCG. Foram inseminadas 279 ovelhas da raga ldeal, criadas em sistema
extensivo no Rio Grande do Sul. Estas foram divididas em trés grupos experimentais,
sendo o primeiro protocolo (P1, n=99) com duas aplicacbes de 0,530 ug PGF2a
(Sincrocio®, Cloprostenol sodico, Ouro Fino, Brasil) em intervalo de nove dias (DO e
D9). No protocolo com PGF2a associado ao GnRH (P2, n=92) foram duas aplicacdes
de 0,530 ug PGF2a (Sincrocio®, Cloprostenol sodico, Ouro Fino, Brasil) com nove
dias de intervalo (DO e D9) apos 24h da segunda aplicacao foi administrado 25 ug de
lecirelina, agonista de GnRH (Gestran Plus®, Tecnopec, ARSA S. R. L., Argentina).
Comparados com o protocolo controle (P3, n=88) no qual utilizou pessario vaginal
contendo MAP  (Progespon®-  Esponjas Vaginais com  Acetato de
Medroxiprogesterona, Coopers, Argentina) que permaneceu por 12 dias, na retirada
do MAP (D12) foi aplicado 250 Ul de eCG (Novormon®- Gonadotrofina Coridnica
Equina, Coopers, Argentina). A inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) por
laparoscopia foi realizada apés 54 horas do final dos protocolos, considerados D9 e
D12 respectivamente. Os animais estavam em jejum prévio e sedados, sendo
inseminados com sémen congelado a concentracdo de 100 x 10° espermatozoides por
palheta. Para analise estatistica foi utilizado Modelo Linear Generalizado e teste de
Dunnet, considerando nivel de significancia P<0,05. A taxa de prenhes foi avaliada por
ultrassonografia ap6s 45 dias da IATF. O protocolo controle (P3) foi 0 que apresentou
melhor taxa de prenhes (P < 0,05) 31,82%, enquanto o0s protocolos P1 e P2 ndo
diferiram entre si (P>0,05) 16,16% e 13,04%, respectivamente. Sendo assim conclui-
se que o protocolo controle, sendo ele o mais utilizado a campo, é o que permite
melhores resultados com sémen congelado em relagdo ao uso de protocolos somente
a base de PGF2 a ou mesmo aqueles que associam PGF2 a e GnRH.

Apoio: Capes e Embrapa Cenargen.
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032 - INTERAQAO ENTRE PERCEVEJOS (HETEROPTERA: PENTATOMIDAE) E
OS PARASITOIDES DE OVOS Telonomus podisi E Trissolcus basalis
(HYMENOPTERA: PLATYGASTRIDAE) MEDIADA POR RASTROS QUIMICOS

Lagda, A.C.G."; Blassioli-Moraes, M.C.?%, Borges, M.%; Laumann, R.A®

Parasitéides de ovos da familia Platygastridae (Hymenoptera) sdo os maiores agentes
do controle biolégico de percevejos pragas da soja. Eles sdo atraidos para seus
hospedeiros através de muitos estimulos quimicos e visuais. Entre esses estimulos, 0s
rastros quimicos originados no movimento de seus hospedeiros sdo importantes
durante o forrageamento dos parasitoides. O objetivo deste trabalho foi verificar se os
parasitoides Trissolcus basalis e Telenomus podisi sdo capazes de reconhecer 0s
rastros quimicos de diferentes espécies de percevejos (Heteroptera: Pentatomidae), e
também mostrar preferéncia por tracos de seus hospedeiros preferenciais. Para tanto,
0s percevejos Nezara viridula, Euschistus heros e Dichelops melacanthus foram
colocados sobre placas de vidro (superficie da arena), fisicamente dividida em duas
partes, durante duas horas, para depositarem seus rastros quimicos e contrastar
posteriormente a preferéncia dos parasitoides pelos tragos das diferentes espécies de
percevejo. Assim, trés combinacdes diferentes de tratamento foram feitas: rastros de
E. heros vs. rastros de N. viridula; rastros de E. heros vs. rastros de D. melacanthus; e
rastros de N. viridula vs. rastros de D. melacanthus. Apds esse periodo, 0s
parasitoides foram liberados separadamente sobre os tratamentos. O comportamento
dos parasitoides foi avaliado utilizando-se o software SACAM. Verificou-se que 0s
parasitoides Te. podisi e Tr. basalis identificaram e diferenciaram os rastros quimicos
dos diferentes hospedeiros. No entanto, Tr. basalis distinguiu e preferiu os rastros
quimicos de N. viridula, enquanto Te. podisi distinguiu e preferiu os rastros quimicos
de E. heros. O parasitoide passa muito mais tempo sobre os rastros de seu
hospedeiro preferencial, a trilha resultante do forrageamento € mais intrincada e a
tortuosidade do movimento também é maior. Este padréo foi observado tanto para Tr.
basalis como para Te. podisi. Assim, concluiu-se que os parasitéides sdo capazes de
reconhecer e diferenciar os rastros quimicos de diferentes espécies de percevejos,
como também mostrar preferéncia por rastros de seus hospedeiros preferenciais.

Apoio: Cenargen e CNPg/UnB.
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033 - O PAPEL DOS MASTOPARANOS COMO IMUNOMODULADORES DA
RESPOSTA HUMORAL AOS IMUNOGENOS DA PECONHA DE VESPAS [The role
of mastoparans as immunomodulators of humoral responses against
immunogens from wasp venom]

Cardozo Filho, J.L.:; Freitas Filho, E.G.% Jamur, M.C.2; Silva, L.P.*

As espécies do taxon Aculeta (Himenoptera) sdo caracterizadas pelo aculeo
inoculador de peconha e pela injuria peconhenta infligida as vitimas. As reacdes
alérgicas generalizadas de tipo imediato sdo orquestradas principalmente por
mastocitos e basofilos ativados por imundgenos da peconha via receptor de IgE.
Especulou-se que o0s mastoparanos, tetradecapeptideos polibasicos isolados da
peconha de vespas, podem influenciar a resposta imune humoral aos imunégenos
mediante a ativacao dos mastocitos. Espécimes de Synoeca cyanea foram capturados
e submetidos a extracdo da pegonha. Os componentes peptidicos da peconha foram
separados e purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(RP-HPLC). A estrutura primaria de mastoparanos da espécie S. cyanea foi elucidada
por espectrometria de massa e quimica de Edmam. A sintese manual em fase soélida
dos peptideos foi sucedida pela purificagdo dos peptideos por RP-HPLC. Avaliou-se a
liberacdo de componentes pré-formados e a inducdo da ativacdo de fatores de
transcricdo induzida pelos mastoparanos em mastécitos mantidos em cultura. Este
trabalho culminou na caracterizagdo estrutural de dois peptideos da familia dos
mastoparanos isolados da pecoha de S. cyanea, SynC MP | e SynC MP I, cujas
estruturas primarias sdo INWLKLGQKISAL-NH, e INWFKLGQKIISAL-NH,,
respectivamente. SynC MP | [7,5 pM] e SynC MP Il [7,5 pM] promoveram a liberacdo
de B-hexosaminidase de mastécitos (10,8% e 7,4%, respectivamente) sem que se
observasse a reducdo da viabilidade celular a niveis inferiores a 90%. Ao reduzir a
concentracdo dos peptideos de [7,5 uM] para [1 puM], ndo houve liberacdo detectavel
de B-hexosaminidase. A ativagao de NFkB por SynC MP | [7,5 uM] (11,87%) e SynC
MP 1l [7,5 pM] (9,12%) ndo foi significativamente afetadada face a reducédo da
concentracdo dos peptideos para [1 pM] (10% e 6,62%, SynC MP | e SynC MP I,
respectivamente). N&ao foi constatada a indugéo da ativacdo de NFAT por nenhum dos
peptideos. O perfil da degranulagdo provocada pelos mastoparanos isolados de S.
cyanea em mastécitos reforcam as caracteristicas ja descritas desta familia de
peptideos. A capacidade dos mastoparanos de induzir a ativagdo de NFkB em
mastocito, mesmo a baixas concentracdes, abre precedentes para a investigacdo do
papel desses peptideos na modulacéo in vivo da resposta humoral aos imunoégenos da
peconha de vespas.

Apoio: Cenargen, Capes e CNPg/UnB.
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034 - ORIFICIOS EM FRUTOS DE MOGNO COMO SINAL DA PRESENCA DE
Hypsipyla grandella ZELLER (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) [Holes in fruits of
mahogany as a sign of the presence of Hypsipyla grandella Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae)]

Castro, M.T.:; Montalvdo, S.C.L.%; Monnerat, R.G.®

A presenca de orificios em frutos é o sinal de infestacdo de mais fécil reconhecimento
do ataque de insetos.Portanto, os orificios sédo referidos como um sinal relevante na
avaliacdo da ocorréncia da predacéo, podendo indicar o ponto de postura de ovos, de
exclusao de excrementos do inseto durante o seu desenvolvimento no interior do fruto
ou ainda o local de emergéncia do adulto. O ataque da Hypsipyla grandella em frutos
de mogno foi pouco estudado e analisado, o que resulta em uma lacuna quanto a
dindmica de predacdo desse inseto em arvores. Esse trabalho teve como objetivo
estudar aspectos relacionados aos orificios criados pela Hypsipyla grandella em frutos
de mogno, tais como formatos, tamanhos e observacdes quanto a presenca de
puparios, lagartas e excrementos proximos a eles. Para tanto, foram coletados
aleatoriamente 200 frutos de mogno em Brasilia, Distrito Federal, e posteriormente foi
feita a contagem do numero e dimensionamento de orificios e observagdo de
excrementos efou puparios proximos. Dos 200 frutos coletados, 190 apresentaram
orificios feitos pelas lagartas, utilizados tanto para a sua entrada quanto para a sua
saida quando adulto. A maioria dos frutos apresentou apenas um unico orificio (81%)
e foi encontrado até cinco orificios em um Unico fruto. Os orificios apresentaram
tamanhos e formatos variados, com média de 0,6 cm de didametro e em sua maioria de
formato circular. Muitas vezes foi possivel observar excrementos, teia e goma
proximos a esses orificios, indicando a presenca do inseto no interior dos frutos.
Portanto, a visualizagdo desse sinal é pela primeira vez estudada e relatada e € uma
importante ferramenta para a verificagdo da ocorréncia do inseto em arvores de
mogno.

Apoio: Cenargen e Capes/UnB.
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035 - PADRAO DE METILACAO E HIDROXIMETILACAO GLOBAL EM
LEUCOCITOS E TECIDOS PLACENTARIOS DE BEZERROS RECEM-NASCIDOS
[Global methylation pattern of leukocytes and placental tissues in calves]

Mendonga, A.S.'; Franco, M.M.?

A metilacdo do DNA é um dos principais eventos que ocorrem durante as etapas de
reprogramacado epigenética, regulando a expressdo génica e caracterizada pela
presenca da base 5-metilcitosina (5-mC) no DNA. Mais recentemente, a
hidroximetilagdo do DNA foi caracterizada como mais um evento bioquimico
participando da estrutura da molécula. Sua principal caracteristica € a adicdo de um
grupo hidroxila na extremidade 5’ da 5-mC, formando a base 5-hidroximetilcitosina (5-
hmC), sendo este um provavel produto intermediario do processo de desmetilacdo
passiva do DNA. Objetivou-se neste trabalho caracterizar o padrdo de metilagdo e
hidroximetilacao global do DNA em bezerros Nelore recém-nascidos, baseando-se no
fato de que a relacdo entre 5-mC e 5-hmC parece ter um importante papel na
regulagdo génica. Amostras de sangue (n=19) e tecido placentario (membrana
alantoidiana e cotilédone; n=12) foram coletas logo ap6s o parto e armazenadas a -
20°C. O DNA foi extraido utilizando o QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN) e as
taxas de 5-mC e 5-hmC do DNA foram quantificadas usando os MethylFash
Methylated e MethylFash Hydroxymethylated DNA Quantification Kits (EPIGENTEK),
respectivamente. As taxas meédias de DNA metilado em sangue, membrana
alantoidiana e cotilédone foram de 12,68 + 6,75%, 17,26 + 15,07% e 12,94 + 5,49%,
respectivamente, e as de DNA hidroximetilado foram de 3,47 + 1,93%, 2,86 + 3,16% e
2,43 +2,12%, respectivamente, ndo sendo observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os diferentes tecidos analisados. Além disso, foi realizada uma
analise entre sexos. As taxas médias de 5-mC, utilizando a média dos resultados de
todos os tecidos analisados, de machos e fémeas foram de 12,24+6,43% e
15,87+11,88%, respectivamente, enquanto as de 5-hmcC foram de 3,12 + 2,06% e 2,94
1+2,60%, respectivamente, sem diferencas estatisticamente significativas. A taxa de 5-
hmC em cotilédones placentarios de machos foi estatisticamente maior que em
fémeas, sendo a Unica andlise significativa encontrada no estudo. N&o foi possivel
ainda estabelecer relagcdes entre as taxas de 5-mC e 5-hmC, sendo necessarios
outros estudos para verificar se 5-hmC é uma base proveniente de um processo de
desmetilacdo do DNA. Deve-se ressaltar o pioneirismo do trabalho na espécie bovina
e a importancia do conhecimento desses eventos na regulacdo epigenética e na
expressao génica.

Apoio: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Capes/UFU.
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036 - PADRAO DE METILACAO PARA O GENE IGF2 EM CELULAS DO
TROFOBLASTO DE EMBRIOES BOVINOS EM D14: EFEITO DO CULTIVO IN
VITRO [Methylation pattern of igf2 gene in trophoblast cells from d14 bovine
embryos: effect of in vitro culture]

Carvalho, J.0.%; Franco, M.M.% Dode, M.A.N.2

O gene IGF2 é um importante gene imprinted que esta relacionado com
desenvolvimento embrionario, manutencdo da gestacao e placentagao, € o gene IGF2
e alteracbes em seu padrdo de metilacdo vem sendo associado a técnicas de
reproducdo assistida. Desta forma, este trabalho objetivou avaliar o efeito do cultivo in
vitro até o dia (D) 7 de desenvolvimento no padrdo de metilacdo da regido
diferencialmente metilada (DMR) do éxon 10 do gene IGF2, de embrides bovinos em
D14 de desenvolvimento. Foram utilizados embrifes produzidos in vitro a partir de
ovocitos provenientes de ovarios de abatedouro. No D7 de cultivo, blastocistos grau 1
foram transferidos em nimero de 10 para o corno uterino de receptoras previamente
sincronizadas (grupo vitro/vivo). Como controle, foram utilizados embrides coletados
no dia 7 pos-inseminacao de doadoras superestimuladas, com os blastocistos de grau
1 sendo transferidos em numero de 10 para o corno de receptoras sincronizadas
(grupo vivolvivo). Embrides de ambos os grupos foram coletados em D14, sendo
realizada uma bidpsia do trofoblasto para determinagéo do sexo e avaliacao do padrao
de metilacdo do gene IGF2. Apds a sexagem, DNA gendmico de embrides machos foi
utilizado e o padrdo de metilacdo avaliado pela técnica de bisulfito de sédio. O padrao
de metilagdo foi avaliado individualmente, sendo cada embrido (vitro/vivo=4 e
vivo/vivo=5) considerado como uma repeticdo, com sequenciamento de
aproximadamente 8 clones por embrido. O padrdo de metilacdo do DNA foi
semelhante entre os grupos vivo/vivo (n=29 clones, 28,3+3,2%) e vitro/vivo (n=27
clones, 22,7+2,9%). Como ja é conhecido, esta regido encontra-se hipermetilada em
espermatozoides e hipometilada em ovdcitos, sendo esperados valores préoximos a
50% de metilacdo em células somaticas. Esses dados demostram menor porcentagem
de metilagcéo desta regiao, diferindo de um padréo imprinted esperado. Este trabalho é
0 primeiro relato descrevendo o padrdo de metilacdo para esta regido em embrides
bovinos no dia 14 de desenvolvimento. Coclui-se que o cultivo embrionario in vitro até
o dia 7 de desenvolvimento ndo afetou o padrdo de metilagdo da DMR no éxon 10 do
gene IGF2 em embrido no D14.

Apoio: CNPg/FAP-DF.
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037 - PADROES DE METILACAO E HIDROXIMETILACAO GLOBAIS EM
ESPERMATOZOIDES DE CABECA E CAUDA DE EPIDIDIMO E
ESPERMATOZOIDES DO EJACULADO DE BOVINOS DA RACA GIR [Global
methylation and hydroxymethylation patterns of head and tail epidydimis
spermatozoa and ejaculated sperm from cattle]

Braga, T.F.:; Mendonca, A.S.%; Cunha, A.T.M.%; Dode, M.A.N.* Franco, M.M.*

A 5-metilcitosina (5mC) é formada através da ligacdo covalente de um grupo metil na
posicdo 5 de uma citosina, catalisada pela acdo de membros da familia enziméatica
DNA metiltransferase (DNMT). Em mamiferos, a 5mC ocorre quase que
exclusivamente em dinucleotideos CpG, e a capacidade de estabelecer e manter os
padrbes de metilacdo do DNA séo essenciais para o desenvolvimento normal. Até
meados de 2009 a 5mC era a protagonista no campo da metilacdo do DNA. No
entanto, trabalhos publicados no final do mesmo ano, relataram que a 5-
hidroximetilcitosina (5hmC) é uma marca abundante em tecidos de mamiferos e que a
familia de enzimas TET (ten-eleven-translocation) dioxigenases dependentes de ferro
sdo responsaveis pela conversdo da 5mC em 5hmC. Objetivou-se neste trabalho
caracterizar os padrbes de metilacdo e hidroximetilagdo globais do DNA de
espermatozoides de cabeca e cauda de epididimo e espermatozoides do ejaculado
em bovinos da raca Gir, baseando-se no fato de que a relagdo entre 5mC e 5hmC
parece ter um importante papel na regulacédo génica. Os espermatozoides ejaculados
foram obtidos através da coleta de sémen por eletro-ejaculagéo (n=5) e para obtengéo
dos espermatozoides de cabeca (n=5) e cauda (n=2) de epididimo foi utilizado o
método de extravazamento. A extracdo de DNA foi realizada pelo protocolo Salting
Out com modificagBes preconizadas no Laboratério de Reprodugdo Animal e a
metilacdo e hidroximetilacdo globais do DNA foram quantificadas pelo método
colorimétrico utilizando os kits MethylFlash™ Methylated DNA Quantification e
MethylFlash™ Hydroxymethylated DNA Quantification, respectivamente. As taxas
médias de DNA metilado em espermatozoides de cabeca e cauda de epididimo e
espermatozoides do ejaculado foram de 43,27 (+6,84), 34,66 (+8,04) e 35,12 (+6,40)
respectivamente, e as de DNA hidroximetilado foram de 13,69 (x7,22), 6,71 (£3,03) e
14,34 (£2,79) respectivamente, ndo havendo diferencga significativa entre os diferentes
tipos celulares. Os resultados mostram que as taxas de 5mC e 5hmC em
espermatozoides ndo se alteram durante o processo de maturagao e pos ejaculacao.

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

! Ciéncias Animais, doutorado, Universidade de Brasilia-UnB

* Genética e Bioquimica, doutorado, Universidade Federal de Uberlandia-UFU
®Ciéncias Animais, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB

4 Reproducao Animal, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



038 - PIRAMIDACAO DE GENES PARA CONTROLE DE Meloidogyne incognita
VIA RNA INTERFERENTE [Gene pyramiding for control of Meloidogyne incognita
via RNA interference]

Borgesé, R.A.K.%; Lourenco, I.T.% Fragoso, R.R.%; Grossi-de-S&, M.F.% Albuquerque,
E.V.S.

O fitonematdide causador da galha Meloidogyne incognita € uma praga que causa
grandes impactos a diversas culturas agronémicas ao redor do mundo. E um dos
patdgenos de maior relevancia da atualidade e no Brasil causa danos a plantas de
soja, café, cana-de-agUcar e muitas outras commodities. A pesquisa realizada no
Laboratorio de Interagdo Molecular Planta-Praga - LIMPP - Cenargen — Embrapa tem
como objetivo o controle deste fitonematdide. Sequéncias para expressdo de RNA
dupla fita (dsRNA) visando o silenciamento (via RNAIi) de genes-alvo essenciais ao
metabolismo de M. incognita foram previamente validados por gPCR e bioensaios.
Este trabalho consiste na juncdo por estratégias de cruzamentos entre plantas
contendo os dois genes selecionados que apresentaram maior eficiéncia ao controle
do M. incognita em plantas de tabaco (Nicotiana tabacum). A piramidacao também
deve causar efeito deletério aditivo e evitar o surgimento de resisténcia dos
fitopatdgenos ou compensacdo metabolica da planta. Foram utilizadas plantas
contendo dsRNA para Isocitrato Liase (IL), que atua no ciclo do glioxilato, e para a
Proteina de Choque Térmico 90 (HSP 90), que possui papel essencial no
enovelamento e transporte de proteinas. Foram cruzadas plantas germinadas de
sementes T3 de IL e HSP90, cujas sementes obtidas da progénie estdo sendo
avaliadas quanto a presenca das sequéncias para RNAi dos dois genes de interesse e
serdo desafiadas por bioensaio com M. incognita para se verificar os possiveis efeitos
aditivos da piramidacéo.

Apoio: Embrapa, Capes e CNPq.
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039 - PRODUCAO DE PROTEINA MASP2 (8x) DA ARANHA Parawixia bistriata EM
Escherichia coli [Masp2 (8x) protein production from Parawixia bistriata spider in
Escherichia coli]

Bastos, A.R.:; Silveira, M.%, Michalczechen-Lacerda, V.A.*; Carrijo, J.* Murad, A.M.>;
Vianna, G.R.%; Rech, E.L.5

As teias de aranhas s&o muito conhecidas por suas resisténcias bem como pela
elasticidade que possuem. No caso de aranhas da espécie P.bistriata as teias podem
ser formadas por tipos diferentes de proteinas, dentre as quais se encontra a Major
Ampullate Spidroin2 (MaSp2). A producdo de MaSp2 (16x) j& demonstrou ser capaz
de formar fibras sintéticas e, ap6s a liofilizacdo, foi possivel observar estruturas
globulares similares a nanoparticulas. Logo, o objetivo foi construir um vetor de
producado para MaSp2(8x) com producdo em E. coli. A sequéncia genética contendo 8
motivos de Masp2 foi construida previamente no vetor de clonagem PBSSK+
(Stratagene) e, por meio de digestdo enziméatica com BamHI e Ndel foi inserida no
vetor de expressdo pET19b. Para isso, os produtos da digestdo enzimatica foram
separados por eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etidio. Os
fragmentos de DNA foram purificados com kit Wizard SV gel and PCR clean up system
(Promega), quantificados em nanodrop e o vetor pET19b Masp2(8x) foi construido
utilizando a enzima T4 DNA ligase (Promega) a 4 °C por toda a noite. A seguir, 0
volume de um microlitro da reagéo de ligacao foi utilizado na transformacdo de BL21
(DEO3) por choque térmico, a 42 °C por um minuto. Adicionou-se 500 pL de meio SOC
e as células foram mantidas sob agitacdo 180 rpm a 37 °C, por duas horas. A solugédo
bacteriana foi semeada em meio LB Agar com Ampicilina (200ug/mL) sendo mantidas
a 37 °C por toda a noite. As colbnias resultantes da transformacdo foram pré
inoculadas em meio LB com antibiético a 37 °C e 180 rpm por toda a noite . Um
segundo indculo foi realizado em 10 mL de meio LB com ampicilina e, as células foram
induzidas com 1 mM de IPTG para a produgdo de proteina Masp2(8x) quando
atingiram o crescimento de 0,6 (OD600 nm) durante 4 horas. O volume celular foi
precipitado e estocado a —80°C. Para confirmar a producéo de Masp2 (8x) realizou-se
Western Blot. Os resultados da transformacdo foram confirmados por enzimas de
restricdo e por sequenciamento. O Western Blot foi positivo para producdo da proteina
Masp2(8x), pois foi constatado a presenga de uma proteina préximo ao marcador de
25 kDa. Entdo, o préximo passo sera a otimizacdo da purificacdo da proteina com
coluna de niquel por HPLC devido ao fato da proteina apresentar cauda de histidina.
Espera-se conseguir resultados promissores com o processo de purificacdo da
proteina, com a perspectiva de estabelecer um protocolo para formacdo de
nanoparticulas usando de proteinas de teia de aranha.
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040 - PROSPECCAO DE SEMIOQUIMICOS E ESTUDOS COMPORTAMENTAIS DE
INSETOS Hipothenemus hampei ASSOCIADOS A PLANTAS DE CAFE

Morais, S.D.M."; Blassioli-Moraes, M.C.% Laumann, R.A.>; Meneguim, A.M.*; Borges,
M.2

A broca do café, Hypothenemos hampei é uma das principais pragas da cultura do
café em todo o mundo. Este inseto permanece a maior parte do seu ciclo de vida no
interior das sementes de café o que torna muito dificil seu controle através de
inseticidas, microrganismos e outros métodos comumente utilizados para o controle de
pragas. Adicionalmente, das 115 espécies do género Cooffea ja documentadas
nenhuma apresenta resisténcia natural contra esta praga fato que limita o
desenvolvimento de cultivares resistentes através do melhoramento classico. Assim
sendo, € necessario desenvolver métodos alternativos de controle e monitoramento
dessa praga. Este trabalho tem como finalidade estudar a interagado quimica entre o H.
hampei e os volateis emitidos por gréos de café sadios e brocados por conespecificos.
Para isto foram conduzidos bioensaios em olfatbmetro de quatro escolhas com os
volateis emitidos por graos de café de duas variedades, Obata e IPR103. Foram
contrastados os volateis emitidos de sementes verdes, meio-verdes e maduras da
variedade Obata e os volateis emitidos das sementes verdes de Obata versus volateis
pelas sementes verdes de IPR103. Os resultados mostraram que 0s insetos nao
distinguem entre os volateis emitidos pelas sementes com diferentes graus de
maturidade, mas preferem os volateis emitidos pelas sementes de diferentes niveis de
maturidade de sementes Obatd e IPR103 em relacdo ao ar (Friedman test,
p=0.02181), e ndo distinguem os volateis da semente verde emitidos das duas
variedades estudadas. Bioensaios com outras combinagbes dos volateis das
sementes estdo sendo conduzidos e estudos para identificar o perfil de volateis das
sementes para tentar elucidar o porqué destas preferéncias.

Apoio: Cenargen, CNPg-PIBIC, Embrapa, IAPAR e FAP-DF.
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041 - RECONHECIMENTO E CARACTERIZACAO DE AREAS DE REFUGIO DO
BICUDO-DO-ALGODOEIRO EM PROPRIEDADES PRODUTORAS DE ALGODAO
NO MUNICIPIO DE LUZIANIA, GOIAS [Recognition and characterization of refuge
for the boll weevil in cotton producing properties in Luziania, State of Goias]

Carvalho, A.AY; Pimenta, M.% Sousa, A.A.T.C.3; Souza, L.M.* Suijii, E.R.%; Pires,
C.S.S.°

O reconhecimento das estratégias utilizadas pelos adultos do bicudo do algodoeiro,
Anthonomus grandis, para manterem-se no ambiente é um importante passo para
entender o padrao de dispersdo dos adultos durante a safra e entressafra e
principalmente durante o inicio da colonizagdo das plantas de algodoeiro. Além da
abordagem em nivel de paisagem, a caracterizacao in loco permite a identificacdo de
caracteristicas determinantes do ambiente que tornam algumas areas como pontos de
entrada da praga na cultura. Dados da populacdo de bicudos obtidos através
armadilhas iscadas com ferombnio mantidas no entorno das areas de plantio,
instaladas em uma propriedade produtora de algodoeiro em Luziania-GO foram
utilizados para determinar os possiveis locais de entrada na cultura. Os dados
utilizados compreendem as safras de 2007/2008 a 2012/2013. Vinte pontos dentro da
mesma paisagem e distantes no minimo 500 metros entre si, foram visitados e areas
identificadas como locais de refagio do bicudo durante a entressafra foram
caracterizadas quanto a profundidade e ao tipo de extrato herbaceo e cobertura
vegetal do solo (serrapilheira), uso do solo e tipo fitofisionbmico predominante no
entorno das armadilhas e altitude. A maior parte dos pontos de armadilhamento com
alta densidade de bicudos visitados (70%) tinha em seu entorno vegetacdes naturais
de mata (1), cerrado (5) e de Vereda (8). Todos estes pontos apresentavam elevada
umidade e estavam proximo a um curso d’agua ou reservatorio. Em geral a
profundidade média da serrapilheira das areas de borda eram de 6,75 cm, com
frequente presenca de gramineas em faixas que variavam de 25 a 200 metros. A
altitude das areas avaliadas variaram de 950 a 1.013 metros. As informacdes geradas
serdo norteadoras de futuras atividades de monitoramento das variaveis ambientais
das rotas de entrada do bicudo, necesséarias para construcdo de modelos de
distribuicdo da praga e que subsidiardo novas propostas de manejo.

Apoio: Cenargen e Capes/PNPD.
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042 - RESISTENCIA DE Spodoptera frugiperda EM CULTIVO DE MILHO Cry1F

Macedo, C.L.:; Martins, E.S.% Queiroz, P.R.M.% Praca, L.B.%; Soares, C.M.S.* Santos,
H.M.%; Grisi, I.G.%; Soberon, M.”; Bravo, A.”; Monnerat, R.G.®

O Brasil possui a segunda maior area cultivada do mundo com sementes
geneticamente modificadas e desde 2005 cultiva plantas transgénicas resistentes a
insetos. Em 2013 os produtores de milho da regido de cabeceiras de Goias, no
Cerrado brasileiro, relataram que ao longo dos quatro anos em que o milho Bt
expressando CrylF vem sendo cultivado, a eficacia de controle esta diminuindo
obrigando-os a utilizar produtos quimicos para reduzir os danos causados por
Spodoptera frugiperda. Este trabalho teve como objetivo analisar a causa da
sobrevivéncia de S. frugiperda em cultivo de milho Bt CrylF. Foi estabelecida uma
colénia de S. frugiperda a partir de individuos coletados em plantas CrylF (SfBt) e
dados de bioensaio mostraram nivel de resisténcia dez vezes maior quando
comparada com a col6nia susceptivel (SfLab). Ensaios de laboratério com folhas de
milho CrylF mostraram que em contraste com a populagdo SfLab, larvas da
populagdo SfBt foram capazes de sobreviver quando alimentadas com as mesmas. A
populacédo SfBt foi mantida sem pressao de selegdo por oito geragfes e manteve altos
niveis de resisténcia a toxina CrylF. Bioensaios realizados com as toxinas CrylAa,
CrylAb e CrylAc mostraram que a populacdo resistente a CrylF também estava
resistente a essas toxinas. Ensaios de ligacdo e competicdo por receptores do
intestino médio dos insetos confirmaram que essas toxinas dividem os mesmos sitios
e que a resisténcia a CrylF é cruzada com CrylAa, CrylAb e CrylAc. Os resultados
obtidos nos bioensaios com as toxinas da familia Cry2A ndo apresentaram diferencas
entre as populagdes resistente e susceptivel e os ensaios de ligacdo mostraram néo
haver competicdo com os sitios de ligacdo da toxina CrylF. Esses dados alertam
sobre a presenca de resisténcia em campo para a toxina CrylFa na lagarta do
cartucho do milho e é uma grave adverténcia para que medidas de monitoramento
sejam tomadas para equacionamento do problema.
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043 - SINTESE DO (E)-B-OCIMENO, UM DOS COMPONENTES DO FEROMONIO
DE AGREGACAO DO Alphitobius diaperinus (COLEOPTERA: TENEBRIONIDAE)
[Synthesis of (E)-B-ocimene, one component of the aggregation pheromone of
Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae]

Freitas, D.S."; Hassemer, M.J.% Oliveira, M.\W.M.%; Borges, M.%; Laumann, R.A.%
Blassioli-Moraes, M.C.°

O (E)-3,7-dimetilocta-1,3,6-trieno  ((E)-B-ocimeno) € um dos componentes do
ferombnio de agregacéo do Alphitobius diaperinus identificado na populacéo brasileira,
que é composto por seis compostos, (R)-limoneno, (E)-B-ocimeno, 2-nonano, (S)-
linalol, (R)-dauceno e um sesquiterpeno. O (E)-B-ocimeno ndo é disponivel
comercialmente, com isso, 0 objetivo deste trabalho foi sintetizar este composto com
alta pureza e quantidade suficiente para que seja utilizado em bioensaios
comportamentais em laboratério e no campo. O (E)-B-ocimeno foi sintetizado
utilizando uma rota sintética ja conhecida de trés etapas: a reacdo de Wittig usando
brometo de metiltrifenilfosfina e (E)-etil-3-metil-4-oxo-2-butanoato gerou (E)-etil-3-
metilpenta-2,4-dienoato, que foi reduzido com LiAlH, e convertido em brometo usando
CBr, e PPhs. Finalmente, por meio de uma reacdo de acoplamento de Grignard
usando brometo de 2-metil-propenilmagnésio sob catalise de Li,CuCl, o produto
desejado (E)-B-ocimeno foi obtido. Para o teste de atividade biol6gica do composto,
bioensaios em olfatbmetros em “Y” foram conduzidos usando adultos de A. diaperinus.
As analises em GC-DIC indicaram 56% de rendimento total e uma pureza isomérica
de 96% do isbmero (E). Os bioensaios em olfatdmetro mostraram que adultos de A.
diaperinus responderam a mistura sintética contendo o composto (E)-B-ocimeno 96%
e quando esse composto é removido da mistura o inseto ndo é atraido. A. Diaperinus
respondeu em olfatometria para a mistura dos compostos, outros ensaios estao sendo
conduzidos para avaliar se o A. diaperinus € capaz de distinguir entre os isébmeros (E)
e (Z)-B-ocimeno na mistura do feroménio de agregacéo

Apoio: Embrapa/Cenargen e CNPg/UnB.
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044 - USO DO ACTH COMO ALTERNATIVA DE SUPLEMENTACAO HORMONAL
NA MATURACAO IN VITRO DE OVOCITOS BOVINOS [Alternative use of acth in
hormone supplementation on in vitro maturation of bovine oocytes]

Leme, L.O.%: Abreu, A.D.%; Silva, L.P.%2 Dode, M.A.N.3

O FSH é utilizado para estimular o desenvolvimento folicular em protocolos de
superestimulagdo ovariana. In vitro, esse horménio é usado como promotor da
maturacao e indutor da expansao das células do cumulus. Existe uma grande variacdo
na resposta superovulatéria quando diferentes produtos séo utilizados. Visando avaliar
as possiveis diferencas nos perfis moleculares entre produtos, foram comparados o
Folltropin-V (84% FSH + 16% LH, extraido de pituitaria suina, 400 mg, Bioniche) e o
FSH Sigma (extraido da pituitaria suina, 50 Ul, Sigma). As amostras hidrolisadas com
tripsina foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
ultrarrapida (RP-HPLC FAST) para a separacdo dos componentes moleculares. Apés
a separacdo, foi realizada espectrometria de massa MALDI-TOF (MS) das fracdes
obtidas, para avaliagdo da composi¢do dos ativos por meio da deteccdo de ions de
peptideos das proteinas presentes. Depois, foi realizado MALDI-TOF/TOF (MS/MS),
para elucidar as estruturas primarias de alguns de seus componentes
(sequenciamento de novo). Um dos fragmentos detectados em ambos os produtos foi
correspondente ao pré-prohormdnio proopiomelanocortina, que € convertida no
Homonio Adrenocorticotréfico (ACTH). Com base nestes achados, foi utilizado o FSH
Sigma (utilizado na MIV) e o ACTH (sintetizado e purificado em laboratério) para
avaliar a acdo deste hormoénio na MIV de ovocitos bovinos. Os COCs obtidos de
ovarios de abatedouro foram selecionados e distribuidos em dois grupos: FSH (n=73),
considerado controle, e ACTH (n=89). O meio MIV foi modificado para avaliar a agao
isolada de cada hormdnio; sendo constituido de TCM199 suplementado com PVP360
— 0,8 mg/mL, L-glutamina — 10 mg/mL e Amicacina 250 mg/mL. E, de acordo com o
grupo, foi adicionado 0,01 Ul/mL de FSH ou 0,007 pg/mL de ACTH. Os COCs foram
maturados por 24 horas a 38,8°C e 5% CO,. ApGs esse periodo, foram fecundados e
cultivados in vitro até o D8 de desenvolvimento. Foram avaliadas as taxas de clivagem
(D2), blastocistos (D7) e eclosédo (D8), em 4 repeticbes e os dados analisados pelo
teste Qui-quadrado (P<0,05). Diferengas foram detectadas nas taxas de clivagem e de
blastocistos em D7 entre os tratamentos (FSH: 68,49% e 20,54%; ACTH: 42,69% e
8,98%, respectivamente). Porém, as taxas de blastocistos (23,27% - FSH; 13,48% -
ACTH) e eclosao (41,17% - FSH; 25,0% - ACTH) em D8 foram semelhantes entre os
grupos. Durante o periodo do experimento, a taxa média de blastocistos utilizando
meio MIV padrao do laboratério foi 42,5% em D7. A baixa taxa de producdo de
embrides do grupo FSH pode ser devido ao uso do PVP como substituto ao SFB, que
sendo um componente indefinido, poderia mascarar a agdo dos horménios testados.
Apesar das taxas de blastocisto e eclosdo no D8 nao diferir do grupo com FSH, o
ACTH mostrou resultado inferior nas avaliacdes realizadas.

Apoio: Cenargen e Capes/UnB.
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045 - ACAO ANTIFUNGICA DE PEPTIDEOS DERIVADOS DE OSMOTINA CONTRA
Fusarium E Colletotrichum [Antifungal activity of Osmotin-encrypted peptides
for Fusarium and Colletotrichum]

Moreira, R.F.!; Rodrigues, M.A.R.% Falcdo, L.L.% Silva-Werneck, J.O.%
Bemquerer, M.P.°; Marcellino, L.H.*

Fungos fitopatogénicos dos géneros Fusarium e Colletotrichum s&@o responsaveis por
grandes perdas na agricultura. Espécies de Colletotrichum sdo causadoras de
antracnose em diversas plantas. No género Fusarium sdo encontrados fungos que
atacam importantes commodities, por exemplo, Fusarium solani f.sp. glycines, agente
causal da “sindrome da morte subita” em soja. Alguns peptideos antimicrobianos
podem apresentar atividade antifungica eficaz, sendo candidatos para controlar tais
fungos relevantes para a agricultura. Os peptideos sdo moléculas compostas por até
50 residuos de aminoécidos ligados entre si por ligacdes peptidicas formadas por
reacdo de condensagdo entre os grupos a-carboxilico e a-amino de diferentes
residuos de aminoacidos. Aqueles com atividade antimicrobiana normalmente
apresentam uma estrutura anfifilica capaz de desestabilizar membranas celulares.
Este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade de peptideos derivados de osmotina,
uma proteina com efeito antimicrobiano. Os peptideos escolhidos foram dois
segmentos dessa proteina, denominados de peptideos A e B, de 3,5 KDa e 2,4 KDa,
respectivamente. O peptideo A possui cinco residuos de aminoacidos a mais que o
peptideo B na regido N-terminal, cuja sequéncia lhe confere uma caracteristica mais
catidnica.O efeito antimicrobiano foi avaliado pela acdo dos peptideos sobre a
germinagéo de esporos de fungos. Os esporos foram recolhidos de culturas crescidas
em placas de Petri com meio BDA (batata, dextrose e agar) e armazenados em
tampdao fosfato-salino (PBS), a 4°C. A concentragdo e o numero de esporos viaveis
foram determinados por contagem em camera de Neubauer e incubacdo em placas de
Petri com BDA. Os bioensaios foram realizados utilizando 80 esporos viaveis em 100
UL de PBS contendo peptideos nas concentracdes de 0 a 130 umol.L™*, em microtubos
de 1,5 mL, a 28°C, por 24 h. ApGs esse tratamento, os esporos foram espalhados em
BDA, incubados a 28°C, por 24 e 48 h (Fusarium solani e Colletotrichum,
respectivamente) e o numero de colénias de micélio formadas foi avaliado. Todos os
tratamentos foram feitos em triplicatas e os bioensaios realizados pelo menos duas
vezes. Os resultados mostraram atividade dos peptideos A e B sobre a germinacdo
dos esporos. O peptideo A apresentou uma atividade mais pronunciada do que B,
particularmente para o Fusarium. Estudos estdo sendo conduzidos para avaliacdo do
efeito destes peptideos sobre outros fungos fitopatogénicos, por exemplo,
Moniliophthora perniciosa, agente causal de vassoura-de-bruxa em cacaueiro.

Apoio: Cenargen e CNPq (PIBIC).
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046 - A INFECCAO DE PLANTAS DE TOMATE PELO BEGOMOVIRUS Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV) AUMENTA A EXPRESSAO DE GENES DA VIA
DE UBIQUITINACAO [Infection of tomato plants by the begomovirus Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV) increases the expression of ubiquitination
pathway genes]

Lacerda, A.L.M.%: Fonseca, L.N.?% Boiteux, L.S.*; Brasileiro, A.C.M.* Ribeiro, S.G.°

A ubiquitinacdo é uma modificacdo pos-traducional que controla a degradacdo de
proteinas em eucariotos, o substrato € marcado por moléculas de ubiquitina e
degradado pelos proteassomas. A via de ubiquitinacdo envolve uma cascata
enzimatica com a participacdo de varias enzimas como: a E1 enzima de ativagdo, a E2
gque é uma enzima de conjugacdo a ubiquitina e a E3 ubiquitina ligase que confere
especificidade ao substrato. Varios virus de plantas mostram capacidade de afetar a
via de ubiquitinagéo, induzindo, inibindo ou modificando principalmente as enzimas E3
ligases. O objetivo desse trabalho é estudar a expressao de genes envolvidos na via
de ubiquitinacdo durante a interacdo tomate-begomovirus. O sequenciamento na
plataforma HiSeq2000 Illumina (MRNA-Seq) foi realizado utilizando bibliotecas de
cDNA de duas linhagens de tomate, a cultivar ‘Santa Clara’ (genétipo suscetivel) e sua
linhagem isogénica ‘LAM 157’ (resistente) inoculadas e nao inoculadas com ToCMoV
(Tomato chlorotic mottle virus) e foram identificados sete genes que codificam
proteinas relacionadas a via de ubiquitinacdo, sendo uma proteina de ligacdo a
ubiquitina E3, trés proteinas do tipo F-box, duas RING finger e uma enzima de
conjugagcdo a ubiquitina E2. Esses genes mostraram significante indugdo da
expressao (log2 fold change > 2.0) quando inoculadas com ToCMoV. Esses
resultados foram confirmados por PCR em tempo real (QRT-PCR). A expressao
desses genes foi avaliada em diferentes periodos (3, 6, 9, 12 e 15 dias) ap6s a
inoculacé@o do virus. Para confirmar e validar in vivo o envolvimento desses genes na
infeccdo/resisténcia a ToCMoV o préoximo passo deste estudo sera o silenciamento
dos genes da via de ubiquitinacdo (E2-UBI e Ring 5), utilizando a técnica de VIGS.
Apo6s o silenciamento as plantas seréo inoculadas com ToCMoV e a acumulagéo viral
e o fendtipo serdo avaliados.

Apoio: Embrapa, INCT Planta-Praga (CNPq) e Fundo Embrapa/Monsanto.
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047 - ANALISE DA SEQUENCIA DO GENE p26 E SUA EVOLUCAO
FILOGENETICA NA FAMILIA BACULOVIRIDAE [Sequence analysis of the p26
gene and its phylogenetic evolution in the Baculoviridae family]

Craveiro, S.R."; Inglis, P.W.%; Grynberg, P.%; Togawa, R.C.%; Ribeiro, Z.M.A.*; Castro,
M.E.B.°

Os baculovirus contituem um grupo de virus especificos de artrépodes e apresentam
nucleocapsideos envelopados em forma de bastdo oclusos em uma matriz proteica
cristalina composta de poliedrina, nos nucleopolyhedrovirus (NPVs), e granulina, nos
granulovirus (GVS). A familia Baculoviridae é formada pelos géneros Alphabaculovirus
(NPVs especificos de lepidopteros), Betabaculovirus (GVs especificos de
lepidépteros), Gammabaculovirus (NPVs especificos de himenépteros) e
Deltabaculovirus (NPVs especificos de dipteros). Os Alphabaculovirus estao divididos
nos Grupos | e Il, com base nas suas proteinas de fusdo do envelope viral, proteina F
e GP64, respectivamente. O gene p26 esta presente em todos os Alphabaculovirus
(Grupos | e 1) e acredita-se que sua proteina (P26) esteja associada a oclusdo dos
virions no poliedro. No presente estudo, a sequéncia nucleotidica do gene p26 foi
identificada nos genomas de todos os NPVs analisados. Ferramentas de
bioinformatica foram utilizadas para caracterizar a proteina P26 e elucidar a evolugéo
do gene na familia Baculoviridae. As cépias do gene p26 encontradas nos baculovirus
estdo conservadas na posicdo adjacente ao gene pl0 (P1l) em todos os NPVs
contendo uma Unica cépia, adjacente ao gene iap-2 (P2) em todos os NPVs do Grupo
Il contendo a segunda copia do gene p26 e adjacente aos genes ptpl e ptp2 (P3) nos
NPVs do Grupo | com a segunda cépia do gene p26. A arvore filogenética Bayesiana,
obtida a partir das coOpias da protéina P26 encontradas nos genomas dos NPVSs,
mostrou quatro clados claramente definidos (IA, IB, 1IA e IIB) suportando a hip6tese da
ocorréncia de trés eventos independentes de captura do gene p26 pelos baculovirus.
A presenca de sitios de clivagem dos peptideos sinal nas sequéncias de amino&cidos
da proteina P26 foi observada apenas nas proteinas do clado IB. Embora a fungéo da
proteina P26 ndo seja bem conhecida, o peptideo sinal pode provocar diferencas na
atividade das proteinas do clado IB indicando uma possivel fun¢éo distinta das outras
classes de proteinas P26. No entanto, novos estudos sdo necessarios para uma
melhor compreenséo da fung¢éo dessa proteina nos baculovirus.

Apoio: Cenargen, Capes e UnB/CNPq.

! Biologia Molecular, doutorado, Universidade de Brasilia-UnB

% Genética Molecular, Ph.D., Pesq. Visitante, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
® Bioinformatica, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

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

° Virologia Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



048 - ANALISE FITOSSANITARIA DE SEMENTES DE MOGNO COLETADAS EM
BRASILIA, DISTRITO FEDERAL [Plant health analysis of mahogany seeds
collected in Brasilia, Distrito Federal]

Castro, M.T.%; Borges, R.C.F.%; Montalvdo, S.C.L.%; Monnerat, R.G.?

Estudos relacionados a ocorréncia e identificacdo de fungos em sementes florestais e
sua transmissdo para as plantulas no Brasil ainda sdao muito incipientes no Brasil. Os
trabalhos em sua maioria sdo baseados em testes de deteccdo em sementes, sem a
preocupacédo de verificar a patogenicidade em mudas. Devido a escassez desse tipo de
estudo com espécies florestais, este trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar
os fungos encontrados em sementes de mogno coletadas em &rvores plantadas em
Brasilia, Distrito Federal. O experimento consistiu de duas metodologias, a do Blotter-test
e 0 método do sintoma em plantulas. Para o Blotter-test, foram utilizadas 192 sementes
de mogno ndo desinfestadas, sem a ala, divididas em 12 repeticbes com 16 sementes
cada, dispostas em papel toalha umedecido com &gua destilada autoclavada e
acondicionadas em caixas gerbox previamente desinfestadas com alcool 70%. No
método do sintoma em plantulas, foram plantadas, em casa de vegetacdo, 120 sementes
de mogno sem a ala, divididas em dois blocos com 60 sementes cada. A analise ocorreu
30 dias ap6s a semeadura. Como resultado, das 192 sementes analisadas, 20 (10,41%)
apresentaram sinais da presenca de fungos. Muitas sementes apresentaram mais de um
fungo em sua superficie. Os fungos, em sua maioria, eram saprofitas (81,5%) e apenas
dois eram potenciais como fitopatégenos (18,5%). Os géneros Aspergillus e Penicillium
foram os mais abundantes e sdo considerados como potenciais infestantes e como
fungos de armazenamento. Em duas sementes foi identificado Fusarium sp., fungo que
pode ser transmitido para as plantas via sementes, causando problemas radiculares e
tombamento de plantulas em mudas. No teste em plantulas, das 120 sementes
plantadas, 85 germinaram (71%), 35 ndo germinaram (29%) e 14 (11,6%) apresentaram
sintomas e sinais de fungos nas sementes. Foram encontradas trés espécies de fungos
distintos, incluindo Fusarium. Os dois testes mostraram ser (teis para determinar a
ocorréncia fungica em sementes de mogno e um fungo potencialmente patogénico foi
encontrado, ressaltando a importancia da analise de sanidade de sementes.

Apoio: Cenargen e Capes/UnB.
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049 - ANALISE PROTEOMICA DA INTERACAO Brassica oleracea-Xanthomonas
campestris pv. campestris UTILIZANDO O SISTEMA MALDI-BIOTYPER
[Proteomic analysis of the interaction Brassica oleracea- Xanthomonas
campestris pv. campestris using the MALDI-Biotyper system]

Ribeiro, D.G.:; Santos, C.% Silva, L.P.%; Oliveira Neto, O.B.*: Grossi-de-Sa, M.F.*
Franco, O.L.* Mehta, A.*

Brassica oleracea L. (p.e. repolho, couve-flor e brocolis) é uma espécie amplamente
consumida em varios paises. A podriddo negra, causada pela bactéria Xanthomonas
campestris pv. campestris (Xcc), € a doenca mais grave das brassicas, causando
grande impacto na agricultura. Este estudo teve como objetivo a identificacdo de
grupos peptidicos especificos, expressos em plantas infectadas com Xcc, através da
técnica de Espectrometria de Massa utilizando Maldi-Profiling associado ao software
Biotyper (Bruker Daltonics). Plantas do gendtipo resistente Unido com 45 dias de idade
foram inoculadas com Xcc (Agonm= 0.6) e coletadas 10 dias apds a inoculagéao.
Amostras da bactéria recuperada da planta foram também analisadas em 24 horas
apoés a inoculagdo. Foram utilizadas trés réplicas bioldgicas e 12 réplicas técnicas para
cada amostra. As proteinas totais foram extraidas com fenol, precipitadas com acetato
de ambnio em metanol e solubilizadas com &cido férmico 70% (15uL) e acetonitrila (15
pL). Foi aplicado na placa 1 pL de amostra com 1 pL de matriz (4cido alfa-ciano-4-
hidroxicindmico) e os espectros foram gerados utilizando um espectrometro de massa
Microflex LT (Bruker Daltonics). O dendrograma gerado para as amostras de plantas
ndo mostrou diferenciagcdo entre as plantas infectadas e néo infectadas. Entretanto,
guando as amostras de Xcc submetidas a diferentes condi¢cdes de crescimento foram
analisadas, uma clara distincdo entre as mesmas foi obtida. A aplicacdo da técnica,
MALDI-Profiling associado ao software Biotyper mostrou-se promissora ha
diferenciacdo de amostras submetidas a condi¢des biol6gicas distintas.

Apoio: CNPg e Embrapa.
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050 - ATUALIZACAO DO BANCO DE DADOS: “FUNGOS EM PLANTAS DO
BRASIL” [Update of database: "Fungi plants in Brazil"]

Nascimento, F.B.:; Urben, A.F.%; Simon, M.F.%: Palhares-Melo, L.A.M.*; Mendes,
M.A.S.°

A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia disponibiliza o site “Fungos em
plantas no Brasil’, que contém 6.903 espécies de fungos relatados em 3.682 espécies
de plantas no Brasil, publicados até dezembro de 2009. O presente trabalho teve por
objetivo realizar extensa revisdo de literatura para atualizar as informacfes sobre 0s
novos registros de fungos fitopatogénicos no Brasil. O levantamento bibliogréfico foi
realizado em revistas nacionais, que publicaram artigos sobre o assunto nos anos de
2010 a 2012. Foram levantadas informacdes sobre as espécies ou géneros de fungos,
sinonimias, plantas hospedeiras (nomes cientificos e comuns), distribuicdo geogréfica
e referéncias bibliograficas, principalmente nas revistas Tropical Plant Pathology,
Summa Phytopathologica e Bragantia. Neste periodo foram revisados 475 artigos que
continham informagdes sobre mais de 190 novos registros de fungos em plantas no
Brasil. Podem ser destacados, entre estes, 0s primeiros relatos no Brasil das
seguintes espécies de fungos e suas respectivas plantas hospedeiras: Meliola decora
em Areca sp., Puccinia nakanishiki em Cymbopogon citratus e Phyllachora
serjaniicola em Cardiospermum grandiflorum. As informacdes levantadas foram
inseridas em banco de dados para posterior pesquisa via web. O acesso a essas
informacg0es facilita o trabalho de profissionais da area de fitossanidade e areas afins,
relacionadas a extensdo e a pesquisa, nas atividades de inspec¢do, deteccao,
identificac@o e controle de doencgas.
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051 - AVALIACAO DA CAPACIDADE DE PROMOGCAO DO CRESCIMENTO DE
PLANTAS IN VITRO POR Bacillus thuringiensis [Evaluation of the ability to
promote plant growth in vitro by Bacillus thuringiensis]

Caixeta, C.F."; Praca, L.B.%; Monnerat, R.G.®

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram positiva, aerébica encontradas nos
mais diferentes substratos como solo, 4gua, insetos mortos, superficie da planta e nas
raizes. E um importante agente de controle biolégico na agricultura, pois produz
durante seu desenvolvimento toxinas Cry e Cyt que S&80 responsaveis por sua
caracteristica entomopatogénicos. Estudos recentes tém demonstrado a sua
capacidade de colonizar o interior das plantas, para controlar pragas de insetos e para
promover o crescimento da planta. O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade
do Bt na producdo de siderdforos, solubilizacdo de fosfato, fixagdo de nitrogénio e
producdo de acido indolacético (AIA) in vitro. Cem estirpes de B. thuringiensis da
Colecao de Bacterias de Invertebrados da Embrapa foram cultivadas até esporulacao
completa. Para a determinacdo da producao de sideroforos as estirpes foram inoculas
em meio King B (10x diluido) por 72 horas, sendo adicionado ao sobrenadante a
solugdo de cromo azurol (CAS), em que a mudanca da cor azul para a amarela
determina o resultado positivo. As estirpes para a producgdo de AIA foram inoculadas
em meio DYGS suplementado com triptofano por 72 horas e centrifugadas. O
reagente de Salkowski foi adicionado ao sobrenadante e encubado no escuro por 30
minutos e quantificados em Picodrop a 530 nm. A solubilizacdo de fosfato é realizada
em meio GY soélido, sendo positivas as produtoras de um halo transparente e para a
fixacdo de nitrogénio em meio TBNR 0s séo positivas as estirpes que formarem uma
pelicula de crescimento, sendo a avaliacdo realizada ap6s 10 dias de inoculacao.
Foram obtidos resultados positivos apenas para a producéo de AlA que variou de 1,50
ug.mL* (estirpe 11267) a 7,44 pg.mL* (estirpe 1983). B. thuringiensis pode ser
utiizado como um agente de controle bioldégico de inseto-praga, mas também
demonstra potencial como um promotor de crescimento.

! Agronomia, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB
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052 - AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE PROTEINAS PARASPORINA DE
ISOLADOS BRASILEIROS DE Bacillus thuringiensis EM CELULAS DE CANCER
[Evaluation of Parasporin proteins citotoxicity from brazilian strains of Bacillus
thuringiensis against cancer cells]

Sabia Junior, E.F.%; Martins, E.S.% Corréa, J.R.%: Monnerat, R.G.*

O céancer € o principal causador de morte em paises economicamente desenvolvidos e
0 segundo maior causador de Obitos no Brasil. Recentemente, foi relatado que a
bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) amplamente conhecida por sua utilizacdo em
controle biolégico de insetos, produz proteinas téxicas a linhagens de cancer,
denominadas Parasporinas. 36 estirpes de Bt do banco de bactérias
entomopatogénicas da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia mostraram a
presenca de genes de parasporinal e 3. As proteinas secretadas por algumas estirpes
possuiam o tamanho esperado para o grupo de Parasporina (aproximadamente 81 e
88 kDA). Esse trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade dessas proteinas para
linhagens de células tumorais. As toxinas das 15 estirpes testadas ndo mostraram
toxicidade contra as linhagens DU-145 e HelLa. Proteinas de duas estirpes mostraram
toxicidade a células de cancer de mama MCF-7. Tanto as provas bioquimicas quanto
moleculares mostraram a presenca de estirpes de Bt que possuem e expressam 0
gene de parasporina, o qual se mostraram téxicos para linhagens especificas de
cancer. A proxima etapa do trabalho inclui o sequenciamento do gene das proteinas
Parasporina, a purificagdo, avaliagdo do tipo de morte celular induzido por essas
toxinas e a possivel utilizagdo como marcador tumoral.

! Biologia Molecular, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB
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053 - AVALIACAO DE ISOLADOS DE Trichoderma PARA CONTROLE
BIOLOGICO DO MOFO BRANCO DO FEIJOEIRO USANDO UMA ESCALA DE
NOTAS [Evaluation of Trichoderma isolates for biological control of the white
mold by a note scale]

Santos, D.B.%; Marques, E.%; Martins, 1.%; Silva, J.B.T.* Menezes, J.E.%; Mello, S.C.M.°

Entre as doencas fungicas que afetam a cultura do feijdo encontra-se o mofo branco,
causado por Sclerotinia sclerotiorum de Bary (Lib.), que além de diminuir a
produtividade, deprecia a qualidade do produto. Por esse motivo diversos
microrganismos vém sendo avaliados como agentes de biocontrole para essa doenca.
O género Trichoderma spp. esta entre os fungos filamentosos mais utilizados para
esta finalidade. Neste trabalho, 10 isolados de Trichoderma spp. Foram testados em
plantulas de feijdo cultivadas em casa de vegetacdo. Na avaliagdo dos sintomas da
doenca, utilizou-se uma escala de notas de 1 a 9 e, a partir da analise dos dados
obtidos, foram identificados 3 grupos (A, B, C) classificados pelo teste Scott Knott. O
isolado CEN 1241 apresentou melhor desempenho, juntamente com o grupo controle
(sem o patégeno). Outros trés isolados apresentaram eficiéncia intermediaria,
enquanto os demais agruparam-se com a testemunha inoculada somente com o
patdgeno. Desta forma, quatro isolados foram selecionados para estudos posteriores.

Apoio: Capes/Embrapa.
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054 - AVALIACAO DE Trichoderma spp. NO BIOCONTROLE DO MOFO BRANCO
DO FEIJOEIRO POR PARAMETROS DE PRODUCAO [Evaluation of Trichoderma
spp. for biocontrol of white mold of bean in base of production parameters]

Santos, D.B."; Menezes, J.E.?; Marques, E.*; Martins, I.%; Silva, J.B.T.%; Mello, S.C.M.°

A importancia das doencas fangicas propagadas pela semente, na cultura de feijao, é
crucial para a producdo e a produtividade dessa cultura. O fungo Sclerotinia
sclerotiorum, causa reducdo na producéo do feijoeiro, desestimulando a exploracéao da
cultura. O objetivo deste trabalho foi avaliar o controle dessa doenca, em casa de
vegetacao, utilizando 10 isolados de Trichoderma spp., previamente testados in vitro.
Foi estabelecido um grupo controle sem a presenga de Trichoderma spp. e outro
grupo sem a presenca de ambos os fungos (patdégeno e antagonista). Para cada
tratamento foram realizadas 15 repeticdes, onde foram plantadas trés sementes de
feijao em cada copo descartavel com 300 mL de capacidade, nos quais foram feitas
pequenas perfuracdes no fundo. ApGs o crescimento das plantas foi retirada uma de
cada copo, permanecendo duas em cada repeticdo. No 12° dia foi colocado discos do
antagonista na axila foliar de cada planta, exceto na testemunha absoluta. Em
seguida, foram borrifadas suspensdes de esporos de Trichoderma spp. em cada
tratamento correspondente a cada isolado, exceto nos grupos controle. Depois de um
més as plantulas foram transferidas para vasos de 500g e com cerca de trés meses,
procedeu-se a contagem de vagens e de gréos de cada vagem. Observou-se que 0s
isolados CEN1271; CEN1248 e CEN1253 apresentaram maior producdo de vagens e
de gréos de qualidade. O isolados CEN1248 e CEN1253 apresentaram maior nivel de
controle da doenca.

Apoio: Capes/Embrapa.
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055 - CARACTERIZACAO DE Sida micrantha mosaic virus ISOLADO DE SOJA
[Characterization of Sida micrantha mosaic virus isolated from soybean]

Alves-Freitas, D.M.T.; Fusaro, A.%; Lacorte, C.%; Boiteux, L.S.%; Ribeiro, S.G.*

A ocorréncia de begomovirus em plantas de soja (Glycine max) tem sido relatada
esporadicamente no Brasil e ndo estd associada a perda de produtividade até o
momento. No entanto, a lista de begomovirus infectando soja vem crescendo, e h&a
uma preocupacdo que a perda de producdo possa aumentar, uma vez que um
begomovirus infectando soja tem causado perdas recentemente na Argentina. Esta
ameaca potencial tem intensificado as pesquisas com infec¢cdo por begomovirus em
areas de producdo de soja. Amostras obtidas a partir de plantas de soja coletadas no
Distrito Federal, com sintomas tipicos de infec¢cdo por begomovirus foram analisadas.
O DNA viral de plantas infectadas foi submetido & amplificagdo por circulo rolante
(RCA), clonagem e sequenciamento. As andlises filogenéticas e comparacdes de
sequenciamento dos clones de DNA-A e DNA-B confirmaram o diagnostico para Sida
micrantha mosaic virus (SiIMMV). Mudas de Phaseolus vulgaris 'Pérola’, Glycine max
'‘Conquista’ e 'Williams 82', Solanum lycopersicum 'Santa Clara' e ‘Money Maker’,
Nicotiana benthamiana e Sida rhombifolia foram inoculadas com os componentes
DNA-A e DNA-B de SIMMV pelo método de biobalistica para confirmar a sua
capacidade infecciosa. Quatro semanas apo0s a inoculagdo, sintomas tipicos de
SiIMMV foram observados em quase todas as espécies de plantas inoculadas. Apenas
S. lycopersicum e Phaseolus vulgaris ndo apresentaram sintomas ou infec¢do. Folhas
de soja e Sida rhombifolia exibiram sintomas como mosaico amarelo e dourado,
amarelecimento das nervuras, manchas cloréticas, necroses, bolhosidades, distorcédo
foliar e nanismo; sintomas como nanismo, distorcdo foliar e bolhosidades foram
observadas em plantas de N. benthamiana. A infeccdo foi confirmada por PCR
utilizando iniciadores universais para begomovirus e sequenciamento do fragmento
amplificado. Este é o primeiro relato de clones infecciosos de SIMMV em soja, sendo
uma ferramenta valiosa para estudo da interagdo soja-begomovirus.

Apoio: Embrapa, CNPq, INCTIPP e FAP-DF.
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056 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DE BEGOMOVIRUS INFECTANDO
FEIJAO E PLANTAS NAO CULTIVADAS ASSOCIADAS A CULTURA DO
FEIJOEIRO NO ESTADO DE PERNAMBUCO [Molecular characterization of
begomovirus infecting beans and associated non-cultivated plants in the State of
Pernambuco]

Poppiel, R.R.:; Matos, V.O.R.L.% Alves-Freitas, D.M.T.%; Blawid, R.*; Costa, A.F.>;
Ribeiro, S.G.°

Begomovirus (familia Geminiviridae) sdo patdgenos virais de plantas transmitidos pela
mosca-branca, responsaveis pela devastacdo de muitas culturas como feijao,
mandioca, pimenta e tomate em todo o mundo. Plantas ndo cultivadas desempenham
um papel importante como hospedeiros alternativos e como fontes de indculo desses
virus que afetam & cultura do feijdo. Assim, em 2013 foi feito um levantamento da
ocorréncia de begomovirus na cultura de feijdo e plantas ndo cultivadas encontradas
nas proximidades da cultura. Foram coletadas plantas dos géneros Sida sp.,
Desmodium glabrum, Macroptilium sp., Rhinchosia minima amplamente distribuidas
por todo o territério brasileiro, e plantas de Phaseolus vulgaris com sintomas de
encarquilhamento, mosaico amarelo, rugosidade e deformacdo das folhas nos
municipios de Caruard, Ibimirim e Arcoverde, estado de Pernambuco. O DNA foliar foi
extraido pelo método de CTAB. Por meio da reagdo da PCR utilizando o par de
iniciadores degenerados universais para begomovirus pAL1v1978 e pAR1c496, foram
obtidos fragmentos parciais do genoma viral do tamanho de 1,2 Kb. Os amplicons
clonados e posteriormente sequenciados apontaram infecgcdo por diversos
begomovirus. O genoma viral completo foi obtido a partir do DNA total das amostras
por amplificagdo por circulo rolante (RCA). Os produtos da RCA foram digeridos com
as enzimas de restricdo Hindlll, Kpnl, EcoRIl e Clal resultando em fragmentos de
aproximadamente 2,6Kb que foram clonados em pBLUESCRIPT KS+ e sequenciados
(Macrogen Inc.) por primer walking. As sequencias obtidas foram analisadas in silico e
submetidas a uma pesquisa BLASTn para atribui¢cdo preliminar de espécies resultando
em identidades que variaram de 93 a 99% para os virus de Phaseolus vulgaris e
Rhynchosia minima com o DNA-A de diferentes isolados de Macroptilium yellow net
virus (MaYNV). Plantas de Desmodium glabrum (familia Fabaceae) apresentaram
identidade entre 93 a 99% com DNA-A de diferentes isolados de Macroptilium yellow
spot virus (MaYSV). Este estudo apresenta o primeiro relato de MaYNV em feijoeiros
e plantas de R. minima e MaYSV infectando plantas de Desmodium sp. Para o
begomovirus isolado de Sida sp., a identidade maxima de 88% foi obtida com DNA-A
de sequencias depositadas no bando de dados GenBank, pelo qual, com base nos
critérios taxondmicos atuais do Comite Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)
para o género Begomovirus, o isolado é uma provavel nova espécie deste género.

Apoio: Cenargen e CNPq.
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057 - COMPARACAO DE DIFERENTES METODOLOGIAS PARA TESTES DE
TRANSMISSAO POR SEMENTE DO Wheat streak mosaic virus EM TRIGO
[Comparison of different methodologies for seed transmission tests of Wheat
streak mosaic virus in wheat]

Botelho, S.R.A.%; Sanches, M.M.% Fernandes, F.R.%; Lau, D.*

Wheat streak mosaic virus (WSMV), género Tritimovirus, familia Potyviridae infecta
trigo (Triticum aestivum) e outros cereais e possui como principais formas de
transmissé@o o acaro Aceria tosichella e via sementes. A taxa de transmisséo do virus
por sementes é baixa (0-5%), onde a mesma é realizada dentro do embrido, porém
nem sempre resulta em mudas infectadas pelo virus. Recentemente o WSMV foi
detectado no Brasil, e a fim de prevenir sua disseminacdo por meio de viveiristas é
importante se determinar a taxa de transmissao por sementes de isolados virais
brasileiros. Sementes provenientes de plantas de trigo infectadas com WSMV foram
coletadas para os testes diagnosticos. Realizou-se o plantio de parte das sementes
em casa-de-vegetacdo para diagnose de folhas por meio do teste Elisa, considerando
positivo o valor de absorbancia pelo menos trés vezes maior que o valor do controle
negativo. Utilizou-se outra parte das sementes para testes moleculares, cortando-as
longitudinalmente (endosperma + embrido) e transversalmente (somente o
endosperma) e extraiu-se o RNA pelo procedimento que combina o método CTAB e a
coluna do RNeasy Mini Kit (Qiagen). Para as reacdes de transcricdo reversa (RT)
utilizou-se a transcriptase reversa MMLV (Invitrogen) com primer especifico. Realizou-
se um ensaio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), o par de primers WMSV F e
WSMV R, no equipamento Mastercycler Eppendorf, sendo as amostras submetidas as
seguintes condicdes: desnaturacgdo inicial a 94° C durante 5 min, seguido de 38 ciclos
de 94° C por 30 min, 57° C por 1 min, 72° C por 1,30 min e 72° C durante 10 min de
extensdo final. Para certificar-se que houve a amplificacdo do produto da PCR,
realizou-se eletroforese em gel de agarose 1%. O rendimento e a qualidade do RNA
extraido direto das sementes foram melhores nas sementes cortadas
longitudinalmente (embrido+endosperma). Os resultados do teste de plantio e Elisa
indicaram uma porcentagem de transmissdo do WSMV de 0,43%, contudo a
porcentagem de germinacdo de sementes foi de apenas 22%. Os resultados da RT-
PCR diretamente através de sementes tém indicado uma presenca maior de WSMV
nas sementes, e pretende-se validar este método diagndstico para maior acuracia nas
andlises diagndsticas para este virus em sementes de trigo.
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058 - DETECCAO DE GENES DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO EM Bacillus
thuringiensis [Detection of plant growth promotion genes in Bacillus
thuringiensis strains]

Caixeta, C.F.%; Sabia Junior, E.F.% Queiroz, P.R.M.%; Martins, E.S.%; Monnerat, R.G.*

Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria cosmopolita que expressa diversas proteinas
durante seus estagios de crescimento dentre elas &-endotoxinas, a-exotoxina, [-
exotoxina, VIP, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases. As ©-
endotoxinas, ou toxinas Cry e Cyt possuem atividade entomopatogénica, estirpes de
B. thuringiensis que expressam estas toxinas podem atuar como importantes agentes
de controle biol6gico. Uma ferramenta importante para a caracterizacao de estirpes de
Bt é a identificacdo molecular de genes de interesse, seja para producdo de proteinas
com atividade inseticida, ou, que promovam incrementos celulares que auxiliem no
desenvolvimento do vegetal. Com a necessidade de se conhecer cada vez mais e
explorar as potencialidades deste microrganismo, o0 estudo objetivou avaliar a
presenca de genes das vias de biosintese de fosfatase &cida (envolvida metabolismo
de solubilizacdo de fosfato); sideroforos (envolvidos nas vias de captacdo de ferro) e
0s genes iaml, iam2 e ipdC (cujas proteinas atuam na via de biossintese de &cido
indol-acético) em estirpes de Bacillus thuringiensis.Foram caracterizadas 100 estirpes
de B. thuringiensis da Cole¢éo de Bactérias de Invertebrados da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. As estirpes foram crescidas por 16 horas, em seguida o
DNA foi extraido e 100 pg foram usados para deteccdo dos genes relacionados ao
metabolismo de crescimento vegetal via PCR. Os amplicons foram visualizados em gel
de agarose 1,5%, corados com brometo de etideo, visualizados e fotodocumentados.
Os iniciadores usados para cada reacao foram desenhados com o auxilio do programa
Vector NTI Advance 10 (Invitrogen) a partir de sequéncias obtidas no GenBank. Para a
deteccdo dos genes da via de biossintese de auxinas foram desenhados trés
iniciadores, uma vez que, a producdo deste metabdlito pode se da por duas vias
distintas. Das estirpes analisadas, 35 apresentaram amplicons de tamanhos
esperados para o gene codificador da enzima fosfatase acida, 30 foram positivos para
0s genes da via de sintese de sideréforos, 85 foram positivos para a presenca do gene
ipdC e 95 para o0 genes iaml e iam2, envolvidos nas rotas de biossintese do hormonio
AlA, mostrando serem muito frequentes em estirpes de Bt. A deteccdo destes genes
corrobora com outros trabalhos que ja demonstraram o envolvimento de estirpes de Bt
no processo de promocao de crescimento de vegetais.
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059 - DETECCAO ESPECIFICA DE TRES BEGOMOVIRUS EM FEIJOEIRO E
PLANTAS DANINHAS NO ESTADO DE PERNAMBUCO [Specific detection of
three begomovirus in bean and weed in State of Pernambuco]

Matos, V.O.R.L.:; Alves-Freitas, D.M.T.%; Lamas, N.S.; Ribeiro, S.G.*

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma cultura economicamente importante no
Brasil, no entanto alguns patogenos limitam a producdo, como o begomovirus Bean
golden mosaic virus (BGMV), que infecta esta cultura e pode causar até 100% de
perdas. Begomovirus também estdo associados com uma ampla gama de espécies de
plantas daninhas, que podem atuar como fontes de in6culo para plantas cultivadas
como o feijdo. Esta transmissdo ocorre pela mosca branca (Bemisia tabaci) bi6tipo B.
Estudos preliminares de amostras foliares de feijoeiro e plantas daninhas
(Macroptilium spp., Sida sp., Desmodium glabrum, Blainvillea rhomboidea, Rhyncosia
minima e Euphorbia heterophylla) coletadas em trés localidades de Pernambuco -
Caruaru, Arcoverde e Ibimirim- mostraram infeccdo por begomovirus. Este trabalho
teve por objetivo a deteccdo especifica de trés begomovirus nas mesmas amostras
coletadas em Pernambuco: BGMV, Macroptilium yellow spot virus (MaYSV) e
Macroptilium yellow net virus (MaYNV). O DNA total das plantas foi submetido a
amplificacdo individual via PCR com primers universais para begomovirus. Algumas
amostras positivas foram clonadas e sequenciadas. A partir do alinhamento de
sequéncias obtidas foram desenvolvidos primers especificos para MaYNV e MaYSV.
As amostras foram amplificadas via PCR utilizando os primers desenvolvidos e primer
para BGMV obtido da literatura. O fragmento gerado foi submetido a eletroforese em
gel de agarose corado com brometo de etideo. Foi observado que, nas trés
localidades, todas as plantas de feijoeiro estavam infectadas com MaYSV. Em
Caruaru também foi observada a presenga deste virus em Macroptilium sp. e
Desmodium glabrum, e apenas uma planta feijoeiro apresentou infeccdo mista com
BGMV. Em Arcoverde, o Unico virus detectado foi MaYSV, tanto em feijoeiros quanto
em plantas de Macroptilium ssp.. JA& em Ibimirim, além do virus MaYSV, foram
encontradas duas plantas de feijoeiro infectadas também por MaYNV, sendo este
relatado pela primeira vez em Phaseolus vulgaris. Este mesmo virus foi encontrado
também nas plantas de Rhyncosia minima, o que pode sugerir que estas sejam fonte
de inoculo deste virus. Tais resultados trazem nova perspectiva ao estudo e
desenvolvimento de plantas de feijoeiro resistentes a begomovirus.
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060 - EFEITO DE Bacillus thuringiensis NA COLONIZACAO E ACAO ENDOFITICA
PARA PROMOCAO DE CRESCIMENTO E BIOCONTROLE [Effect of Bacillus
thuringiensis in colonization and action endophytic for growth promotion and
biocontrol]

Santana, F.%; Praca, L.B.%; Mendes, A.C.%; Soares, C.M.S.* Monnerat, R.G.°

Bacillus thuringiensis (Bt) é utilizado na cultura do algodoeiro como produto formulado
para biocontrole de insetos desfolhadores e na doacdo de genes para sintese de
plantas resistentes. A literatura dispbe de pouca informagcdo envolvendo estudo da
eficiéncia de Bt com atuacao endofitica na promocédo de crescimento e no controle de
insetos-praga. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade de
colonizacdo da estirpe S2122 de Bt inoculada em sementes de algoddo da cultivar
BRS 8H e no biocontrole sobre Spodoptera frugiperda. O ensaio foi instalado em casa
de vegetacédo, o delineamento experimental empregado foi 0 inteiramente casualizado
composto por duas concentracbes de Bt (10° e 10®° UFC/mL) mais o tratamento
controle sem inoculacéo e avaliado por um periodo de 30 dias. O indice de velocidade
de emergéncia (IVE), a identificacdo do estadio fenoldgico, caracteristicas de
crescimento e de massa seca aérea e radicular foram os parametros avaliados. A
cada semana, folhas de cada tratamento foram ofertadas para larvas de S. frugiperda
para avaliagdo de mortalidade. Em laboratorio, amostras de raiz, caule e folhas de
plantas com e sem inoculacdo foram preparadas para visualizacdo da colonizag&o por
Bt por microscopia eletrdnica de varredura. Foi possivel inferir a partir dos resultados,
gue ndo houve diferenca estatistica do IVE, de massa seca da parte aérea e radicular
e no comprimento de raiz. Porém, foi observado que as concentracdes de Bt
favoreceram uma maior altura de plantas e foi positivo quanto ao nimero de folhas e
na identificagdo do estadio fenologico. As lagartas que se alimentaram de folhas dos
tratamentos com Bt apresentaram tamanhos menores comparadas aos individuos que
se alimentaram do tratamento controle e exibiram sintomas de intoxicagdo. Foi
possivel detectar caracteristicas morfoldgicas tipicas da estirpe S2122 nas partes da
planta de algod&o inoculada o que comprova a penetracdo e colonizacdo de Bt via
semente.

Apoio: Cenargen e Capes/UnB.
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061 - ENVOLVIMENTO DO GENE TMV RESPONSE RELATED-PROTEIN NA
DEFESA DO TOMATEIRO AO VIRUS Tomato chlorotic mottle virus [Involvement
of TMV response related-protein in the defense of tomato to Tomato chlorotic
mottle virus]

Villeth, G.R.C.%: Lacerda, A.L.M.% Lacorte, C.>. Brasileiro, A.C.M.* Boiteux,
L.S.% Ribeiro, S.G.°

Os begomovirus atualmente representam um dos mais sérios problemas para o cultivo
de tomate em todo o mundo. No Brasil, o melhoramento para resisténcia a
begomoviroses viabilizou o desenvolvimento da linhagem resistente de tomate 'LAM-
157" (que carrega o lécus tcm-1), essa € uma linhagem quase isogénica a cultivar
suscetivel Santa Clara. Para estudar a interacao e a resposta diferencial dos genétipos
de tomate ao virus Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) foi feita uma analise do
transcriptoma utilizando sequenciamento de RNA (RNAseq). Varios genes mostraram
expressao diferencial nas plantas resistentes 'LAM-157' inoculadas com ToCMoV. Um
destes genes, o TMV response-related protein (TMV-RRP), gene supostamente
envolvido na resposta da planta ao virus TMV (Tobacco mosaic virus), mostrou uma
inducdo significativa na sua expresséao (log2 fold change >2.5). Os resultados do
RNAseq foram confirmados por qPCR usando diferentes tempos durante a infecgéo
viral em 'LAM-157', destacando seu possivel envolvimento do TMV-RRP no processo
defesa /resisténcia de tomate a ToCMoV. Para validar essa hipotese in planta, o gene
TMV-RRP de LAM-157 foi clonado e transferido para plantas Nicotiana benthamiana
por transformacao utilizando Agrobacterium. As plantas transgénicas serdo inoculadas
com ToCMoV para verificar a influéncia da super-expressao do TMV-PRR no fenétipo
da doenga de acumulagéo viral.

Apoio: Embrapa, CNPq, INCTIPP e FAP-DF.
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062 - EXPRESSAO DO GENE DE UMA ESFINGOMIELINASE DE Trichoderma
harzianum EM Nicotiana tabacum L. E SEU EFEITO SOBRE FITOPATOGENOS
[Expression of a sphingomyelinase gene from Trichoderma harzianum in
Nicotiana tabacum L. and its effect on plant pathogens]

Berbert, P.S.%; Vieira, P.M.% Cabral, G.B.%; Ulhoa, C.J.*; Aragdo, F.J.L.2

As doencas causadas por fungos fitopatogénicos estdo entre as principais causas de
perdas na producdo agricola do pais, sendo o controle biolégico importante no
controle dessas doencas. Dentre 0s microrganismos mais utilizados para o controle
biolégico estdo os fungos do género Trichoderma. A identificacdo de genes de
Trichoderma, sua introdugéo e expressdo em plantas é uma ferramenta biotecnolégica
para o controle de doencas vegetais. Neste contexto, 0 gene que codifica para a
enzima esfingomielinase foi 0 mais expresso no antagonismo contra o fitopatégeno
Fusarium. O objetivo deste trabalho foi obter plantas de Nicotiana tabacum que
superexpressem o gene de uma esfingomielinase de Trichoderma sp. e além disso,
avaliar essas plantas quanto a resisténcia a fitopatogenos. Apds a construcdo e
clonagem do cassete de expressdo do gene da esfingomielinase no vetor
pCambia3300 sob controle do promotor constitutivo CaMV35S, plantas de tabaco
foram transformadas via Agrobacterium tumefaciens e confirmadas por PCR. Foram
geradas 36 plantas de Nicotiana tabacum no total. Para screening das melhores
linhagens, sementes de 10 linhagens T, foram plantadas por bloco em casa de
vegetagcdo. Dentro de cada linhagem foram selecionadas cinco plantas através da
aplicacdo do herbicida glifosinato na diluicdo de 2 mg/mL; as plantas que n&o
apresentaram lesdo foram testadas para a confirmacdo da expressdo do gene da
esfingomielinase por PCR e para os bioensaios. As repeticdes do teste com o fungo
Sclerotinia scletotiorum demonstraram que as linhagens transgénicas ndo diferiram
significativamente com relacdo ao controle, com destaque para as linhagens 6, 10 e 12
gue apresentaram lesbes menores do que o controle. Os ensaios com a bactéria
Pseudomonas syringae pv. tabaci, seguiram o protocolo estabelecido, depois de
crescida a cultura foi centrifugada e ressuspendida em agua destilada utilizando a
escala de Mc Farland na diluicdo de 107, e para avaliacdo foi utilizado o leitor de
clorofila (Opti-science CCM-200) e o programa Image J para leitura da area do dano.
Os resultados com clorofildbmetro demonstram que as plantas controle possuem duas
vezes mais perda de clorofila nas areas infiltradas que as plantas transgénicas, e as
leituras da area infiltrada demonstram claramente que houve uma grande diferenca
entre 0s eventos geneticamente modificados e os controles. Os resultados indicam
que o gene da esfingomielinase esta conferindo resisténcia as plantas transformadas,
gue foram menos susceptivel a Pseudomonas e Sclerotinia.

Apoio: Cenargen e CNPg/UnB.
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063 - IDENTIFICACAO DE PROTEINAS DE DEFESA EXPRESSAS DURANTE A
INTERACAO Gossipium hirsutum-Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum
[Identification of defense proteins expressed during Gossipium hirsutum-
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum interaction]

Santos, I.R.:: Rios, T.B.% Oliveira Neto, 0.B.%: Silva, L.P.*: Mehta, A.°

O algodoeiro (Gossipium hirsutum) possui grande importancia econdémica, entretanto,
esta cultura é bastante afetada pela mancha angular, causada por Xathomonas
axonopodis pv. malvacearum (Xam). Este patdogeno € transmitido por sementes
infectadas e até o momento ndo existem métodos apropriados para erradicar a
bactéria da semente. O objetivo deste estudo foi identificar as proteinas relacionadas
ao mecanismo de defesa/resisténcia durante a interacdo Gossipium hirsutum-
Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum. Foram utilizadas plantas dos genétipos
resistente (S295) e suscetivel (Acala 44) inoculadas com Xam e plantas controle
inoculadas com solucdo salina. Essas plantas foram coletadas 24 e 120 h apés a
inoculacéo e utilizadas para extracao de proteinas utilizando fenol. Aproximadamente
600 ug de proteinas foram analisadas por 2-DE. A andlise das interacdes resistente e
suscetivel (inoculado X controle) revelou varias proteinas diferencialmente expressas.
Um total de 83 proteinas foi identificado, incluindo proteinas aumentadas, diminuidas e
exclusivas de cada interacdo. Diferentes processos biolégicos foram afetados em
consequéncia a infeccao por Xam. Durante a interacdo resistente, foram observadas
proteinas envolvidas na fotossintese, estresse oxidativo e resposta de defesa, como a
peroxiredoxina Q. Algumas proteinas identificadas potencialmente envolvidas na
resisténcia a Xam serdo selecionadas para validagdo funcional em plantas-modelo.
Estes estudos poderdo auxiliar os programas de melhoramento na busca por
estratégias mais eficazes de controle da mancha angular.

Apoio: Embrapa e CNPg.
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064 - IDENTIFICACAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NA INTERACAO
Xanthomonas campestris pv. campestris — Brassica oleracea por 2D-
nanoUPLC/MSE [Identification of proteins involved in the Xanthomonas
campestris pv. campestris-Brassica oleracea interaction by 2D-nanoUPLC/MSF]

Santos, C.!; Ribeiro, D.R.>; Carmo, L.S.T.% Labuto, L.B.D.* Oliveira Neto, O.B.%
Murad, A.M.%: Rech, E.L.”; Franco, O.L.%; Mehta, A.°

Brassica oleracea L. € uma espécie de planta com ampla distribuicdo mundial de
grande interesse alimenticio e ornamental. Essas plantas tem sido alvo de uma
variedade de fitopatdgenos incluindo Xanthomonas, um género composto por diversas
bactérias fitopatogénicas. X. campestris pv. campestris (Xcc) é o agente etioldgico da
podriddo negra que infecta muitas espécies de Brassica e causa perdas significativas
em diversas culturas economicamente importantes. Uma vez depositada na epiderme
da planta, X. campestris pv. campestris € capaz de penetrar os tecidos e causar a
doenca. O objetivo deste trabalho foi estudar a interacdo X. campestris pv. campestris-
Brassica oleracea usando um sistema in vivo para identificacdo de proteinas
envolvidas no processo de patogenicidade. Inicialmente, um estudo de dindmica de
populagéo foi realizado para determinar 0 momento apropriado para recuperacdo da
bactéria da planta. Plantas do gendétipo suscetivel com dois meses de idade foram
inoculadas com Xcc (Asoonm = 0.6) usando uma seringa. Apds 48 horas a bactéria foi
recuperada. Como condi¢do controle foi utilizada a bactéria cultivada em meio de
cultura NYG. As proteinas totais foram extraidas usando fenol e precipitadas com
acetato de ambnio em metanol. As proteinas foram analisadas usando a técnica 2D-
nanoUPLC/MSF e a plataforma de identificacdo e quantificacdo de proteinas
ProteinLynx Global Server (PLGs). Os dados obtidos foram comparados com
sequéncias depositadas no banco de dados UniProt e foram identificadas mais de
1900 proteinas, sendo algumas exclusivas dos diferentes tratamentos. Varias
proteinas aumentadas e diminuidas foram também identificadas durante a interagdo
suscetivel quando comparada ao controle. Os resultados obtidos indicam que durante
a interacdo patégeno-planta, Xcc aumenta a expressdo de varias proteinas
importantes para infec¢@o bacteriana como Clp, XanB, TonB e proteinas relacionadas
a sintese de aminoacidos. Por outro lado Xcc poupa energia diminuindo a expressao
de proteinas ribossomais e consequentemente a sintese proteica.
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065 - IDENTIFICACAO DE VIRUS PATOGENICOS A LARVAS DE Chrysodeixis
includens E Helicoverpa armigera [Identification of virus isolates pathogenic to
Chrysodeixis includens and Helicoverpa armigera larvae]

Craveiro, S.R.}; Moreira Filho, D.A.M.%;, Ribeiro, Z.M.A.>; Gomes, A.C.M.M.* Ferreira,
B.C.% Lima, A.A.%; Soares, C.M.S.% Castro, M.E.B.’

Chrysodeixis (=Pseudoplusia) includens (Lepidoptera: Noctuidae), uma praga
emergente conhecida como lagarta falsa medideira, e Helicoverpa armigera, uma
praga de ocorréncia recente no Brasil, vém causando sérios problemas as plantacdes
de soja e algoddo, ocorrendo também em outras culturas. Com o objetivo de
prospectar virus com alta atividade inseticida para controle dessas espécies de
insetos-praga, estudos morfolégicos e moleculares estdo sendo conduzidos para sua
utilizacdo na pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico de produtos. Macerados de
lagartas infectadas por virus foram utilizados para obtencédo de virus purificados na
forma de suspensao de poliedros. Essas particulas OBs (occlusion bodies) purificadas
foram contadas em hemacitdmetro e analisadas por microscopia Optica e eletrbnica.
Os DNAs dos isolados virais foram purificados (extracdes com fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico), e usados como molde para reacdes de amplificagcdo (PCR — reacdo em
cadeia da polimerase) a partir de oligonucleotideos degenerados especificos a genes
altamente conservados entre os baculovirus: lef-8 (late expression factor), lef-9, pif-2
(per os infectivity factor) e polh (polyhedrin). Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1%, sequenciados (ABI Prism 3730) e também
analisados utilizando-se ferramentas de bioinformatica. Os resultados obtidos das
andlises realizadas permitiram evidenciar caracteristicas morfolégicas tipicas de
baculovirus do género Alphabaculovirus, NPV (nucleopolyhedrovirus) especificos de
lepidépteros e comprovar sequéncias nucleotidicas parciais correspondentes aos
guatro genes analisados que, usados nas analises filogenéticas, demonstraram tratar-
se de espécies distintas dos baculovirus até entdo descritos na literatura. A
identificacdo desses virus séo atividades importantes na busca de novos agentes de
controle biolégico que poderdo ser utilizados como principio ativo na formulagéo de
bioinseticidas.

Apoio: Cenargen, Capes, IMAmMt e UnB.
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066 - INTERCEPCAO DE "Candidatus Phytoplasma solani” NO BRASIL EM
MATERIAL PROPAGATIVO DE MACA DA FRANCA [Interception of "Candidatus
Phytoplasma solani" in apple propagative material from France]

Barbosa, A.V.}; Botelho, S.R.A.%; Eckstein, B.%; Oliveira, M.L.C.A.*; Sanches, M.M.3;
Fernandes, F.R.®

A expansdo do cultivo de magéds é relativamente recente no Brasil, portanto é
necessario que haja controle do germoplasma importado para evitar a introducdo de
pragas exoticas. Foram recebidos 11 acessos de maca (Malus spp.) da Franca pelo
Laboratério de Quarentena Vegetal da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Cenargen). Apdés a enxertia em porta-enxerto sadio em casa-de-vegetacdo, as
plantas apresentaram sintomas tipicos de infeccdo por fitoplasmas como nanismo,
folhas reduzidas e distorgdo foliar. Para comprovar a etiologia da doenca foram
realizados testes de PCR com oligonucleotideos universais para fitoplasmas (P1/P7;
R16F2n/R16R2) que amplificam a regido correspondente ao 16S rRNA destes
procariotos, a partir do DNA extraido de folhas sintomaticas. Houve amplificagdo do
fragmento de tamanho esperado (~1200 pb) para dois acessos e a analise do
sequenciamento (Macrogen, Korea) revelou uma identidade de 98-99% com a espécie
“Candidatus Phytoplasma solani” (grupo 16SrXIl). Esta espécie causa grandes
prejuizos em videira e outras fruteiras na Europa e ainda ndo foi relatada no Brasil.
Insetos das familias Cixiidae e Cicadellidae s&do vetores de estirpes de “Candidatus
Phytoplasma solani” e no Brasil existe uma grande diversidade dessas duas familias
potencialmente transmissoras deste fitoplasma. Devido a ineficiéncia do uso de
antibiéticos e tratamentos adicionais para o controle da doenga, todos os acessos
recebidos foram incinerados de acordo com a Legislacdo Federal de Protecdo das
Plantas (Decreto N° 24.114, de 12 de abril de 1934).
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067 - INTERCEPTACAO DO Wheat mosaic virus (WMoV) NO BRASIL
[Interception of Wheat mosaic virus (WMoV) in Brazil]

Duarte, M.F.:: Botelho, S.R.A.%; Barbosa, A.V.%: Fernandes, F.R.%; Sanches, M.M.*

O Wheat mosaic virus (WMoV), anteriormente conhecido como High plains virus (HPV)
ou Maize red stripe virus (MRSV/MRStV) é considerado de importancia econdmica
pois causa severos danos a diversos cereais, tais como milho, trigo, cevada e aveia.
Ele pode ocorrer, muitas vezes, em conjunto com o Wheat streak mosaic virus
(WSMV), ambos sao transmitidos pelo acaro-do-enrolamento-do-trigo (wheat curl mite,
WCM, Aceria tosichella). Os sintomas causados pela infeccdo pelo WMoV podem
variar consideravelmente, incluindo mosaico, clorose e até necrose. Até o momento,
apenas o WSMYV foi detectado no Brasil, ndo havendo relato da presenca de WMoV.
Sementes de milho, trigo, Eragrotis sp., Panicum coloratum, triticale, cevada e Chloris
gayana foram recepcionadas na Estacdo Quarentenaria da Embrapa e submetidas
aos testes fitossanitarios. Apds a germinacao e desenvolvimento das plantas, foram
coletadas amostras e submetidas a analise sorolégica para a deteccdo de WMoV na
unidade de Virologia, por meio da técnica Elisa direto com o uso de antissoro
especifico para WMoV (Agdia, Elkhart, IN). As amostras foram positivas e,
posteriormente, foi realizada a detec¢gdo molecular do virus. Para tal, procedeu-se a
extracdo de RNA (Qiagen Plant RNeasy Kkit), sintese de cDNA e deteccdo especifica
de WMoV por meio de PCR quantitativo (QPCR) com SYBR Green e uso dos
oligonucleotideos HPVFW414 (5 GAG TGC TGG TTT TTC TAA GGA GCA CA 3) e
HPVREV565 (5° CTG ACC ATA GGT GCC ACA AGG TCT GA 3) em plataforma
Rotor-Gene Q (Qiagen). Houve a amplificacdo do fragmento esperado (~200 pb) para
todas as amostras analisadas e as reacdes foram purificadas para submisséo a
analise de sequenciamento (Macrogen, Korea). As sequéncias nucleotidicas foram
analisadas no algoritmo BlastN (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Blast) e confirmada a
identidade (superior a 97%) com diferentes isolados de WMoV (KC337341, KC337342
e KJ939626) disponiveis no GenBank.

Apoio: Embrapa.

! Biologia, graduacao, Faculdade Anhanguera de Brasilia-FAB

2 Biologia, graduagéo, Universidade Catdlica de Brasilia-UCB

® Fitopatologia, Ph.D., Embrapa Quarentena Vegetal

* Fitopatologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast

068 - MEDICAO DO TAMANHO DE POLIEDROS DE VARIANTES MP DO
BACULOVIRUS AgMNPV POR MICROSCOPIA DE VARREDURA [Measurement of
the polyhedra size of AQMNPV baculovirus MP variants by Scanning Electron
Microscopy]

Alcantara, L.T.A.Y; Sihler, W.%; Falcdo, R.%; Faria, M.R.*: Souza, M.L.°

Os Baculovirus sdo virus que infectam invertebrados, sendo a maioria destes da
ordem Lepidoptera (classe Insecta). Seu uso como um agente alternativo aos
inseticidas quimicos se da por suas propriedades que conferem total seguranca ao ser
humano e especificidade a praga. A producédo comercial de baculovirus tem sido feita
pela sua multiplicagéo no inseto hospedeiro (in vivo). A producdo em cultivos celulares
apresenta algumas limitacbes como a formacdo de mutantes durante a passagem
serial do virus nas células. Uma estratégia para otimizar a producdo in vitro é a
selecdo de variantes geneticamente estaveis de baculovirus denominados Many
Polyhedra (MP). Esses variantes persistem na populacdo viral durante passagens
sucessivas em cultura de células, mantendo o fenétipo selvagem (muitos poliedros no
nucleo celular) durante o acumulo de mutantes com fenétipo Few Polyhedra (FP). O
objetivo deste trabalho foi determinar o tamanho das particulas virais de seis variantes
Many Polyhedra (MP) do virus Anticarsia gemmatalis MNPV. Os isolados foram
obtidos pela técnica de plaque assay apdés passagem consecutiva do virus AQMNPV
2D em células BTI-Tn5-B1-4 (High Five). A medi¢cdo do tamanho dos poliedros foi
realizada em microscoépio eletrbnico de varredura DSM 962/Zeiss, apés a lise das
células infectadas em sonicador ultrassbnico. Ferramentas estatisticas foram
empregadas para comparagdo do tamanho médio dos corpos de oclusdo dos
variantes MP e do in6culo original AQMNPV-2D. Foi verificado que o isolado MP5
possui os maiores poliedros (2,18 um) enquanto o MP1 apresenta as menores
particulas virais (1,72um). O virus AQMNPV-2D, utilizado com referéncia, apresentou
valor de 2,09um. Analises estatisticas revelaram ndo haver diferencga significativa entre
os variantes MP2, MP3, MP5, MP6 e AgMNPV-2D, embora os variantes MP1 e MP4
possuam médias estatisticamente diferentes do in6culo original. Com base nesses
resultados, ndo foi possivel identificar a alteragdo de tamanho dos poliedros do virus
do AgMNPV como caracteristica estrutural de seus variantes Many Polyhedra.
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069 - METAGENOMICA VIRAL EM FEIJOEIROS E PLANTAS DANINHAS DO
ESTADO DE PERNAMBUCO, BRASIL

Mota, A.P.Z.Y; Lamas, N.S.% Silva-Junior, O.B.%; Costa, M.M.C.*; Togawa, R.C.%
Costa, A.F.% Melo, F.L.”; Grynberg, P.’; Ribeiro, S.G.®

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) € uma importante cultura para o agronegécio
brasileiro. Doencas virais sdo uma das principais causas para as perdas ha
agricultura. Begomovirus (familia Geminiviridae) sédo importantes virus que afetam as
plantacbes de feijdo no Brasil. Analises metagenémicas de viral € uma poderosa
ferramenta para identificar e classificar a diversidade de virus em uma populacao.
Neste trabalho, feijdes cultivados, apresentando sintomas de infecgao viral e plantas
daninhas igualmente infectadas, de trés diferentes regides do estado de Pernambuco
(Arcoverde, Caruaru e Ibimirim) foram analisadas para a presenca e diversidade de
begomovirus. O DNA total das amostras foi extraido e enriquecido para elementos
circulares, utilizando-se a técnica de RCA (amplificacdo por ciclo rolante), estas
amostras foram sequenciadas pelo método de sequenciamento Roche 454 GS FLX de
NSG. Ap6s os passos de checagem de qualidade e filtragem um total de
136.873/86.386 (dado bruto/limpo) reads foi obtido. Razbes similares foram obtidas
para cada uma das amostras individuais. Os programas MEGAN e Metavir2 foram
utilizadospara as andlises metagenémicas. Um total de 8 espécies de virus foram
identificadas nas 6 amostras analisadas. As andlises revelaram que o virus
Macroptilium yellow spot virus (MYSV) foi o virus mais comum, e foi encontrado em 5
das 6 bibliotecas. E Bean golden mosaic virus, um virus que anteriormente era o mais
comumente encontrado em amostras de feijdo, foi encontrado em apenas uma das
amostras.
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070 - NANOPARTICULAS SINTETIZADAS COM EXTRATO DE COGUMELO
Pleurotus ostreatus E SUA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA CONTRA Escherichia
coli [Nanoparticles synthesized with mushroom extract of the species Pleurotus
ostreatus and their possible antimicrobial activity against Escherichia coli]

Silva, A.B.%; Silva, L.P.2

A atividade antimicrobiana e antifingica dos cogumelos tem sido reportada em
diferentes estudos. Contudo ndo ha relatos descritos na literatura envolvendo a
utiizacdo de nanobiotecnologia que apurem as possiveis propriedades
antimicrobianas da espécie Pleurotus ostreatus. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi investigar o potencial antimicrobiano de nanoparticulas sintetizadas a partir
do extrato de Pleurotus ostreatus. Foram sintetizadas nanoparticulas com extratos de
cogumelos do tipo orgénico e ndo organico por meio de geleificacdo ionotrépica e
nanoprecipitacdo. Estas foram caracterizadas quanto a carga de superficie, diametro
hidrodindmico, indice de polidispersividade e morfologia. Realizou-se ensaio in vitro
utilizando a bactéria Gram-negativa Escherichia coli para verificar a viabilidade celular
por MTT, além de monitorar o possivel efeito protetor das propriedades organolépticas
dos cogumelos mediante aplicacdo das nanoparticulas nos mesmos. As particulas
formadas por geleificacdo ionotropica e por nanoprecipitagdo apresentaram diferentes
populacdes com classes de tamanhos variados, de poucos nanémetros a cerca de 1
micrébmetro. Apenas as particulas obtidas por nanoprecipitacdo apresentavam
morfologia definida conforme avaliada por meio de microscopia de forca atbmica.
Todas as nanoparticulas apresentavam carga de superficie abaixo de -40 mV
indicando estabilidade das nanoformulacdes e indices de polidispersividade altos
indicando heterogeneidade das amostras. As nanoparticulas obtidas por geleificacao
ionotrépica ndo alteraram a viabilidade celular das E. coli, enquanto que as obtidas por
nanoprecipitagdo reduziram a menos de 50% a viabilidade das células pelo ensaio de
MTT. Nenhuma das nanoparticulas obtidas demonstrou qualquer efeito protetor sobre
0 processo de degradacdo dos cogumelos. Conclui-se que apenas as hanoparticulas
obtidas por nanoprecipitagéo a partir do extrato orgénico e ndo organico apresentaram
atividade antibacteriana contra E. coli e estudos futuros serdo necessarios para avaliar
as possiveis aplicacdes desses nanossistemas.
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071 - OCORRENCIA NATURAL DE Beauveria bassiana (BALS. VUILL
PARASITANDO LAGARTA DE Hypsipyla grandella ZELLER (LEPIDOPTERA:
PYRALIDAE) EM BRASILIA, DISTRITO FEDERAL [Natural occurrence of
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill paraziting caterpillar of Hypsipyla grandella
Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) in Brasilia, Distrito Federal]

Castro, M.T.%: Silva, S.D.%; Montalvéo, S.C.L.%; Monnerat, R.G.*

O ataque de Hypsipyla grandella Zeller em arvores de mogno utilizadas na arborizacéo
urbana em Brasilia foi relatado em 2013 e seus danos em frutos foram quantificados.
Grande parte dos frutos atacados apresentou orificios caracteristicos da presenca da
lagarta em seu interior, utilizados para a liberacao de excrementos e posterior saida do
adulto. Durante a andlise dos frutos atacados, uma lagarta com sintoma de infec¢éo
fungica foi encontrada. Esse trabalho teve como objetivo isolar e identificar o fungo
causador da doenca em H. grandella. A lagarta sintomatica foi colocada em camara
Uumida para maior formacdo de esporos e entdo, com o auxilio de um microscépio
estereoscopio e uma agulha, parte do fungo foi transferido para meio BDA. Coldnias
puras foram obtidas a partir de diluicbes seriadas e repicagens sucessivas do fungo e
entdo analisado em microscOpio Optico e suas estruturas foram observadas e
medidas. Como resultado, o fungo encontrado foi identificado como Beauveria
bassiana, um entomopatégeno muito utilizado em programas de controle bioldgico. As
colénias puras eram de cor branca e, ao microscépio éptico, apresentavam conidios
unicelulares, células conidiogénicas holoblasticas com denticulos conspicuos,
caracterizando a espécie. Este é o primeiro relato de um fungo entomopatogénico
encontrado em H. grandella no Distrito Federal. O isolado foi incorporado na Colecéo
de Fungos Entomopatogénicos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e
ficara disponivel para futuros bioensaios.
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072 - OTIMIZACAO E VALIDACAO DE METODO VOLTAMETRICO PARA A
AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE E DETERMINACAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS EM COGUMELOS [Optimization and validation of
voltammetric method for the evaluation of antioxidant capacity and
determination of phenolic compounds in mushrooms]

Cavalcante, R.S.'; Magarelli, G.% Castro, C.S.P.% Urben, A.F.}

Dentre os variados tipos de compostos bioativos presentes em cogumelos, os &cidos
fendlicos e os flavondides representam uma vasta classe de compostos fendlicos
cujas propriedades benéficas ao ser humano explicam-se fortemente por suas
caracteristicas antioxidantes. O objetivo do trabalho foi otimizar e validar métodos
baseados na voltametria de pulso diferencial e eletrodo de carbono vitreo para a
avaliacdo da capacidade antioxidante e determinacdo de &cidos fendlicos e
flavonoides em cogumelos. As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando-se
um potenciostato / galvanostato (Metrohm), acoplado a uma célula eletroquimica
composta do eletrodo de trabalho (carbono vitreo), do eletrodo de referéncia (Ag/AgCl)
e do eletrodo auxiliar (platina). Para a otimizacdo dos métodos, foram testados
parametros eletroquimicos diferentes para 16 padrdes de acidos fendlicos e 11
padrées de flavondides (Sigma Aldrich), os quais foram: eletrélito suporte (tampéao
fosfato e tampao Britton Robinson); pH (3 a 7); potencial inicial (0,0-0,2 V); potencial
final (0,8-1,4 V); amplitude de pulso (10-100 mV); velocidade de varredura (5,0-100
mVs™). A validacdo do método foi realizada por meio da determinacéo de sete figuras
de mérito para cada composto, tais como linearidade, faixa linear, limite de deteccéo
(LD), limite de quantificagdo (LQ), repetitividade, preciséo intermediaria e seletividade.
Para a analise dos acidos fendlicos, as melhores condi¢des foram: tampao fosfato, pH
3,0 ou 4,0, amplitude de pulso de 50mV e velocidade de varredura de 5,0-50 mVs™.
Para os flavonoides, as melhores condi¢cdes de analise foram: tampéo fosfato pH 4,0
ou 5,0, amplitude de pulso de 50 mV e velocidade de varredura de 10-50 mVs™. Em
relagdo a validacdo do método, os resultados foram: faixa linear entre 5,0 x 10'M a
7,0 x 10° M, linearidade com coeficientes de correlagdo >0,99; LD entre 2,2 x 10'Me
1,2 x 10°M; LQ ente 5,0 x 107 M e 1,5 x 10®° M; repetitividade (precisdo intra-dia) com
desvio padrao relativo (DPR) abaixo de 17%; precisdo intermediaria (precisédo inter-
dia) com DPR abaixo de 38%. Em relagdo a seletividade, os &cidos fendlicos
apresentaram picos de oxidacdo mais sensiveis em potenciais de 0,2-0,9 V, ja os
flavondides em potenciais de 0,2-0,5 V. Os resultados mostraram que o método
voltamétrico otimizado e validado apresenta resposta linear, baixos limites de
detecgdo, quantificagdo, precisdo e seletividade satisfatorias, sendo excelente
alternativa para a avaliacdo da capacidade antioxidante e determinacédo de compostos
fendlicos em cogumelos.
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073 - PATOGENICIDADE DE UM ISOLADO DE Fusarium EM SEMENTES E
MUDAS DE MOGNO (Swietenia macrophylla KING) [Pathogenicity of a Fusarium
strain in seeds and seedlings of mahogany (Swietenia macrophylla King)]

Castro, M.T.%; Borges, R.C.F.%; Montalvdo, S.C.L.%; Monnerat, R.G.?

O fungo Fusarium spp. € amplamente distribuido ao redor do mundo, encontrado em
todos os tipos de solo ou associados a inUmeras espécies vegetais, podendo sobreviver
por longos periodos de forma saprofitica sobre a matéria organica do solo. Podem,
também, causar inimeras doencas em diferentes espécies vegetais, sobretudo em
culturas de importancia econbmica, causando grandes prejuizos. Os trabalhos
relacionados a ocorréncia de fungos em sementes de espécies florestais sdo, em sua
maioria, baseados em testes de deteccdo em sementes, sem a preocupacao de verificar
a patogenicidade em mudas. O género Fusarium foi encontrado associado a sementes
de mogno e pode ser transmitido para as plantas, causando problemas radiculares e
tombamento de plantulas em mudas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
patogenicidade de Fusarium em sementes e mudas de mogno (Swietenia macrophylla
King). Quarenta sementes de mogno foram utilizadas para verificar a patogenicidade de
Fusarium, divididas em dois lotes com 20 sementes cada. Um lote foi utilizado para a
inoculagdo do fungo por contato direto com o micélio o outro para a testemunha. A
avaliacdo foi feita 30 dias ap0s a semeadura e entdo o fungo foi reisolado das plantas
com sintomas, completando o Postulado de Koch. Como resultado, das 40 sementes
plantadas, apenas 25 germinaram, as outras 15 apresentaram sintomas e sinais, 0 que
indica que o fungo isolado é potencialmente patogénico. Sabe-se que isolados
patogénicos de Fusarium mostram um alto nivel de especificidade ao seu hospedeiro,
mas a relacdo destes isolados com isolados néo patogénicos ainda ndo foi avaliada.
Estudos moleculares e morfolégicos estdo sendo realizados para definir com preciséo a
espécie do isolado patogénico ao mogno.
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074 - PRIMEIRO RELATO DE Phomopsis sp. EM FOLHAS DE MOGNO NO
BRASIL [First report of Phomopsis sp. on mahogany in Brazil]

Castro, M.T.%; Borges, R.C.F.% Montalvdo, S.C.L.% Eckstein, B.%; Monnerat, R.G.*

O mogno (Swietenia macrophylla King) é uma espécie arbérea muita utilizada na
arborizacdo urbana, por ser uma planta rastica e bem adaptada a diversas regides do
Brasil. Ao analisar folhas de mogno em &rvores situadas em Brasilia, Distrito Federal,
foram observados sintomas de doenca fungica. Com o objetivo de relatar, identificar o
fungo causador de manchas em folhas de mogno e testar sua patogenicidade em
mudas, amostras de ramos e folhas de mogno foram coletadas em Brasilia, Distrito
Federal. O material foi analisado preliminarmente com o auxilio de microscopio
estereoscopio e sinais do fungo foram retirados com uma agulha esterilizada,
colocados em laminas de vidro com azul de algodao e visualizado em microscépio
otico. Para o isolamento do patégeno, regiées das folhas contendo sintomas e sinais
foram esterilizadas e colocadas em meio BDA para crescimento e esporulagdo. Uma
cultura pura foi feita a partir da diluicdo da massa conidial em agua destilada e uma
colénia do fungo crescido foi transferida para outra placa com meio BDA para
crescimento e esporulacdo. Quanto a avaliacdo da patogenicidade em mudas, foram
utilizadas 80 mudas de mogno, onde 40 foram inoculadas com o fungo e 40 serviram
como testemunha, sem inoculagdo. Suspensdes de conidios obtidas de cultura pura
do fungo serviram como fonte de inéculo. A suspensédo foi misturada com agua
destilada, depois pulverizada nas folhas de mogno e o material foi mantido em camara
Uamida por 72 horas. A avaliagdo comecou trés dias apos a inoculacdo e perdurou até
30 dias, até o completo desenvolvimento do patégeno e entdo reisolado das folhas
com sintomas, completando o Postulado de Koch. Como resultado, o fungo
encontrado foi identificado como Phomopsis, apresentando conidiomas enegrecidos e
conidios do tipo alfa e beta, caracteristicos do género. Quanto ao teste de
patogenicidade em mudas, 70% reapresentaram 0s sintomas e o0 patégeno foi
reisolado, comprovando que as manchas observadas em folhas de mogno foram
causadas pelo fungo em questdo. Portanto, esse é o primeiro relato de Phomopsis
causando doenca foliar em mogno e, provavelmente, trata-se de uma nova espécie
dentro do género.
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075 - SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DE DOIS POTEXVIRUS QUE INFECTAM
PALMA (Opuntia cochenillifera) [Genome sequencing of two Potexvirus infecting
Princkly pear (Opuntia cochenillifera)]

Sanches, M.M.}; Lamas, N.S.% Alves-Freitas, D.M.T.%;, Reis, M.% Arieta-Sousa, J.*
Romano, E.* Melo, F.L.% Ribeiro, S.G.°

Os virus do género Potexvirus sdo amplamente difundidos em diferentes géneros da
familia Cactaceae. Plantas de palma (Opuntia cochenillifera) coletadas em
Pernambuco foram propagadas e cultivadas em casa de vegetacdo. O RNA de 45
plantas assintomaticas foi extraido e o sequenciamento do transcriptoma foi feito via
shotgun, usando a plataforma Illumina Hi-seq 2000, com o objetivo de estudar genes
relacionados ao estresse hidrico. A montagem de novo dos reads foi realizada com o
programa VELVET e varios contigs foram avaliados como sendo derivados de
potexvirus. Para melhor caracterizar essas sequéncias virais, foi utilizado o software
Geneious para realizar pesquisas BLASTn. Comparacdes das sequéncias de
nucleotideos (nt) e de aminoacidos (aa) foram feitas com outros membros do género
Potexvirus utilizando os programas SDT e CLUSTALW. Foram identificados dois
genomas de potexvirus distintos. Um genoma compreende 6.636bp e foi identificado
como o Schlumbergera virus X (SchVX), com a identidade de 94% para a sequéncia
do genoma completo. As identidades para as sequéncias de nt dos genes da
polimerase e CP sdo 93% e 94%, respectivamente. As sequéncias de aminoacidos
deduzidas para os genes da polimerase e CP tem 97% de identidade com SchvX. O
outro genoma montado (OcPotex) tem 6.664 pb. A sequéncia de nt do genoma
completo tem maior identidade de 73% a 74%, com diferentes estirpes de Cactus virus
X (CVX) e Zygocactus virus X (ZyVX). As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos
de genes da polymerase e CP do isolado OcPotex também compartilham identidades
semelhantes com os da CVX e ZyVX, exigindo estudos adicionais para a atribuicdo
taxonOdmica conclusiva de OcPotex.

Apoio: Cenargen e CNPq.
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076 - ANALISE DA ATIVIDADE DAS REGIOES PROMOTORAS DOS GENES
BbrizRPS15a E BbrizRPL41 DE Brachiaria brizantha EM Arabidopsis thaliana
[Analysis of the activity of the promoter region of genes BbrizRPS15a and
BbrizRPLA41 of Brachiaria brizantha in Arabidopsis thaliana]

Morais, D.P.%: Pereira, J.A.%, Florentino, L.H.%: Lacerda, A.L.M.* Dusi, D.M.A.>
Carneiro, V.T.C.

O desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas é uma importante etapa durante o
processo de selecdo e desenvolvimento de cultivares de interesse agrondmico.
Atualmente, temos poucos vetores para expressdo direcionada em gramineas.
Quando nos referimos a promotores especificos para expressdao em 6rgaos
reprodutivos este nimero é ainda menor. Desta forma, a identificacdo de promotores
especificos é essencial para auxiliar no desenvolvimento de técnicas moleculares em
auxilio ao melhoramento. Em trabalhos anteriores da equipe da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia foram identificados diversos genes com alta expressdo em
ovarios de B. brizantha, dentre eles os genes BbrizRPS15a e BbrizRPL41, os quais
codificam duas proteinas ribossomais com alta expressdo em 0Orgdos reprodutivos
(ovérios e anteras) e raiz quando comparada a expressdo em folhas. As regides
promotoras destes genes foram isoladas e clonadas em um vetor de expressdo para
monocotileddneas, contendo fusdo transcricional com genes repérteres. As regides
promotoras putativas de BbrizRPS15a e BbrizRPL41 foram capazes de dirigir a
expressao transiente do gene repérter GUS em unidades embriogénicas de arroz.
Para melhor caracterizar a atividade destas regides promotoras, elas foram clonadas
no vetor pCambia 1391z, no qual o promotor de interesse dirige a expresséo do gene
reporter GUS. Estas constru¢bes foram utilizadas para transformar plantas de
Arabidopsis thaliana por meio da técnica de Floral Dip. Neste trabalho as progénies F2
e F3 destas plantas foram analisadas. As sementes foram germinadas em meio de
cultura contendo higromicina 50 mg/L. As plantulas resistentes foram crescidas em
substrato em sala de cultura a 22°C e 12 h de fotoperiodo. Flores e folhas foram
coletadas e incubadas em solugcédo de X-Gluc para andlise da expressédo de gus. Os
resultados foram analisados em microscopio estereoscopico e fotodocumentados. As
regides promotoras de BbrizRPS15a e BbrizRPL41 foram capazes de dirigir a
expressao de GUS para folhas, pétalas, estigma e anteras. Estes resultados indicam
que as regidbes promotoras estudadas tém potencial para utilizacgdo em futuras
andlises de expressao de genes de interesse em 6rgdos reprodutivos.

Apoio: Cenargen e CNPq.

! Agroecologia, graduacdo, Instituto Federal de Brasilia-IFB

* Biomedicina, graduacgdo, Universidade Paulista-UNIP

3 Biologia Celular e Molecular, M.Sc., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

4 Biologia Molecular, pés-doutorado, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, bolsista
CNPq

® Biologia Celular e Molecular, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



077 - ANALISE DA SUPEREXPRESSAO DO GENE EXPANSINA LIKE-B DE
Arachis duranensis EM PLANTAS TRANSGENICAS DE Arabidopsis thaliana
SUBMETIDAS A DEFICIT HIDRICO [Analysis of Arachis duranensis Expansin
like-B overexpression on Arabidopsis thaliana transgenic plants under water
déficit]

Silva, A.K.%:; Williams, C.C.V.% Guimardes, L.A.?; Colombo, C.A.2; Araljo, A.C.G.*
Guimaraes, P.M.* Brasileiro, A.C.M.*

Entre os principais estresses ambientais que acarretam reducdo na produtividade
agricola, estima-se que a seca é responsavel pela perda de mais de 500 milhdes de
dolares por ano. Dessa forma, € essencial um entendimento dos mecanismos
moleculares e genéticos que levam a tolerancia a seca. Recentemente, a equipe da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, analisou o perfil global de expressao
génica. Andlise in silico de sequéncias obtidas em duas bibliotecas de cDNA (plantas
estressadas e ndo-estressadas) de plantas de Arachis duranensis submetidas a déficit
hidrico gradual, gerou 1.514 sequéncias diferencialmente expressas. Dentre essas, foi
identificado o gene Expansina like B (755 bp) que pertence a uma complexa
superfamilia de genes envolvidos no relaxamento da parede celular no controle da
perda de agua. Para tanto, o cDNA de AJEXLB foi sintetizado e clonado nho cassete
de expressdo do vetor binario pPZP-201BK EGFP sob o controle do promotor de
Actina de Arabidopsis thaliana e do terminador nos de Agrobacterium tumefaciens
incluindo o gene repodrter da enhanced green fluorescent protein (eGFP) e o de
selecdo que confere resisténcia a higromicina (HygR). O presente trabalho teve como
objetivo principal identificar e clonar o gene que codifica Expansina like-B de A.
duranensis (AdEXLB), estudar os efeitos de sua superexpressdo e avaliar seu
potencial como gene candidato para conferir toleréncia a seca. Um total de 7 eventos
transgénicos TO foram obtidos a partir de dois ensaios de transformacgéo pela selecéo
em higromicina a 25 mg/L e pela observacédo da fluorescéncia da eGFP em plantulas
resistentes, utilizando-se um estereoscopico com luz UV. Para cada evento TO, uma
média de 70 plantas (geragdo T1) transgénicas foram obtidas em uma segregacgéo
média de 50%. Dessas, 40 foram transplantadas para substrato e submetidas a ensaio
de déficit hidrico, tendo como controle plantas transgénicas contendo somente eGFP e
HygR. PCR e RT-PCR foram realizadas na geracdo T1 para confirmacdo da insercéo
e expressao do transgene, As plantas submetidas ao ensaio de déficit hidrico serdo
analisadas quanto a sua resposta fisiol6gica e fenotipica para posterior avaliagdo do
potencial do gene AdEXLB como candidato para conferir tolerncia a seca em plantas
via transgenia.

Apoio: Embrapa, CNPq e Capes.
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078 - ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA DE LINHAGENS DE MELAO
UTILIZANDO MARCADORES MOLECULARES [Genetic variability analysis of
melon lines using molecular markers]

Carvalho, N.'; Canela, F.M.?; Ferreira, M.A.%: Buso, G.S.C.*

O meldo (Cucumis melo L.) é uma espécie pertencente a familia Curcubitaceae. O
meldo do tipo Amarelo é o mais consumido no Brasil, e o tipo pele de sapo tem seu
consumo ascendente no agronegocio nacional. A producdo de meldo no territorio
brasileiro em 2011 foi proxima de 500 mil Toneladas e a regido Nordeste comanda a
producdo. Devido a essa crescente demanda, programas de melhoramento genético
vém sendo desenvolvidos e marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats), vem sendo utilizados na caracterizacdo e organizacdo da variabilidade
genética para identificar linhagens que possibilitem maior ganho genético quando
cruzadas. O objetivo do presente trabalho foi analisar linhagens de meldo do tipo Pele
de Sapo, desenvolvidas no programa de melhoramento genético de meldao da
Embrapa Hortalicas utilizando marcadores ISSR. As 58 linhagens analisadas foram
selecionadas a partir de avaliagbes de caracteres de vigor, resisténcia a pragas e
doencas e qualidade de fruto e poderado ser utilizadas na obtencgéo de hibridos. Foram
avaliados 35 primers ISSR, destes, 16 apresentaram polimorfismos entre as linhagens
e somente 13 foram utilizados para esse estudo, pois produziram fragmentos bem
definidos que facilitaram a analise. A similaridade das linhagens, analisadas com 74
marcadores ISSR polimérficos, variou de 40% a 98%. Na analise de agrupamento,
dois principais grupos foram formados com 40 % de similaridade entre eles. No
primeiro grupo, foram formados 2 subgrupos onde a linhagem 1 foi a mais divergente,
com 55% de similaridade com as linhagens restantes dentro de seu subgrupo. No
segundo grupo também foram formados 2 subgrupos, sendo o primeiro composto
apenas pela linhagem numero 25 e o segundo composto por outras 24 linhagens
restantes, com 57,5% de similaridade entre estas.

Apoio: Capes, CNPg, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e Universidade de
Brasilia.
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079 - ANALISE DE EXERESSAO GENICA QUANTITATIVA E IN SITU DE BbrizGID1
EM PLANTAS APOMITICAS E SEXUAIS [Quantitative and in situ analyses of
BbrizGID1 gene expression in sexual and apomictic plants]

Ferreira, L.G.":; Irsigler, A.S.T.?; Rodrigues, J.C.M.%; Florentino, L.H.®; Gomes,
A.C.M.M.%: Dusi, D.M.A.2% Carneiro, V.T.C.?

Brachiaria brizantha, forrageira da familia Poaceae, possui genétipos de reproducao
sexual e assexual, por apomixia, e € um sistema para o estudo das vias moleculares
envolvidas nos dois modos de reproducdo. Plantas apomiticas e sexuais apresentam
saco embrionario com estrutura diferenciada do tipo Panicum e Polygonum,
respectivamente. Ha evidéncias de que fitohormbnios estejam envolvidos na
estruturacdo de sacos embrionarios em plantas sexuais de outras espécies, mas nao
h& estudos em plantas apomiticas. Resultados obtidos por RNA-seq indicaram genes
envolvidos na via de fitohorménios sendo diferencialmente expressos em ovarios de B.
brizantha sexual e apomitica, entre eles um gene homoélogo a GID1 (Gibberellin
Insensitive Dwarfl) de Arabidopsis. O objetivo deste trabalho foi caracterizar e analisar
a expressdo de GID1-like de B. brizantha, nomeado BbrizGID1. Dois acessos foram
analisados, BRA 002747, dipldide (2n=2x=18) sexual e BRAO00591, tetrapldide
(2n=4x=36) apomitico facultativo. RT-gPCR foi realizado em ovarios nos diferentes
estadios do desenvolvimento de plantas sexuais e apomiticas. Para analise por
Southern blot foi usado DNA dos dois gendtipos e um fragmento de 300 pb de
BbrizGID1. Para observar o padréo de expresséo foi realizado hibridizacdo in situ em
seccoes semi-finas de ovarios e anteras na megasporogénese. Os resultados obtidos
por RT-qPCR validaram os dados do RNA-seq com alta expressdo nos estadios
iniciais do desenvolvimento do saco embriondrio apomitico, quando comparado com a
expressao em sexuais. Resultados obtidos do Southern blot sugerem que BbrizGID1
esta presente em cOpia Unica no genoma nos dois genétipos. A hibridizacdo in situ de
BbrizGID1 resultou em uma forte marcacgéo nas células nucelares, incluindo o meidcito
e a célula-mae do megasporo, de plantas apomiticas. Estes resultados sugerem um
possivel envolvimento do gene BbrizGID1 durante o desenvolvimento reprodutivo de
B. brizantha.

Apoio: Cenargen e Capes/UnB.
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080 - ANALISE FUNCIONAL DA REGIAO PROMOTORA DE HAPLOTIPOS DO
GENE CcDREB1D DE Coffea canephora VIA TRANSFORMACAO DE Nicotiana
tabacum [Functional analysis of the promoter region of haplotypes from
CcDREB1D gene of Coffea canephora via transformation in Nicotiana tabacum]

Aquino, S.0.%; Carneiro, F.A.%; Rego, E.C.S.%; Duarte, K.E.%; Alves, G.S.C.* Marraccini,
P.% Andrade, A.C.°

Os genes DREB desempenham um papel have nas respostas das plantas aos
estresses abioticos. Nas plantas de Coffea canephora Conilon cultivadas em condicdo
de déficit hidrico, resultados mostraram uma maior expressdo do gene CcDREB1D
nas folhas dos clones 14 (tolerante a seca) que nas folhas do clone 22 (sensivel a
seca). ApoOs sequenciamento, polimorfismos nas regibes promotoras deste gene
CcDREB1D nos dois clones, indicaram a participacéo de trés haplétipos (15, 16 e 17)
com as combinagdes 15-16 para o clone 14 e 15-17 para o clone 22. Visando estudar
a participacao desses polimorfismos na resposta a seca desses promotores, varias
construcdes génicas, com diferentes fragmentos das regibes promotoras do gene
CcDREB1D, foram arquitetadas no vetor binario pBI101 e testadas via transformacéo
genética de Nicotiana tabacum, a fim de avaliar a capacidade dos fragmentos
controlarem a expressdo do gene reporter B-glucuronidase (uidA). Testes
histoquimicos indicaram uma forte atividade GUS correspondente ao controle positivo
(pBI121) enquanto, nenhuma atividade GUS foi detectada para o controle negativo
(pB1101). Tanto nas folhas, como nas raizes, uma expressao basal do gene uidA foi
verificada nas plantas TO e T1 sem estresse, sobretudo para as construgdes contendo
as versdes mais longas (D) do pDREB1D. Para analisar as respostas desses
promotores aos estresses abibticos, as plantas transformadas foram submetidas a
ensaios de desidratacdo, de temperatura elevada e de frio,e a expresséo do gene uidA
foi analisada por testes histoquimicos GUS e PCR quantitativa em tempo real (QPCR).
Experimentos de gPCR confirmaram uma leve indugdo do gene uidAnas folhas das
plantas TO transformadas com pD22-hpl7D::uidA nas condicbes de estresse de
desidratacdo e térmico. Para a mesma construcéo, uma indugéo da atividade GUS foi
também observada com o estresse de frio. No entanto, os niveis de expressao deste
gene foram muito inferiores quando comparado a expressdo do controle positivo
(pB1121). Esses resultados mostram que os pDREB1D de C. Canephora funcionam
como promotores fracos em tabaco, onde o fragmento pD22-hpl17D € induzido por
estresses abiodticos. Além disso, os mecanismos moleculares implicados na regulacéo
da expressdo génica em resposta aos estresses aplicados sdo conservados entre
cafeeiro e tabaco, e o funcionamento dos promotores pDREB1D dos clones 14 e 22 de
cafeeiro é diferencial em tabaco, sugerindo que os polimorfismos identificados nesses
promotores participam da regulagéo destas sequéncias.

Apoio: Consoércio Pesquisa Café, CIRAD e Capes Cofecub.

! Biotecnologia, mestrado, Universidade Federal de Lavras-UFLA

% Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia, mestrado, Universidade Catolica de Brasilia-UCB
3 Biologia, graduacao, Universidade Paulista-UNIP

4 Biotecnologia, doutorado, Universidade Federal de Lavras-UFLA

® Biologia Celular e Molecular de Plantas, Ph.D., CIRAD UMR AGAP, Montpellier

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



081 - ANALISE FUNCIONAL DO GENE ORFAO CcUNK8 DE Coffea canephora
VIA TRANSFORMACAO GENETICA DE Setaria viridis [Functional analysis of the
orphan gene CcUNKS8 of Coffea canephora via genetic transformation in Setaria
viridis]

Duarte, K.E.:; Vieira, N.G.%, Régo, E.C.S.%; Martins, P.K.*; Ribeiro, A.P.%; Cunha,
B.A.B.D.>; Molinari, H.B.C.°; Kobayashi, A.K.%; Sousa, C.A.F.”; Marraccini, P.2
Andrade, A.C.°

As plantas respondem e se adaptam as condi¢cdes de estresses com uma série de
alterac6es morfoldgicas, fisiolégicas e moleculares. Ao nivel molecular, a expressao
diferencial de genes para tolerar as condi¢cdes adversas € um bom indicativo da
resposta da planta ao meio ambiente. Encontrar a funcdo destes genes pode facilitar
oentendimento da relagdo planta-ambiente e planta-patdégeno. No intuito de entender
0S processos que levam algumas plantas a terem uma maior tolerancia a seca,
ocorreram avancgos na descoberta e descricdo de genes envolvidos neste processo.
Algumas destas sequencias ndo possuem nenhuma similaridade com sequencias
depositadas nos bancos de dados publicos, e sdo denominadas “no hits” ou genes
orfédos. O aparecimento destes genes pode estar relacionado a respostas adaptativas
especificas para cada espécie de condi¢cdes adversas durante o processo evolutivo. O
gene CcUNK8(UNKnown) foi previamente identificado em plantas de Coffea
canephora Conilon como potencialmente envolvido no processo de tolerancia a seca.
Dados de gPCR mostraram que esse gene apresentou maior expressao em folhas
estressadas de clones tolerantes a seca que nas folhas do clone 22 sensivel a seca.
Para estudar a funcéo biol6gica deste gene, ele foi clonado no T-DNA de um vetor de
transformacao e sobre o controle do promotor consitututivo pUBI de milho. Essa
construcao foi usada para realizar a transformagéo genética de Setaria viridis via 0 uso
de Agrobacterium tumefaciens. Apoés verificar a presenca do T-DNA nas plantas
transformadas T,, a expressdo deste gene foi quantificada por meio de gPCR nas
folhas das plantas T,. Alem de confirmar a expressao do gene CcUNKS8 nas folhas das
plantas transformadas, alguns eventos apresentaram também um acumulo de
biomassa maior de parte aérea e radicular que nas plantas nao transformadas. Foram
observadas ainda diferengcas no acumulo de biomassa entre 0 mesmo evento quando
submetido ao tratamento irrigado e nao-irrigado.
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082 - AVALIACAO DA PRODUCAO DE RESVERATROL EM ESPECIES DO
GENERO Arachis [Resveratrol production evaluation within Arachis species]

Carvalho, P.A.S.V.:; Agostini-Costa, T.S.?, Gimenes, M.G.?

O género Arachis é dividido em nove secdes, dentre elas a se¢cao Arachis que possui
o amendoim cultivado. As espécies silvestres do género apresentam proximidade
filogenética e niveis mais elevados de resisténcia a fungos e nematdides, sendo
também utilizadas como forrageiras e ornamentais. O resveratrol é uma fitoalexina que
além de conferir resisténcia a planta também é um poderoso antioxidante capaz de
prevenir cancer e cardiopatias. Esta pesquisa tem como objetivo investigar a producéo
de resveratrol em espécies da secao Arachis e outras se¢des pertencentes ao género.
Foram avaliados e comparados os niveis de resveratrol em diferentes espécies de
cinco sec¢des do género Arachis. Apos trés meses de cultivo em casa de vegetacao,
folhas foram destacadas e submetidas a luz ultravioleta (UV) por 2h e 30min. Quinze
horas apds o tratamento foi feita a extragdo do metabdlito. O experimento de indugéo
foi realizado em trés blocos com trés repeticbes analiticas. Os resultados obtidos
mostraram que as amostras controle apresentam concentragdes muito baixas do
composto. Foi observado ainda que todas as espécies tratadas sdo capazes de
produzir o resveratrol, inclusive espécies de outras secdes do género que apresentam
maiores distancias filogenéticas em relacdo ao amendoim cultivado. Além disso, a A.
lignosa que produziu maior concentracdo de resveratrol, 702,93 pg/g, ndo pertence a
secdo Arachis, é da seccado Procumbente, o que corrobora com a necessidade de uma
maior investigagdo em relagcdo a todo o género Arachis. A confirmagdo de que
espécies de outras secgdes podem produzir resveratrol contribui para exploracdo
destas espécies no pré-melhoramento de amendoim ou na producdo industrial de
resveratrol.

Apoio: Embrapa, CNPq e Capes.
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083 - AVALIACAO DE METODOS DE SECAGEM DE SEMENTES DE CEVADA
(Hordeum vulgare L.) PARA FINS DE CONSERVACAO [Evaluation of drying
methods of barley (Hordeum vulgare L.) seeds to conservation purposes]

Almeida, F.F.%; Soares, F.M.%: Padua, J.G.?

A cevada (Hordeum vulgare L.) € um cereal de grande importancia econémica e com
potencial de crescimento no cenario agricola brasileiro. A conservacdo de
germoplasma de cevada € um fator chave para possibilitar a identificacdo de genes de
interesse ao melhoramento do cultivo. Assim, a identificacdo de metodologias
adequadas para a secagem de sementes que sejam capazes de minimizar efeitos de
possiveis danos resultantes da dessecacao constitui um importante fator para conferir
maior qualidade ao processo de conservacdo, garantindo a disponibilidade de
germoplasma de elevada qualidade fisiolégica. Neste contexto, o presente estudo
teve por objetivo determinar o efeito do processo de dessecacdo sobre a qualidade
fisiologica e a integridade do DNA de sementes de cevada. As sementes dos quatro
acessos que foram utilizados apresentavam contetido de umidade variando de 4 a 6%.
Estas foram mantidas em ambiente com 100% de umidade relativa e temperatura de
20°C para elevacao e uniformizacdo do conteddo de umidade. Em seguida, foram
submetidas a trés diferentes métodos de secagem: silica gel, estufa de
renovacgdo/circulacdo de ar e camara de secagem. Metade das sementes foi
reidratada para avaliar a capacidade de reparo do DNA. Os efeitos da dessecacao
foram verificados por meio do teste de germinacdo de acordo com a Regra de Analise
de Sementes (2009). Foram avaliadas as seguintes caracteristicas de vigor: indice de
velocidade de germinacgéo (IVG), comprimento de radicula (CR), de parte aérea (CPA)
e total (CT). A integridade do DNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de
agarose 1,5% visualizado com brometo de etidio. As avaliagbes relacionadas a
integridade do DNA das sementes ainda estdo sendo conduzidas. Os parametros
avaliados mostraram-se estatisticamente equivalentes, ndo sendo observada qualquer
diferenca entre os métodos de secagem analisados. Assim, é possivel, com base nos
parametros avaliados, utilizar qualquer metodologia de secagem sem causar danos a
semente.

Apoio: Cenargen.
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084 - CARACTERIZACAO DE PLANTAS DE FUMO EXPRESSANDO
CONSTITUTIVAMENTE UM GENE POLEN-ESPECIFICO DE Ricinus communis
[Characterization of tobacco plants constitutively expressing a pollen-specific
gene from Ricinus communis]

Rego, T.F.C.%; Cabral, G.B.? Cipriano, T.M.*; Aragéo, F.J.L.2

As plantas naturalmente tém a capacidade de suportar ambientes desfavoraveis e
essa capacidade de resistir ao ambiente € determinada geneticamente. Mecanismos
de protecdo em nivel molecular tém sido estudados, como DREB (dehydration-
responsiveelement-binding), fatores de transcricdo (FT) identificados e caracterizados
inicialmente em Arabidopsis thaliana. FT iniciam uma cascata génica conferindo
tolerdncia a desidratacdo, salinidade ou baixas temperaturas, ou seja, estresses
abidticos. Em trabalho anterior de nosso laboratério, foi isolado um gene DREB de
mamona (RcDREB1) e seu promotor dirigiu a expressdao do gene gus, que foi
detectada apenas em grdos de pélen de plantas transgénicas de tabaco no momento
da antese. O gene RcDREB1 pode ter fungcdo importante na manutencdo da
viabilidade do pdlen quando liberado no ambiente durante a antese. O objetivo deste
trabalho foi obter plantas transgénicas de tabaco expressando o gene RcDREB1 sob
controle de um promotor constitutivo para testar a hipétese de que essas plantas
poderdo ser tolerantes ao estresse hidrico, ou se apenas 0s polens apresentardo sua
viabilidade alterada. Para alcancar este objetivo, o gene RcDREB1 foi inserido no
vetor pCAMBIA3300 que contém o promotor constitutivo 35SCaMV para dirigir sua
expressao. As plantas resistentes ao glifosinato de amdnio obtidas apds a cocultura
com Agrobacterium tumefaciens foram analisadas por PCR e pelo teste de deteccao
da proteina fosfinotricinaacetiltransferase(PAT), onde foram confirmadas a presenca e
a expressdo dos transgenes em 11 plantas positivas. Plantas transgénicas e nao
transgénicas (controle) foram submetidas a testes de viabilidade do pélen nos quais as
anteras de flores em antese foram coletadas e imediatamente colocadas em placas
umedecidas que foram incubadas em estufa a 38° C por uma hora. Apés esse periodo
as placas foram retiradas da estufa e apGs os papéis toalha terem sido removidos
retornaram para a estufa a 38° C por mais uma hora (estresse hidrico). Foi realizado
um controle com anteras de plantas transformadas e ndo transformadas que néo
foram incubadas a 38° C, entretanto ocorreu a mesma varia¢do de umidade (controle
sem estresse hidrico). Os grédos de pélen das plantas ndo transformadas (controle)
apresentaram 25% de viabilidade, e os de plantas transformadas 52% de viabilidade.
Os pélens de plantas ndo transformadas que passaram por estresse hidrico (estufa a
38° C) apresentaram 6% de viabilidade, enquanto os polens das plantas com o gene
RcDREB1 17% de viabilidade. Os polens das plantas com o FT RcDREB1
apresentaram o triplo de viabilidade quando submetidos ao estresse, quando
comparados com os polens das plantas ndo transformadas também estressadas. Este
resultado indica que o gene RcDREB1 pode ter importdncia na manutencdo da
viabilidade do pélen. A maior viabilidade dos pélens em condicGes de estresse pode
aumentar a taxa de polinizacdo/fecundacéo, o que elevaria a producéo das culturas de
gréos/sementes.

Apoio: Cenargen, CNPg/UnB e Capes.

! Botanica, mestrado, Universidade de Brasilia-UnB
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085 - CARACTERIZAGAO E ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE UMA PR1 DE
CUPUACUZEIRO INFECTADO COM Moniliophthora perniciosa [Characterization
and gene expression analysis of a PR1 from cupuassu infected with
Moniliophthora perniciosa]

Santana, R.J.S.%; Falcdo, L.L.% Gramacho, K.P.?; Albuquerque, P.S.B.* Alves, R.M.5;
Micheli, F.%; Marcellino, L.H.”

O cupuaguzeiro, [Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) Schum.], € uma das
frutiferas com maior importancia econdmica para o estado do Para e norte do Brasil. O
seu fruto possui uma alta aceitacdo no mercado e uma ampla aplicacdo comercial,
com um total aproveitamento do fruto, utilizando-se a polpa, semente e casca. A
cultura do cupuacuzeiro € afetada pela doenca vassoura-de-bruxa causada pelo fungo
Moniliophthora perniciosa, que gerou grandes perdas econd6micas na cultura do
cacaueiro e ameaca a expansdo do cupuacguzeiro. Estudos genéticos sobre a relacao
planta-patdgeno podem revelar dados importantes para a compreensao da doenca,
identificando genes envolvidos neste tipo de interacdo. Em diversas plantas, genes do
tipo PR (proteinas relacionadas a patogénese) vém sendo descritos na literatura como
agentes importantes no mecanismo de defesa da planta. O estudo de genes e
mecanismos de resisténcia em cupuacu da os seus primeiros passos para fornecer um
conhecimento a respeito de genes do tipo PR. Este trabalho teve como objetivo
caracterizar uma proteina do tipo PR de cupuacuzeiro in silico e analisar sua
expressao génica em genodtipos resistente e suscetivel a vassoura-de-bruxa. A
sequencia analisada foi selecionada de um banco de sequencias obtidas por RNA-
Seq. A caracterizacdo in silico foi realizada para identificar dominios conservados,
peso molecular, familia protéica e possivel funcdo molecular, além de localizacéo
celular. A expressdo génica foi analisada por gPCR, utilizando meristema apical de
genotipos resistentes e suscetiveis, infectados com M. perniciosa. Desta maneira foi
possivel caracterizar uma proteina PR que foi denominada tgPR1, de 17 KDa, pl de
5,87, peptideo sinal de 24 residuos de aminoacidos e pertencente a subfamilia
SCP_PR-1_like, com possivel atividade antifingica.Quando analisada por gPCR,
observou-se um aumento de expressdo nos diferentes tempos de infecgcdo com o
patdégeno em relagdo a planta controle. Assim, a tgPR1 torna-se um importante alvo de
estudo para melhor compreenséo da relacdo entre o cupuaguzeiro e o fungo causador
da vassoura-de-bruxa.

Apoio: Capes e Embrapa.
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086 - CARACTERIZACAO FENOTIPICA E MOLECULAR DE UMA POPULACAO DE
Coffea canephora CONILON VISANDO UM PROGRAMA DE SELECAO
GENOMICA AMPLA (SGA) EM CAFEEIRO [Molecular and phenotypic
characterization of a Coffea canephora conilon population aiming at a Genome
Wide Section Program (GWS) in coffee]

Carneiro, F.A.%; R&go, E.C.S.% Aquino, S.0.%; Costa, T.S.% Lima, E.A.°; Rocha, O.C.5;
Rodrigues, G.C.’; Carvalho, M.A.F.%; Marraccini, P.%; Grattapaglia, D.'°; Bartholo, G.F.%;
Guerra, A.F.% Andrade, A.C.*°

O café é uma das commodities agricolas mais importantes e a producdo cafeeira
comercial baseia-se principalmente em duas espécies: Coffea arabica e C. canephora.
Coffea canephora é uma espécie albgama apresentando autoincompatibilidade
genética, garantindo uma grande variabilidade, essencial em programas de
melhoramento. Visando o estabelecimento de ferramentas de auxilio para acelerar o
melhoramento genético desta espécie, avancos significativos em gendmica do cafeeiro
tém ocorrido nos ultimos anos. Assim, a recente conclusdo do sequenciamento do
genoma completo de C. canephora servira de referéncia para utilizacdo em trabalhos
avancados de genética molecular, aplicados diretamente ao melhoramento genético
desta espécie. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar e caracterizar a
diversidade fenotipica e genotipica de uma populagdo de 3500 plantas de C.
canephora Conilon, cultivada em Planaltina-DF no campo experimental da Embrapa
Cerrados, com vistas ao estabelecimento de um programa de selecdo gendmica
ampla (SGA) em cafeeiro. As avaliagfes iniciaram em 2012, observando-se varias
caracteristicas agrondmicas como vigor, seca de ponteiro, ramificacdo secundaria,
suscetibilidade a ferrugem, e precocidade do fruto. A producao (em litros) de cada
planta foi também medida durante trés safras (2012, 2013 e 2014). As caracteristicas
fisicas, como numero de defeitos, peneira e peso de 100 graos, dos frutos foram
avaliadas, assim como o potencial hidrico foliar de antemanha (%), avaliado apds o
periodo de seca sofrido pela populacdo. Todas essas avaliagdess permitiram
selecionar 403 plantas cobrindo a diversidade de cada um dos parametros avaliados.
Essas plantas foram genotipadas por sequenciamento (GBS) usando a técnica
nextRAD o que permitiu a identificagdo de mais de 4.000 SNPs. Esses SNPs poderao
ser utilizados para o desenvolvimento de modelos de predicdo genbmica. Esse
trabalho mostrou que existe potencial para o cultivo de C. canephora Conilon em
altitudes semi-elevadas (= 1000 m) em condic¢8es irrigadas, e que, a populagdo em
estudo apresenta diversidade fenotipica e genotipica adequada para a implementacéo
de um programa de selecdo gendémica ampla em cafeeiro.

Apoio: Consorcio Pesquisa Café e INCT-Café.
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087 - CARACTERIZAQA~O FUNCIONAL DOS DIFERENTES MODULOS DE UM
PROMOTOR DE ALGODAO EM Arabidopsis thaliana [Functional characterization
of the different modules of a cotton promoter in Arabidopsis thaliana]

Lins, P.%; Lourenco, I.T.%; Grossi-de-S&, M.F.?

Promotores génicos regulam a expressdo de genes, quantitativamente e
qualitativamente. As sequéncias regulatdrias possuem elementos cis e trans atuantes
gue sdo responsaveis por direcionar e posicionar corretamente a RNA polimerase para
gue haja o processo de transcricdo do DNA. O promotor CAMV35S de carater
constitutivo vem sendo largamente utilizado em constru¢des de vetores controlando a
expressao de genes de interesse em sistemas vegetais. Esse promotor é expresso de
forma diferenciada em diferentes tecidos da planta, o que o torna inadequado em
alguns casos. Um fator limitante € o fato da sequéncia do promotor 35S ser viral,
podendo ser muitas vezes ndo reconhecida pelo transgene e ser silenciada. A busca
por promotores que sejam tecido-especificos e de organismos semelhantes, ou seja,
de plantas, é crucial para diminuir ou conter o gasto energético de transgenes de
forma desnecesséria, e garantir que a sequéncia de nucleotideos nao seja silenciada.
A escolha de promotores que fornecam uma alta expressdo do gene de interesse na
planta é de suma importancia, preferencialmente em tecidos especificos, ou em
resposta a estimulos especificos. Visando a busca de promotores de plantas mais
eficientes, um promotor de algodao (UceA 1.7) isolado pelo nosso grupo mostrou ser
altamente expresso em tecidos como raiz e botdo floral, quando comparado ao
promotor 35S ao ser utilizado para expressar o gene repdrter GUS. Os estudos aqui
propostos tém como objetivo caracterizar funcionalmente a expressdo de cinco
diferentes mddulos desse promotor em plantas de Arabidopsis thaliana. Esses
modulos do promotor de algodao foram clonados no vetor binario de transformacéo de
plantas pKGWFS7 controlando a expresséo do gene reporter GUS. Essas construcfes
foram inseridas em Agrobacterium tumefaciens para transformacdo de plantas de
Arabidopsis thaliana, via floral dipping. Um total de 90 plantas foi transformado, sendo
18 para cada um dos médulos do promotor, obtendo assim a geracao TO de plantas.
As sementes dessas plantas foram coletadas, geragcdo T1, e foram selecionadas em
placas de meio MS contendo o agente seletivo canamicina 50 mg/ml. As plantas que
se desenvolveram foram transplantadas para o solo para producdo das sementes T2.
Assim que obtidas as plantas da geracdo T2, serdo feitos os experimentos de qPCR
para analise quantitativa e ensaios histoquimicos para analise qualitativa de GUS nos
diferentes tecidos (flor,folha,caule e raiz) de A. thalianae, dessa forma, caracterizar 0os
diferentes médulos do promotor UceAl.7.

! Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia, mestrado, Universidade Catolica de Brasilia-UCB
? Biologia Molecular e Biotecnologia, Ph.D., Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia



088 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DA RESPOSTA DE RESISTENCIA DE
Coffea canephora ‘CLONE 14’ INFECTADO COM Meloidogyne paranaensis
[Molecular characterization of the molecular responses of Coffea canephora
clone 14 upon infection with Meloidogyne paranaensis]

Lima, E.A.Y; Carneiro, F.A.% Costa, T.S.%; Régo, E.C.S.% Jorge Junior, A.°; Furlaneto,
C.% Marraccini, P.”; Carneiro, R.M.D.G.%; Andrade, A.C.°

O café € uma das principais commodities mundiais e uma importante fonte de renda
para paises produtores. No entanto, estresses bidticos e abidticos sdo grandes fatores
limitantes & sua producdo. No Brasil, nematéides das galhas causam consideravel
reducdo de produtividade, e 0 uso de plantas resistentes € o método mais promissor
para o controle de Meloidogyne spp. O objetivo do presente trabalho é a
caracterizacdo por meio de sequenciamento em larga escala (RNAseq) dos
mecanismos moleculares relacionados a resisténcia de Coffea canephora a M.
paranaensispor meioda identificacao de genes apresentando perfils de expresséo
diferenciais entre os clones e comparando com os testes de infeccdo previamente
realizados. Assim, RNAs foram extraidos de raizes de plantas dos clones14 e 22 de C.
canephora Conilon, respectivamente identificados como resistentes e suscetiveis a M.
paranaensis. Estes foram cultivados em areia, antes de serem inoculadas com os
nematoides. As raizes das plantas infectadas foram coletadas em diferentes
momentos (4, 8, 12, 20, 32 e 45 DAI [dias apds a inoculagéo]), bem como as raizes de
uma planta saudavel usada com controle. Uma parte dos RNAs foi tratada para
experiéncias de RNAseq, enquanto outra por¢cdo foi mantida para validagdo de
expressao por PCR quantitativa (qQPCR). Apos analisar os dados de sequenciamento,
observou-se ume forte expressdo de genes relacionados com mecanismos de
resisténcia (como os que codificam cisteina proteinase e lignina) no clone 14,
principalmente durante as Ultimas fases da infeccao (45 DAI). Para o mesmo clone, a
expressao dos genes codificando para as proteinas com o dominio NBS-LRR
(nucleotide-binding site leucinerichrepeat) associadas ao processo de resisténcia ou
de proteina de resisténcia a doengas (ex. Rppl) a maior expressdo, em ambos 0s
casos, ocorreu logo apos infeccdo (4 DAI) até 20 DAI. 10 genes candidatos para a
resisténcia M. paranaensis foram selecionados e a expressdo génica dos mais
promissores esta agora na fase de ser realizada por meio de qPCR.

Apoio: Cenargen, Consoércio-Café e CNPg/UnB.
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089 - CATALOGO DE VARIEDADES DE FAVA (Phaseolus lunatus L.):
FERRAMENTA DE DIALOGO DO BANCO ATIVO PARA ACOES DE INTRODUCAO
E REINTRODUCAO DE GERMOPLASMA EM COMUNIDADES TRADICIONAIS
[Catalogue of varieties of Fava (Phaseolus lunatus L.): of active bank dialogue
tool for the actions of introduction and reintroduction of germplasm in traditional
communities]

Moraes, C.S.%; Dilly, J.L.% Dias, T.% Burle, M.L.*

A fava (Phaseolus lunatus L.) estd presente nos habitos alimentares de diversas
culturas. Relacionar a diversidade dessa espécie pode ser importante para pesquisas
que, por exemplo, objetivem a reintrodugdo de variedades cultivadas que foram
perdidas por comunidades tradicionais. O presente trabalho tem por objetivo a
constru¢cdo de um catalogo das variedades do Banco Ativo de Germoplasma de P.
lunatus da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Foram obtidas informacgfes
gue estavam pendentes para alguns dos acessos do banco: peso de 100 sementes,
fotografias de sementes e dados de passaporte. Posteriormente, os dados de
passaporte serdo projetados em Sistema de Informagbes Geograficas, gerando uma
classificacdo dos acessos de acordo com o bioma da coleta. Para a composi¢do do
catalogo, sera representada a maxima variabilidade considerando-se os aspectos de
origem da coleta, morfologia das sementes e porte. As variedades serdo amostradas
por bioma de origem. Também serdo incluidas as variedades tradicionais coletadas
em reservas indigenas. O catalogo conterd os seguintes dados: fotografia das
sementes em diferentes angulos, nome comum, cédigo do banco ativo, himero do
coletor, local de coleta (municipio, estado) e coordenadas geogréficas, porte e peso de
100 sementes. O processo de catalogacdo encontra-se em andamento. Espera-se que
catalogos como este tenham grande utilidade para a ampliagdo da abertura dos
bancos de germoplasma publicos e que facilitem o didlogo com possiveis
demandantes.

Apoio: Cenargen e CNPg/UnB.
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090 - CLONAGEM DO PROMOTOR DE UM GENE RESPONSIVO A SECA
ISOLADO DE MILHETO (Pennisetum glaucum) PARA ANALISE EM PLANTAS
TRANSGENICAS [Cloning of the promoter of a drought responsive gene isolated
from pearl millet (Pennisetum glaucum) for analysis in transgenic plants]

Quintanilha, M.V.T.:; Silva-Werneck, J.0.% Almeida, J.D.%; Barros, L.M.G.? Falcdo,
L.L.*: Marcellino, L.H.2

Plantas transgénicas sdo amplamente utlizadas para atender demandas da
agricultura, como, por exemplo, plantas mais resistentes a pragas, doencas ou a seca.
O ajuste da expressao do transgene é de fundamental importancia para obtencao de
uma planta com as caracteristicas desejadas, e a utilizacdo de promotores adequados
€ essencial. Por isso, hd muito interesse em isolar e estudar promotores de plantas,
considerando as mais diversas caracteristicas: expresséo temporal, tecido-especifica
ou condicbes ambientais. No caso de plantas transgénicas resistentes a seca, por
exemplo, é importante a expressao de transgenes quando a planta é submetida a tal
estresse. O gene osr40cl, identificado em arroz, esta relacionado a resisténcia da
planta ao estresse hidrico e a salinidade, tendo sido descrito também em outras
gramineas, e.g. milheto (Pennisetum glaucum). O promotor do gene tipo osr40cl de
milheto foi previamente isolado em nosso laboratério, utilizando o Kit Genome Walker
(Clontech). Produtos de PCR de aproximadamente 1200 pb, provenientes das 3
bibliotecas geradas com o kit (EcoRV, Stul e Pvull), foram selecionados, inseridos em
E. coli DH5a e sequenciados. O objetivo deste trabalho foi clonar o promotor de
osr40cl de milheto em vetores de expressdo para futuras andlises em plantas
transgénicas. As sequéncias de seis clones foram inicialmente analisadas in silico por
BLASTn e ClustalW. O fragmento proveniente da biblioteca Pvull foi selecionado e
inserido em vetores binarios, & montante do gene reporter gus. Estas construcbes
foram usadas para transformar E. coli DH5a por eletroporacdo. O DNA dos clones
obtidos foi purificado e digerido com as enzimas de restricdo Sall e Spel para
confirmacéo da presenca do promotor. A andalise das sequéncias dos clones contendo
produtos de PCR revelou que os fragmentos clonados eram muito similares,
apresentando 162 pb correspondentes a regido codificadora do gene, e ~ 1 Kb
correspondente a regido promotora. O promotor selecionado (P6) foi inserido em
vetores binarios para transformacdo de mono e dicotiledéneas. Estes vetores foram
clonados em E. coli e purificados. As digestbes com as enzimas de restricdo Sall e
Spel geraram fragmentos do tamanho esperado, indicando que os vetores estdo
corretos. Posteriormente, estes vetores serdo inseridos em plantas para avaliagdo da
atividade promotora do fragmento isolado.

Apoio: Embrapa e CNPq (PIBIC).
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091 - EFEITOS DA SENESCENCIA CELULAR VEGETAL NA SINTESE VERDE DE
NANOPARTICULAS DE PRATA UTILIZANDO COMO MODELO O EXTRATO
AQUOSO DE Annona muricata [Role of plant senescence in the green synthesis
of silver nanoparticles using Anonna muricata leaf extract]

Avidos, F.D.%; Bonatto, C.C.?% Silva, L.P.2

Nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido, gradualmente, incorporadas em uma série
de produtos, os quais abrangem uma gama enorme de possibilidades, desde
aplicacbes eletrbnicas até o desenvolvimento de sensores biolégicos. As
caracteristicas dpticas, elétricas e termais Unicas da prata quando esta se encontra em
escala nanométrica sdo consideradas como o principal fator para o crescente
interesse na sintese de AgNPs. Entretanto, os métodos de sintese mais utilizados
atualmente aplicam solventes nocivos ao meio ambiente. Ja a sintese verde, que se
baseia na utilizacdo de moléculas presentes em extratos biolégicos como iniciadores
da rota de sintese, emerge como uma alternativa ecologicamente sustentavel, bem
como financeiramente mais vantajosa. Dessa maneira, a utilizacdo do extrato aquoso
de folhas de graviola (Anonna muricata) se justifica como uma escolha viavel para a
realizacdo da sintese de nanoparticulas de prata. O objetivo do presente estudo foi
avaliar as propriedades Opticas e estruturais de AgNPs sintetizadas utilizando um
extrato aquoso de folhas jovens e um extrato aquoso de folhas senescentes de A.
muricata, bem como observar se existe alguma diferenca nas mesmas, quando as
particulas sdo sintetizadas com cada um dos dois extratos. As nanoparticulas de prata
sintetizadas com extratos de folhas de A. muricata (Am-AgNPs) foram obtidas
incubando os extratos aquosos jovem e senescente das folhas de A. muricata (0,6
g/mL) com AgNO; (1 mM) a temperatura ambiente por 24h. A sintese foi monitorada
por espectrofotometria a 450 nm. As Am-AgNPs foram avaliadas por
espectrofotometria de absorcdo, espalhamento de luz dindmico, potencial Zeta de
superficie, microscopia de forca atdmica e espectrometria de massa. Os perfis de
sintese observados pelo monitoramento realizado por espectrofotometria mostraram-
se distintos para as Am-AgNPs sintetizadas com cada um dos dois extratos. As Am-
AgNPs sintetizadas com o0 extrato aquoso de folhas jovens apresentaram forma
esférica, diametro médio de 43,0 £ 4,7 nm, indice de polidispersividade de 0,27 *
0,010 e estabilidade coloidal incipiente de -24,1 + 4,3 mV. Ja as Am-AgNPs
sintetizadas com o extrato aquoso de folhas senescentes apresentaram forma
esférica, diametro médio de 207,6 + 10,1 nm, indice de polidispersividade de 0,594 +
0,012 e estabilidade coloidal incipiente de -18,03 + 1,5 mV. Os perfis moleculares das
Am-AgNPs dos extratos aquoso jovem e senescente obtidos por espectrometria de
massa MALDI-TOF mostraram diferencas significativas. Um método de sintese verde
de AgNPs a partir de extratos de folhas de A. muricata, ecologicamente viavel e de
custo baixo foi desenvolvido, tendo como principal pardmetro para comparacdo a
senescéncia celular das células vegetais. As AgNPs obtidas pelos dois extratos
apresentaram diferencas significativas nos seus parametros opticos, estruturais e
moleculares.

Apoio: Embrapa, UnB e CNPq.
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092 - ENGENHARIA GENETICA PARA PRODUCAO DE OMEGA-3 EM ALFACE
[Genetic engineering to produce omega-3 in lettuce]

Pierdona, H.L.%; Citadin, C.T.% Cabral, G.B.%; Aragdo, F.J.L.2

Os acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (LCPUFAs) como o Aacido
eicosapentaendico (EPA) e o 4cido docosahexaendico (DHA), pertencentes ao grupo
dosbmega-3, sdo componentes de fundamental importancia na dieta humana. Seu
consumo € associado a diversos beneficios a saude, em especial,no desenvolvimento
do cérebro e melhor capacidade cognitiva, no desenvolvimento da retina e
principalmente reducdo significativa nos riscos de doencgas cardiovasculares e
doencas degenerativas do cérebro. Esses acidos graxos de cadeia longa sao
encontrados principalmente em peixes de aguas frias como o salmédo, cavala, arenque
e sardinhas, produzidos, principalmente por microalgas marinhas de sua cadeia
alimentar. Os LCPUFAs 6megas-3 ndo séo encontrados em plantas ou outros tipos de
carne presentes na dieta ocidental. No presente trabalho objetivamos o
desenvolvimento de novas variedades comerciais de alface (Lactuca sativa)
produtoras dos acidos graxos EPA e DHA. Para este propésito, dois vetores de
expressao constitutiva foram sintetizados, um contendo a sequéncia codificadora das
primeiros enzimas da via biossintética de LCPUFAs, delta-6-dessaturase, elongase 1 e
uma delta-5 dessaturase, e outro contendo 0s genes das duas Ultimas enzimas,
elongase 2 e delta-4-dessaturase ambas sequencias presentes na microalga
Thalassiosira pseudonana. Estes vetores foram inseridos em Agrobacterium
tumefaciens que foi utilizada para transformar plantas de alface. Até agora, trés
linhagens foram regeneradas e andlise de PCR confirmou a presenca dos genes da
segunda parte da rota metabdlica, dois deles ja estdo produzindo sementes e foram
confirmadas progénies transgénic. Eventos com genes da primeira parte da rota estao
sendo gerados. Mais procedimentos de co-cultura para ambos os vetores estdo sendo
realizados a fim de obter o maior nimero possivel de explantes regenerados e assim
aumentar a chance de eventos capazes de produzir os acidos graxos EPA. Para
obtencdo de plantas produzindo DHA, eventos positivos contendo os dois vetores
serdo cruzados e a reconstrucdo genética completa da rota avaliada nas progénies.

Apoio: Cenargen e CNPg/UnB.
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093 - ENGENHARIA METABOLICA DE SOJA E EDICAO DE GENOMA DE GENES
ASSOCIADOS A ACIDOS GRAXOS [Metabolic and genomic engineering of genes
associated with polyunsaturated acids]

Alves, D.T.%: Coelho, M.C.% Murad, A.M.%; Cunha, N.B.* Viana, G.V.%; Coelho, C.M.%:
Rech, E.L.°

O biodiesel vem se destacando como uma importante fonte de energia renovavel e
sustentavel. Dentre as matérias-primas utilizadas para a producdo do biodiesel, a soja
(Glycine max) se destaca pelo alto teor e qualidade do 6leo de suas sementes,
dominio do sistema de producdo em larga escala e custo reduzido quando comparado
a qualquer outro Oleo. Sementes de soja apresentam um perfil de &cidos graxos
composto principalmente de 13% de acido palmitico (16:0), 4% de acido estearico
(18:0), oléico 18% acido (18:1), &cido linoléico 55% (18:2) e 10% de &cido linolénico
(18:3). Devido a essa alta proporc¢éo de poliinsaturados acidos graxos, o 6leo de soja é
oxidativamente instavel e oxidado, fato que pode comprometer o desempenho do
motor e utlizagdo como opcdo viavel de biocombustivel. Para maximizar as
caracteristicas de um bom biodiesel, tem-se sugerido o desenvolvimento de um 6leo
rico em acido oléico e com baixo teor de acidos graxos saturados. Os genes FAD2-1A
e FAD2-1B sao importantes na conversao do 6leo monoinsaturado (oléico) em 6leo
poliinsaturado (linoléico). Transcription activator-like effector nucleases (TALENS)
foram desenhados a fim de se obter mutacdes tipo nula em dois genes importantes da
via metabodlica de &cidos graxos e gerar linhagens com maior teor de &cido oléico.
Neste trabalho através de cromatografia gasosa, foram obtidas trés linhagens
independentes com o contetdo de &cido oleico aumentado, variando 31-66%.
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094 - ESPECIES SILVESTRES DE Arachis E A PRODUCAO DO ANTIOXIDANTE
RESVERATROL

Carvalho, P.A.S.V."; Brasileiro, A.C.M.% Leal-Bertiolli, S.C.% Silva, J.P.*; Agostini-
Costa, T.S.* Gimenes, M.A.°

O amendoim é endémico da América do Sul e cultivado em mais de 100 paises. O
Brasil possui grande variedade de espécies silvestres do género Arachis, um enorme
acervo de genes a ser explorado. Nosso trabalho avaliou espécies silvestres de
Arachis em relacdo a producéo de resveratrol, uma fitoalexina produzida em funcao de
estresses encontrada nho amendoim, que por sua atividade antioxidante, pode ser
utilizada na prevencdo de cancer e doengas cardiovasculares. Pela primeira vez foi
investigado o teor de resveratrol em paralelo com a expressao do gene da resveratrol
sintase (RS) em espécies do género Arachis. Foram avaliados quatro genétipos: o
tetraploide cultivado (Arachis hypogaea), seus dois parentais silvestres diploides (A.
duranensis e A. ipaénsis) e um tetraploide artificial. Apos trés meses de cultivo, folhas
foram submetidas ao UV por 2h e 30min. Quinze horas apés o tratamento, extragfes
de RNA e do metabdlito foram feitas. Os resultados mostraram significativo acumulo
de resveratrol, 193,66 a 371,97ug/g, principalmente nas espécies silvestres.
Comportamento semelhante foi observado em relacdo as andlises de expresséo
génica. Maior expressdo de RS foi observada em espécies silvestres induzidas
chegando a ser até 60 vezes maior em relacdo ao controle. Tais resultados permitem
concluir que as alteracdes no contetudo de resveratrol podem ser correlacionadas com
0s niveis do gene RS, indicando um controle transcricional. Além disso, a sequéncia
génica RS pode ser utilizada como um potencial marcador molecular, permitindo a
identificacdo de espécies silvestres que produzem mais resveratrol. Essas
informacg0es irdo auxiliar programas de pré-melhoramento no desenvolvimento de uma
cultivar mais resistente e com maior valor nutricional.

Apoio: Cenargen e CNPg/Unesp.
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095 - ESTUDO DA EXPRESSAO DA EXPANSINA, DEHIDRINA E LIPOCALINA
POR HIBRIDIZACAO IN SITU EM RAIZES DE ESPECIES SILVESTRES DE Arachis
EM RESPOSTA A SECA E INFECCAO POR NEMATOIDES [Studies of expansin,
dehidrin and lipocalin expression via in situ hybridization in roots of wild Arachis
species in response to drought and nematode infection]

Cunha, G.C.R.:; Guimardes, L.A.% Silva, M.S.%; Videira, C.* Bispo, R.% Brasileiro,
A.C.M.% Willians, C.C.V.% Guimaraes, P.M.%; Aradjo, A.C.G.?

Estudos vém sendo realizados utilizando espécies silvestres de Arachis como A.
stenosperma (resistente ao nematdide de galhas Meloidogyne arenaria); A. duranensis
e A. gregory (respostas transpiratorias diferenciadas quando sob déficit de agua),
buscando identificar sequéncias génicas que possam conferir melhores respostas a
estresses bidticos e abiodticos. Analises in silico e por RT-PCR indicaram expressao
diferencial de alguns genes em raizes de plantas submetidas a seca ou inoculadas
com nematdides: expansina like-B (AdEXLB), dehidrina SK2 (AdDHN) e lipocalina
(AsLip). Esses genes estao, portanto, potencialmente associados a resposta de defesa
a patégenos ou maior tolerdncia a seca. Visando contribuir para elucidacdo dos
mecanismos associados a esses processos, o perfil de expressdo desses genes foi
espacial e temporalmente determinado em raizes de A. stenosperma (AJEXLB e
AsLip), A. gregory (AdEXLB) e A. duranensis (AdDHN) utilizando hibridizac¢&o in situ.
Raizes de plantas inoculadas com nematdides foram coletadas 3, 6 e 9 dias ap6s a
inoculac@o (DAI) e raizes de plantas submetidas a déficit gradual de agua coletadas
quando suas taxas de transpiracdo reduziram (70-80%), com o0s controles
correspondentes. As amostras foram fixadas, desidratadas, incluidas em resina
metacrilato e seccionadas. Os genes foram amplificados por PCR, clonados em
pPpGEM-T Easy® e linearizados. Foram sintetizadas sondas de RNA marcadas com
digoxigenina. A hibridizacdo foi evidenciada por imunodeteccdo. Sinais apoés
hibridizagcdo com a sonda anti-senso de AJEXLB foram observados em epiderme
radicular de A. gregory estressadas e em raizes de A. stenosperma coletadas 3, 9 e
16 DAI. Nenhum dos controles apresentou sinais, nem as seccdes de raizes
hibridizadas com sonda senso. No entanto, a hibridizacdo com AdDHN gerou sinais
com mesma intensidade em raizes estressadas e controles em A. duranensis, na
epiderme radicular. Nenhum dos controles apresentou sinais, hem as seccles
hibridizadas com sonda senso. A hibridizacdo com AsLip gerou sinais evidentes na
regido do feixe vascular das raizes de A. stenosperma coletadas 6 e 9 DAI, enquanto
aquelas coletadas 3 DAI e controles ndo apresentaram sinais. Esses resultados
corroboram dados ja obtidos, que mostraram uma modulagédo preferencialmente
positiva na expressdo desses genes em resposta ao patégeno e a seca, além de
identificar a especificidade de expressdo desses genes em tecidos radiculares.
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096 - ESTUDO DOS GENOMAS A E B DE Arachis [Study of A and B genomes
from Arachis]

Vidigal, B.S.; Aratjo, A.C.G.% Bertioli, D.J.%; Guimaraes, P.M.% Nascimento, E.F.M.B.*

O amendoim (Arachis hypogaea L.) é um alotetraploide com origem recente e cujo
genoma tem aproximadamente 2,8 Gb, composto majoritariamente por sequéncias
repetitivas. Este estudo relata uma investigacdo do componente repetitivo presente
nas espécies parentais do amendoim, A. duranensis, provavel doador do genoma A e
A. ipaénsis, provavel doador do genoma B, por meio de analises das suas sequéncias
genbmicas completas, bem como de clones selecionados da biblioteca BAC de A.
duranensis. Nos clones, foram identificados dez retrotransposons LTR distintos,
engquanto que nas sequéncias gendmicas completas, 81 familias de retrotransposons
LTR foram identificadas em A. duranensis e 89 em A. ipaénsis, ocupando
aproximadamente 28,5% e 27,6% do genoma A e B, respectivamente. Dessas
familias, 37 representam a maior parte do contelddo repetitivo nos dois genomas,
sendo que os elementos FIDEL e Feral sdo os mais frequentes. Esses resultados
mostram que uma parte substancial do componente altamente repetitivo desses
genomas é explicada por um numero relativamente pequeno de retrotransposons LTR,
seus fragmentos e LTRs-solo. A maioria das datas de transposi¢cdo estimadas para
esses retrotransposons foi posterior a 3,5 milhdes de anos atras, data estimada da
divergéncia dos genomas A e B, indicando que esses retrotransposons LTR tiveram
um papel notavel na organizagdo desses genomas. Analises de hibridizacéo in situ por
fluorescéncia (FISH), utilizando sondas obtidas a partir das sequéncias dos genes que
codificam a transcriptase reversa de cada familia de retrotransposon LTR, mostraram
sinais de hibridizacdo detectaveis multiplos e dispersos em varios, mas ndo em todos
0s cromossomos dos componentes gendbmicos A e B de amendoim, com marcacao
predominantemente ao longo dos bragcos dos cromossomos. Comparacdes entre
sequéncias homedlogas dos genomas A e B indicaram alta semelhanca no conteudo
génico, porém grandes diferencas no conteudo repetitivo, mostrando que o0s
retrotransposons identificados neste estudo, juntamente com outros elementos
repetitivos tém desempenhado um papel importante na remodelacdo do genoma ao
longo da evolugéo, especialmente em regides intergénicas.
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097 - EXPRESSAO HETEROLOGA DA CP-THIONINA Il EM Nicotiana sp. VISANDO
A PROTECAO CONTRA BACTERIAS FITOPATOGENICAS [Heterologous
expression of Cp-thionina Il in Nicotiana sp. aiming to protect plant pathogenic
bacteria]

Carrijo, J."; Cunha, N.B.%; Murad, A.M.%; Dias, S.C.?% Lacorte, C.*

As defensinas representam uma classe de peptideos com atividade antimicrobiana,
encontrados em plantas, ricos em cisteinas e conhecidos pelo seu efeito deletério
principalmente contra fungos. Neste estudo, a expressao heterdloga do peptideoCp-
thionina Il, isolado da semente do feijdo de corda, foi avaliada em plantas
transgénicasde fumo. O fragmento da sequéncia de nucleotideos do AMP Cp-thionina
II foi clonado no vetor binario pCambia 1300contendo um peptideo sinal para
direcionamento para o reticulo endoplasmatico (CP-ER) e apoplasto (CP-Apo).
Também foi feita uma construcdo contendo uma cauda de histidina e um sitio de
clivagem pela enteroquinase (6His-CP-ER). Os vetores foram transferidos para
Agrobacterium tumefaciens (linhagem EHAL105)e utilizados para transformagéo
genética de Nicotiana tabacum. Os explantes foram cultivados em meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) com o agente de selecdo higromicina (25 mg/L) ou
canamicina (100 mg/L), dependendo da construcdo. Calos crescidos sob selecdo
foram subcultivados em meio sem reguladores de crescimento. Os brotos regenerados
foram cortados e cultivados em meio MS sem reguladores de crescimento, para
enraizamento. O DNA-gendmico de plantulas foi analisado por PCR para a
confirmagdo da presenca das sequéncias exégenas. Em 12 das 25 plantas com a
construcdo 6His-CP-ER, 10 das 33 com a construcdo CP-ER e 14 das 40 com a
construcdo Cp-Apo foram confirmada a presenca do gene Cp-thionina Il. As plantas
transgénicas foram transferidas para a casa de vegetacdo e foram analisadas com
relacdo a presenca do gene CP-thininall, do nivel de expressdo e segregacdo do
transgene na progénie. Posteriormente,plantas da geragédo F1 ser&o inoculadas com
bactérias fitopatogénica para avaliagdo do potencial antimicrobiano conferido pela
expressao heteréloga da CP-thionina .
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098 - IMPORTANCIA DA GESTAO AMBIENTAL PARA A CONSERVACAO DA
AGROBIODIVERSIDADE NA AREA INDIGENA KRAHO

Castro, L.R.:; Dias, T.A.B.2

As primeiras preocupacdes com o meio ambiente comecaram apds a Revolucdo
Industrial, ocorrida no século XVIII, quando se observou a velocidade com a qual os
recursos nhaturais comecaram a exaurir, acompanhando o aumento acelerado do
avanco tecnologico. Esse desgaste € um fator importante nas alteracdes nos
ecossistemas e nas mudancas climéticas. A Gestdao Ambiental € uma area atual que
cuida do manejo dos recursos haturais, visando a melhor forma de utiliza-los para que
0 sistema possa repor-se e ndo seja tdo afetado, mas o papel da gestdo ambiental ndo
€ exclusivamente a preservacdo da natureza, solu¢bes para poluicdo do ar, agua,
solos. Também implica no manejo regional do ambiente e do que impacta a regido,
implica também na unido de todos os setores da sociedade em busca de solugéo para
que se possa haver um desenvolvimento sustentavel. Ja a agrobiodiversidade é a
domesticacdo e a preservacdo da diversidade de tudo que estd relacionado a
agricultura e a fatores que implicam direta e indiretamente na alimentacdo humana,
como variedades de animais, plantas, microorganismos, ambientes de cultivo e cultura
alimentar. A relacdo entre Gestdo da Agrobiodiversidade e Gestdo Ambiental € uma
relacdo de desenvolvimento sustentavel. Nos dias atuais exige-se que dos avangos
tecnolégicos da agricultura uma conciliagdo com a preservacao do meio ambiente.
Este tipo de producéo ao longo do tempo tem sido visto nas comunidades indigenas e
tradicionais, que s&o comunidades mais ligadas ao meio ambiente e ao
desenvolvimento sustentavel. Porém, a populacdo indigena vem crescendo nos
dltimos anos, o0 que acarreta o crescimento de sua producdo agricola. Este
crescimento de producdo tem feito com que a biota natural demore mais a se
recuperar, forcando os indigenas cada vez mais a expandirem suas rocas,
desmatando as reservas. Com o intuito de avaliar esse crescimento e 0 seu impacto
esta sendo feito o georreferénciamento da area indigena Krahd, localizada no norte de
Tocantins e considerada a maior area preservada do Cerrado. O trabalho servira para
uma avaliacdo da dindmica do crescimento populacional e da sua influencia aos danos
no meio ambiente e na agrobiodiversidade, podendo trazer solu¢des para que essa
area prossiga como exemplo de preservagao e uso sustentavel.
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099 - INDUCAO DE EMBRIOGENESE SOMATICA EM SEMENTES MADURAS DAS
CULTIVARES TANZANIA E MOMBACA DE Panicum maximum [Induction of
somatic embryogenesis in mature seeds of Panicum maximum cultivars
Tanzania and Mombaca]

Pereira, J.A.Y; Morais, D.P.%; Cabral, G.B.2; Jank, L.*: Dusi, D.M.A.%: Carneiro, V.T.C.2

As cultivares Tanzania e Mombaca de Panicum maximum séao importantes forrageiras
de reproducdo apomitica 0 que implica em auséncia de variabilidade nas suas
populacbes. O desenvolvimento de metodologias de regeneracdo para as duas
cultivares abrir4 perspectivas para futuros trabalhos de introducédo de caracteristicas
agrondmicas desejaveis por transformacdo genética. O objetivo deste trabalho foi
testar a capacidade de inducdo de calos embriogénicos em sementes das duas
cultivares inoculadas em diferentes meios de cultura. Sementes maduras das
cultivares Tanzania e Mombaca foram descascadas, desinfestadas e inoculadas nos
meios de cultura, M1.3 ou MIC, com 2,4-D e MS contendo 5 ou 10 mg/L de picloram.
Apbs 30 dias, os calos obtidos foram avaliados e transferidos para os respectivos
meios de inducdo em repicagens sucessivas para multiplicar os calos embriogénicos.
Calos embriogénicos obtidos foram cultivados em meio de regeneracdo MS3. Nas
condicOes testadas de cultura, a cultivar Mombaca formou calos nos meios M1.3 e
MIC e os calos embriogénicos formaram brotos no meio de regeneragédo (MS3). Calos
friaveis e embriogénicos de todas as cultivares estdo em subcultivos para testar a
capacidade de manutencdo do potencial embriogénico das células no estado
embriogénico. Entre os meios de cultura testados, a combina¢do de meios M1.3/MS3
foi mais eficiente para induzir embriogénese somética nas cultivares de P.maximum
testadas.

Apoio: Cenargen e CNPq (PIBIC).
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100 - INTRODUGAO E EXPRESSAO DO GENE DA ARCELINA DO FEIJAO
COMUM (Phaseolus vulgaris L.) EM FEIJAO-CAUPI [Vigna unguiculata (L.) Walp.]
PARA RESISTENCIA AO CARUNCHO Zabrotes subfasciatus [Introduction and
expression of Arcelin gene of common bean (Phaseolus vulgaris L.) in cowpea
[Vigna unguiculata (L.) Walp.] for resistance to weevil Zabrotes subfasciatus]

Duarte, M.A.G.; Aragéo, F.L.% Cabral, G.B.?

O feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp, possui importancia agroeconémica no
cenario brasileiro por adaptar-se a diversas regides do Pais. Em relacdo ao seu
aproveitamento, essa leguminosa pode ser totalmente utilizada, desde os graos até o
bagaco. No entanto, a produtividade do feijdo-caupi torna-se baixa devido a alguns
fatores abioticos, como a seca e baixa fertilidade do solo e a fatores bidticos, como o
ataque pelos insetos. A predacdo pelo bruguideo Zabrotes subfasciatus (Boheman)
(Col.: Bruchidae) pode ocorrer desde o desenvolvimento do grdo no campo até o seu
armazenamento, uma vez que suas larvas alimentam-se do interior desses gréos. Em
gendtipos silvestres de feijdo (Phaseolus vulgaris) foram identificados altos niveis de
resisténcia ao bruquideo que estavam associados a uma classe particular de proteinas
de sementes, as Arcelinas (Arc), que sdo componentes de uma familia multigénica das
Lectinas e codificadas pelo locus APA [Arcelina (Arc)/ fitohemaglutinina (PHA)/ inibidor
da a-amilase (aAl). Oito variantes da arcelina ja foram descritos, porém, em relacéo a
defesa induzida por herbivoria, foi observado que a Arcl mostrou ter um efeito
inibitério mais eficiente no controle desse caruncho. Neste trabalho, o método de
biobalistica foi utilizado com o objetivo de obter feijdo-caupi resistente ao Z.
subfasciatus, pela introducéo e expressao do gene Arc-1. Nesse intuito, foi construido
um vetor de expressao contendo 0 gene que expressa a proteina Arcl, denominado
Seg-1, o qual foi clonado em um plasmideo pAHAS, contendo o gene AtAhas de
Arabidopsis thaliana que confere tolerancia a imidazolinonas. Ap6s bombardeamento,
0s eixos embrionarios foram transferidos para um meio de inducdo de multibrotacao
contendo um agente seletivo (meio MS de sais basais, suplementada com 5 mg L-1 de
BAP, 3% de sacarose, imazapyr 250 nM e 0,6% de agar, Sigma, pH 5,8) e transferidos
para uma sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h. Ao aparecimento das
primeiras folhas foram realizadas anélises por PCR com a amplificagdo dos genes do
AtAhas e Arc-1 e andlises da atividade da enzima acetolactato sintase. Trés plantas T,
foram confirmadas para a presenca dos genes e foram transferidas para vasos
adubados e foram aclimatadas em casa de vegetacdo. Suas progénies estdo sendo
analisadas para detectar a presenca do gene inserido e o seu fator de segregacao,
para em seguida realizar bioensaios em relacdo a resisténcia ao caruncho Z.
subfasciatus.

Apoio: Cenargen e Capes/UnB.
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101 - MECANISMO MOLECULAR DE RESPOSTA A SECA MEDIADA POR ABA EM
CLONES DE Coffea canephora [Molecular mechanism of ABA mediated
responses to drought in Coffea canephora clones]

Cotta, M.G."; Marraccini, P.%; Bocs, S.% Rego, E.C.S.%; Aquino, S.0.% Carneiro, F.A.;
Costa, T.S.% This, D.% Andrade, A.C.”

O déficit hidrico € um dos principais fatores abitticos que afeta a producdo e a
qualidade dos grédos de café. Como consequéncia do aquecimento global, as areas
cafeeiras estdo sendo geograficamente deslocadas, sendo imprescindivel o
desenvolvimento de variedades melhor adaptadas as condi¢cdes climaticas
desfavoraveis. Clones tolerantes de C. canephora tém sido caracterizados como
plantas vigorosas e produtivas durante anos em condi¢des de déficit hidrico. O acido
abscisico (ABA) é um fito-horménio que age como regulador central na resposta das
plantas a seca. Recentemente, novos receptores intracelulares envolvidos na
percepcéo e sinalizagdo deste horménio foram identificados em Arabidopsis thaliana.
Um mecanismo de transduc¢éo de sinal de ABA foi proposto,o qual envolve um sistema
tripartite de proteinas composto (1) das proteinas receptoras PYR/PYL/RCAR,
(2)dasfosfatases PP2C (regulador negativo) e (3) das quinases SnRK2 (regulador
positivo). O objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar 0os genes
ortélogoscodificando as proteinas dessesistema tripartite em C. canephora. Com este
proposito, as sequéncias de Arabidopsis, uva, tomate, citrus e arroz foram utilizadas
como query para identificacdo de genes candidatos no genoma de Coffea canephora
recentemente sequenciado, por meio dos programas de busca de homologia BLASTp
e tBLASTNn.24 genes candidatos foram identificados, sendo 9 genes receptores, 6
fosfatases e 9 quinases. Os dominios protéicos caracteristicos das respectivas
familias foram tamben identificados. As andlises filogenéticas permitiram classificar
essas proteinas nas subfamilias esperadas na outras plantas superiores. A estrutura
desses genes candidatos foi elucidada e eles foram funcionalmente anotados no
genoma de referéncia de C. canephora. Por meio de analises in silico, foi observada
uma expressao diferencial desses genes em diferentes tecidos tais como folhas,
frutos, raizes e o6rgaos florais. Os genes candidatos apresentam-se tambem
diferencialmente expressos em raizes de clones tolerantes (Ccl4, Cc73, Ccl120) e
sensivel (Cc22) a seca de C. canephora Conilon cultivados em condicdo de déficit
hidrico. Tais resultados contribuem para elucidar o determinismo genético da
tolerAncia & seca, essencial para obter marcadores moleculares que podem ser
utilizados em programas de melhoramento do cafeeiro.

Apoio: Consorcio Pesquisa Café, CIRAD e Capes Cofecub.
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102 - OTIMIZAGAO DA TECNICA DE GC/MS ACOPLADA A “HEADSPACE”
ESTATICO PARA DISCRIMINAR E IDENTIFICAR COMPOSTOS VOLATEIS DE
PLANTAS TOXICAS BRASILEIRAS [Optimization of a GC/MS coupled to static
headspace technique for discriminate and identify volatile compounds from toxic
Brazilian plants]

Rocha, M.R.:; Murray, G.%; Grossi-de-S&, M.F.%; Rocha, T.L.% Polez, V.L.P.}2

IntoxicagBes por plantas sdo responsaveis por prejuizos econdémicos significativos na
pecuaria em varias regidées do mundo. No Brasil, plantas toxicas podem matar mais do
que raiva e botulismo alcancando até um milhdo de Obitos anualmente, portanto
acarretando grandes perdas econfmicas para o setor. A planta Palicourea marcgravii
€ conhecida por sua ampla distribuicdo, alta toxicidade, e também pelo efeito
cumulativo no organismo do animal. O objetivo do presente trabalho foi otimizar um
método de extracdo e cromatografia que possibilite a obtencdo de diferentes
compostos volateis da planta P. margravii. O uso de métodos de extragéo distintos é
uma importante estratégia para a obtencdo de compostos quimicos néo identificados
anteriormente. Folhas de P. marcgravii foram coletadas diretamente do campo e
colocadas logo em seguida em frascos com tampas de rosca (headspace). Apos este
procedimento os volateis foram submetidos a cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS) a fim de investigar os efeitos de temperatura sobre
a biomassa (area de superficie das folhas). O aprimoramento da manutencdo dos
volateis pelo uso de tampas de rosca, da temperatura (45°C) e também das condi¢des
do GC/MS se fez necessario para um melhor aproveitamento do “headspace”. A
identificacdo dos compostos presentes no “headspace” foi realizada utilizando-se o
programa AMDIS (Atomic and Molecule Data Information System) e a biblioteca virtual
NIST (Instituto Nacional de Padr6es e Tecnologia). Os resultados para as variaveis
utilizadas propiciaram a obtencdo de cromatogramas com picos de diferentes
intensidades. O pico de maior intensidade, ou seja, com maior concentracdo do
componente da amostra, levou a obtencdo de um espectro de massa com
correspondéncia na biblioteca NIST de mais de 90% para um composto volatil
derivado do acido salicilico. Este possui acdo repelente contra carrapatos e
desempenha um importante papel na ativacdo de respostas de defesa de inUmeras
plantas. Além disso, € um composto com relativa toxicidade sendo letal por ingestéo e
absorcdo pela pele quando em concentracdes elevadas. O uso da técnica de
“headspace” juntamente com GC/MS permitiu a obtencdo de perfis cromatogréaficos
para um melhor entendimento da planta P. marcgravii, e podera ser utilizada como
uma ferramenta para estudos de outras espécies de plantas brasileiras.
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103 - OTIMIZACAO DE PROTOCOLO PARA PRODUCAO DE PLANTAS
COMPOSTAS DE UMA CULTIVAR BRASILEIRA DE AMENDOIM MEDIADO POR
TRANSFORMACAO COM Agrobacterium rhizogenes [Optimization protocol for
production of composite plants of a Brazilian cultivate of peanut mediated by
Agrobacterium rhizogenes]

Martins, A.C.Q.%; Oliveira, T.N.%; Guimardes, L.A.%; Brasileiro, A.C.M.*; Guimaraes,
P.M.*

O amendoim é uma das oleaginosas mais cultivadas em todo o mundo possuindo alto
valor nutricional, mas é suscetivel a condicdbes ambientais adversas, pragas e
doencas, com perdas muito grandes decorrentes da a¢do de patégenos, o que leva ao
aumento no uso de agroquimicos para o controle dessas pragas. Com o0 avango has
tecnologias de sequenciamento, uma grande quantidade de sequéncias tem sido
disponibilizada, provenientes de diferentes tecidos de amendoim submetidos a
distintos tratamentos. Porém, para a maioria das sequencias identificadas, pouco se
sabe sobre sua fungdo bioldgica e até mesmo sobre os mecanismos de controle
genético das principais caracteristicas agrondmicas. A transformacao genética € uma
excelente ferramenta para piramidacdo genética de caracteristicas de interesse
agrondmico e validagdo de genes candidatos. No entanto, 0 amendoim é uma espécie
recalcitrante, o que dificulta estudos com transformacdo genética. Varios métodos de
transformacgédo testados em amendoim mostraram-se muito laboriosos, demandando
muito tempo e com baixa eficiéncia de transformacdo. Ao contrario disso, a
transformacdo de plantas compostas de amendoim induzidas por Agrobacterium
rhizogenes (bactéria causadora de raiz em cabeleira), tem-se mostrado um sistema de
transformacdo simples, genotipo independente, eficiente e rapido, propiciando sua
aplicacdo em estudos de transducdo de sinais, interacdo planta-patdégeno, validacao
funcional de genes, dentre outros. Com isso, 0 objetivo desse trabalho foi obter raizes
transgénicas de A. hypogaea cv. IAC 886 utilizando a cepa K599 de A. rhizogenes
contendo o vetor binério pPZP_201BK_EGFP_RLP 2 para transformacédo de planta
composta. A eficiéncia de transformacdo de plantas compostas, apos 45 dias, foi de
aproximadamente 60%, confirmadas pela expressao do gene GFP (Green Fluorescent
Protein). Essa estratégia de transformacao podera ser utilizada para avaliar o potencial
do gene como candidato para conferir tolerdncia a estresses abioticos e resisténcia a
fitopatdgenos.

Apoio: Cenargen e CNPg/UnB.
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104 - PERFIL DE EXPRESSAO DE GENES CANDIDATOS EM GENOTIPOS
CONTRASTANTES DE Arachis DURANTE INFECCAO COM Meloidogyne arenaria

Oliveira, T.N.}; Guimaraes, L.A.%; Martins, A.C.Q.%; Morgante, C.V.*: Guimaraes, P.M.®;
Brasileiro, A.C.M.®

O nematdide das galhas (Meloidogyne spp.), parasita de raizes, desenvolveu
sofisticadas estratégias para infectar plantas, causando perdas de produtividade em
todo o mundo. Fontes de resisténcia para M. arenaria, a espécie de nematéide mais
prejudicial ao amendoim (Arachis hypogaea), foram identificadas em seus parentes
silvestres A. cardenasii, A. batizocoii e A. stenosperma. Até o presente momento, a
resisténcia a M. arenaria em amendoim foi introduzida a partir de uma Unica fonte,
vinda de A. cardenasii. No entanto, o mecanismo de resisténcia dos parentes
silvestres de amendoim contra este fitoparasita ndo foi determinado. Com o objetivo de
identificar novas fontes de resisténcia a M. arenaria e contribuir para a elucidagdo dos
mecanismos genéticos e moleculares que levam A. stenosperma a reagdo de
hipersensibilidade em resposta a infeccdo por M. arenaria, oito bibliotecas de cDNA
foram construidas a partir de raizes de A. stenosperma (acesso V10309) inoculadas
com M. arenaria em 3, 6 e 9 dias apds a infeccdo (DAI). Essas bibliotecas foram
sequenciadas usando a plataforma Illumina Hi-Seq 2000 e 38.241.633 leituras foram
produzidas com um tamanho médio de 200 bp a partir das quais foram montados
44.133 contigs. Analises in silico e por RT-gPCR revelaram que 22 genes se
expressaram diferencialmente em raizes inoculadas de A. stenosperma em relagéo ao
seu controle ndo inoculado. A expressao diferencial desses genes foi entdo avaliada
por RT-gPCR em uma cultivar suscetivel de A. hypogaea (cv. Runner), inoculado com
M. arenaria em um “pool” de amostras coletadas em 3, 6 e 9 DAI. Alguns dos 22
genes candidatos mostraram um perfil de expressao oposta na cultivar suscetivel de
A. hypogaea em relacdo ao gendtipo resistente A. stenosperma, o que poderia indicar
seu papel potencial na reacéo de hipersensibilidade ao nematoide.

Apoio: Embrapa, CNPq, FAP-DF e Generation Challenge Program.
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105 - APRODUQAO DE PLANTAS TRANSGENICAS DE TOMATEIRO COM
TOLERANCIA AO HERBICIDA CONTAIN® [Production of transgenic tomato
plants with tolerance to the herbicide Contain®]

Silva, S.B.; Carrijo, J.% Lacorte, C.2

O tomate (Solanum lycopersicum) € uma das hortalicas de maior importancia
cultivadas no Brasil. Cerca de 60.000 ha/ano de tomate s&o cultivados em diversas
regibes do pais, com uma producdo de 3 milhdes de toneladas. A incorporagédo de
caracteristicas de valor agronémico a cultura do tomateiro, como a tolerancia a
herbicidas, por exemplo, pode contribuir para a reducao no custo de producdo desta
hortalica, em funcdo da crescente escassez de mao de obra nas areas produtoras.
Desta forma, o objetivo deste trabalho € testar a tolerancia ao herbicida Contain® em
plantas transgénicas de tomateiro. A sequéncia do gene Ahasmutado foi clonado ao
vetor pCambia2300, no sitio de restricdo Xhol. Apds clonagem e caracterizagao
molecular em Escherichia coli, o vetor pCambia2300-ahas foi transformado em
Agrobacterium tumefaciens (linhagem EHA105) por eletroporagdo. Sementes da
variedade modelo Microtom foram germinadas e explantes de cotilédones inoculadas
com A. tumefaciens. Os explantes foram colocados em meio de cocultura (meio MS 1
mg/L de benzilaminopurina — BAP), por dois dias. Ap6s este periodo os explantes
foram transferidos para meio de selecdo contendo horménio de crescimento Zeatina (1
mg/L), o antibiético Tioxin (ticarcilina disédica/clavulanato de potassio - 300 mg/L), e
um agente de selec¢do (100 mg/L de canamicina ou 0.04 uM de Contain®) e cultivados
em camara de crescimento com fotoperiodo de 16 horas. Com o aparecimento de
calos e brotos, estes foram transferidos para meio de cultura sem reguladores de
crescimento, para enraizamento. Plantulas regeneradas in vitro foram analisadas por
PCR, aclimatadas e transferidas para casa de vegetacdo, para a producdo de
sementes. Sementes da geracdo F1 foram germinadas e, ap6s 20 dias pulverizadas
com o herbicida Contain®©, juntamente com plantas controle (ndo transgénicas).
Plantas transgénicas de tomaterio foram tolerantes na concentragdo correspondentes
a 200 mg/h4, o que representa o dobro da concentragdo necesséria para inibicdo do
crescimento das plantas ndo transgénicas.
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106 - PROLINA COMO UMA MEDIDA DE ESTRESSE NAS PLANTULAS IN VITRO
CAUSADO POR TEMPERATURA BAIXA E SORBITOL NO MEIO DE CULTURA
[Proline as a measure of stress on in vitro plantlets caused by low temperature
and sorbitol in culture medium]

Lemos, F.0.%; Luz, T.C.L.A.% Matsumoto, K.2

A conservacgdo in vitro de germoplasmas vegetais € um método que contribui para
reducdo de riscos de extingdo das espécies, no caso de desastres climéticos, ataques
de pragas, doencgas, entre outros. Além disso, contribui para aumento da producéo de
diversas espécies e pode facilitar o intercambio dos germoplasma quando necessario.
Ao conservar germoplasma in vitro é feita uma monitoracdo para acompanhar o
crescimento de caule, formacao de raizes e outros fatores, verificando assim o periodo
necessario para serem subcultivados. A reducdo do crescimento e 0 aumento da
durabilidade das plantas permitem um maior periodo de conservagdo prolongando
assim o tempo de subcultura, sendo esse o0 objetivo da pesquisa. Inoculou-se o0s
segmentos nodais de 10 a 15 mm da planta Pfaffia glomerata em tubos de ensaio com
dois tipos de meio de cultura MS, um acrescido de sorbitol e outro sem sorbitol. Apés a
inoculagéo, as culturas foram deixadas por trés semanas na camara de crescimento
(25°C) com luz de 30 pmol/m?s e 12 horas de fotoperiodo. Ap6s esse periodo os
tubos com plantulas foram transferidos para as camaras de conservagdo de 25°C,
20°C e 7°C. As andlises de prolina foram realizadas através de leitura em
espectrofotbmetro, apos um e trés meses de cultivo. O tratamento com meio de cultura
MS adicionado de 40 g¢g/L de sorbitol e temperatura de 7°C, apresentou maior
concentragdo de prolina e crescimento reduzido sem amarelecimento foliar que os
demais tratamentos. O sorbitol no meio de cultura e a temperatura de 7°C promoveu
maior estresse as plantulas in vitro resultando em maior acimulo de prolina nos
tecidos reguladores de osmoralidade nas plantas. O nivel da prolina variou
dependendo dos acessos de germoplasma, sugerindo que a tolerancia aos estresses
esteja controlada geneticamente.
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107 - PROSPECCAO E AVALIACAO DE EXTRATOS OBTIDOS A PARTIR DE
PLANTAS DA FAMILIA SOLANACEAE VISANDO AO CONTROLE DE Meloidogyne
incognita [Prospection and evaluation of extracts obtained from Solacaneae
plants aiming to control Meloidogyne incognita]

Silverio, B.C.%; Soll, C.B.% Costa, T.G.%; Polez, V.L.P.* Rocha, T.L.°

O Brasil exerce atualmente um papel fundamental na agricultura mundial; porém, parte
da producdo do pais esta sendo prejudicada e dizimada pelo ataque de
fitonematoides. A espécie Meloidogyne incognita se destaca por causar galhas que
diminuem a eficiéncia das raizes das plantas, acarretando baixa produtividade e
rentabilidade do material cultivado. Essa espécie de nematoide causa prejuizos anuais
a culturas de algodao, café, feijao e soja. Para o controle deste fitonematoide, algumas
alternativas tém sido utilizadas, como a aplicacdo macica de defensivos agricolas
sintéticos. Contudo, esta estratégia gera efeitos bastante adversos para o solo e para
0 préprio produtor agricola. A preocupacdo da comunidade cientifica, bem como da
sociedade, vem crescendo em relagdo aos problemas ambientais. Neste contexto,
muitas pesquisas tém sido realizadas visando a obtengcdo de produtos naturais
biocidas. Assim, 0 objetivo deste trabalho esta centrado na prospeccao de extratos
vegetais nematotdxicos que apresentam atividade nematicida e/ou nematostética para
o controle de M. incognita. Para tanto, sementes de quatro plantas distintas
pertencentes a familia Solanaceae foram trituradas, e sete gramas de cada material
foram transferidos para tubos Falcon de 50 mL e posteriormente ressupensos em 40
mL de &gua destilada. Apés este procedimento, os tubos foram mantidos sob agitacéo
na camera fria por 12 horas, e 0 homogeneizado foi coado individualmente em gaze.
Os filtrados foram coletados e centrifugados por 60 minutos a 10.000 g, sob 4°C, e os
sobrenadantes filtrados com o auxilio de um filtro de membrana de 0,45 uym e
liofilizados. Bioensaios foram realizados em triplicata com o volume final de 500 uL.
Em cada microtubo, foram adicionados 60 juvenis de segundo estadio (J2), além do
extrato aquoso na concentracao final de 1 mg/mL; como controle positivo, foi utilizado
alcool 70%, e como controle negativo agua destilada. Apds 48 horas em temperatura
ambiente, foi realizada a contagem dos J2, o que demonstrou a paralisacdo de todos
0s juvenis em todas as amostras testadas. Em seguida, foi realizado o ensaio de
recuperacao, que consistiu na centrifugacdo e subsequente lavagem de cada uma das
amostras por trés vezes e na manutencdo dos nematoides em H,O4 por mais 12
horas. ApOs este procedimento, foi processada novamente a contagem dos
nematoides. Os extratos das plantas 1, 2, 3 e 4 mantiveram, respectivamente, 72%,
89%, 69% e 100% dos J2 paralisados e vacuolizados, confirmando o efeito
nematicida. Os resultados obtidos neste estudo revelam que extratos de sementes de
plantas da familia Solanaceae sao candidatos potenciais para o0 controle de
Meloidogyne incognita.
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108 - REGENERAQAO E TRANSFORMAS;AO GENETICA DE CALOS
EMBRIOGENICOS DE Elaeis spp. (DENDE) [Regeneration and genetic
transformation of embryogenic calli from Elaeis spp. (palm oil)]

Maia, F.C.0."; Andrade, C.M.%, Cabral, G.B.%; Aragéo, F.J.L.°

A espécie Elaeis guineensis (dendezeiro africano), planta monocotiledbnea
pertencente a familia Aracaceae, € oriunda da Africa ocidental e desde entdo tem se
espalhado por diversos paises. A cultura de tecidos vegetais oferece grandes
vantagens, sendo muito importante para a propagacao vegetativa do dendezeiro. Além
disso, a possibilidade de regenerar células ou tecidos transformados com genes de
interesse tem sido empregada para producéo de plantas comerciais e multiplicacédo de
parentais. Calos embriogénicos foram induzidos a partir de embribes zigéticos
maduros do genotipo C2528, em meio MS modificado (MIC — Meio de Inducdo de
Calos), de acordo com Teixeira et al. (1995). Parte dos calos embriogénicos obtidos
esta sendo cultivada em subsequentes meios para a conversao de embrides
somaticos em plantulas; enquanto que, outra parte estd sendo repicada para
proliferacdo dos calos embriogénicos, e foram utilizados nos experimentos de
transformacgdo genética via biobalistica. Calos embriogénicos foram bombardeados
com os vetores pActlD, PBI426 e pAHC27, contendo o gene gus dirigido pelo
promotor pActl (actina de arroz), promotor 35S do CAMV e o promotor pUbil
(ubiquitina de milho), respectivamente. A forca do promotor foi avaliada pela
expressdo da GUS em teste histoquimico trés dias apés o bombardeamento. As
condigbes fisicas para o bombardeamento de calos embriogénicos e embribes
zig6ticos de dendé foram avaliadas, assim como a curva de selecdo com o herbicida
glifosinato de amoénio para selecionar embrides transformados. Assim sendo, um
sistema de selecdo foi estabelecido, e sera possivel selecionar células de dendé
transformadas que irdo formar embribes soméaticos e plantulas geneticamente
modificadas.

Apoio: Cenargen e CNPq.
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109 - REVISAO CITOTAXONOMICA DO GENERO Axonopus, SERIE Axonopus
(POACEAE) DOS BIOMAS PAMPA, PANTANAL E MATA ATLANTICA
[Cytotaxonomic review of Axonopus, series Axonopus (Poaceae) from the
Pampa, Pantanal and Atlantic Forest Biomes]

Silveira, A.D.%; Pozzobon, M.T.% Santos, S.%; Custodio, A.R.* Valls, J.F.M.®

O género Axonopus é um dos componentes importantes da diversidade da vegetacao
campestre brasileira. Apesar da disponibilidade de conhecimento sobre o modo de
reproducdo de varias espécies da série Axonopus, tratamentos taxondmicos recentes,
com abrangéncia regional variavel, baseiam-se apenas na analise morfoldgica,
desprezando as conclusGes de analises reprodutivas prévias. Com o objetivo de
homogeneizar o conhecimento para os trés biomas e estabelecer um padrédo que gere
uma conceituacdo segura das espécies, foram analisados materiais de espécies da
série Axonopus: A. affinis, A. compressus, A. fissifolius, A. jesuiticus, A. marginatus, A.
obtusifolius, A. polystachyus e A. purpusii, além de eventuais novos taxons. O estudo
englobou a revisdo de herbarios, viagens de coleta de germoplasma, observagdes das
populagbes a campo, estabelecimento de cole¢bes de plantas vivas, estudos
citogenéticos e aplicacdo de descritores morfologicos. A analise conjunta dos dados
permitira refutar a sinonimizacdo considerada inadequada de A. affinis sob A.
fissifolius, A. jesuiticus sob A. compressus e de A. obtusifolius sob A. furcatus.
Resultados preliminares da analise morfolégica mostram caracteristicas evidentes da
separacao destas espécies. Axonopus fissifolius (2n=40) possui espiguetas de menor
porte em relagdo a A. affinis (2n=80) e, além disto, pode-se observar a base da
espigueta formando duas estruturas pontiagudas, caracteristica nao observada em A.
affinis. Em A. jesuiticus (2n=40), tem-se a presenca de inovagdes extravaginais,
ausentes em A. compressus (2n=60). Ao contrario de A. compressus, A. jesuiticus
possui laminas glabras, além da diferenca na coloragdo da antera e do estigma,
ambos roxos em A. jesuiticus, amarelo e branco, em A. compressus. Em A.
obtusifolius (2n=100), a inflorescéncia €é subconjugada com dois racemos
distanciados, o que ndo acontece em A. furcatus (2n=40), cuja inflorescéncia mostra
racemos conjugados.

Apoio: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e CNPg/Capes/UnB.
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110 - SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA
PRODUZIDAS POR SINTESE VERDE A PARTIR DE EXTRATOS DAS FOLHAS DE
SUCUPIRA BRANCA (Pterodon emarginatus) [Synthesis and characterization of
silver nanoparticles produced by green synthesis from extracts of white
sucupira leaves (Pterodon emarginatus)]

Oliveira, G.Z.S.:; Lopes, C.A.P.% Silva, L.P.2

A producdo de nanoparticulas metalicas por rotas de sintese verde consiste na
utilizacdo de extratos de plantas ou de outros organismos vivos que contém moléculas
capazes de atuar como agentes redutores e estabilizantes desse processo, de modo a
diminuir ou eliminar a utilizacdo de solventes e reagentes toxicos que representam
ameacas a saude humana e ao meio ambiente. Com base nisso, 0 presente estudo
teve o objetivo de realizar a sintese, a caracterizacdo e 0 monitoramento da
estabilidade de nanoparticulas de prata produzidas utilizando extratos de folhas de
sucupira branca (Pterodon emarginatus). Dessa forma, inicialmente os extratos foram
preparados utilizando a proporcdo de 1 g de folhas trituradas (5 x 5 mm) para 5 mL de
agua ultrapura (Milli-Q) e levados a fervura por 2 minutos. Posteriormente, a solugéo
aquosa de nitrato de prata (concentragdo final de 1 mM) foi adicionada nas
concentracbes de 5%, 10% e 20% dos extratos aquosos para a formacdo das
nanoparticulas (NPsSB). As reacdes foram submetidas a temperatura de 75°C e
monitoradas cineticamente por leituras espectrofotométricas (425 nm) durante 150
minutos. Em seguida, as amostras foram caracterizadas por meio das técnicas de
espalhamento de luz dindmico (DLS), potencial Zeta de superficie, microscopia de
forca atdmica (AFM) e microscopia eletronica de transmissédo (MET). Por fim, para o
monitoramento da estabilidade desses sistemas foram realizadas analises por DLS
uma vez por semana ao longo de 4 semanas. Foi observado que dentre as
concentragdes investigadas a que apresentou maior capacidade de biorredug¢do dos
fons de prata foi a de 10%, atingindo absorbancia maxima, apés 30 minutos de
reacao; esta por sua vez foi 40% maior que a concentragcdo de 5% e 20% maior que a
concentracéo de 20%. Por DLS essas NPsSB apresentaram didmetros hidrodindmicos
de 66,58 + 1,63 nm, indice de polidispersividade (Pdl) de 0,371 + 0,014 e potencial
Zeta de -33,3 = 2,7 mV. Quanto aos diametros secos obtidos por técnicas de
investigacdo microscopicas, as analises por AFM e MET apontaram altura média de
33,96 nm e didametro médio de 33,2 nm, respectivamente. J& em relacdo a estabilidade
durante o periodo de armazenamento foi observado que as diferentes concentracées
de extrato testadas para producdo de NPsSB ndo apresentaram alteracbes
consideraveis de tamanho e de potencial Zeta. A partir desses resultados é possivel
inferir que os extratos aquosos das folhas de sucupira branca sdo capazes de induzir o
processo de formacao de particulas de prata em escala nanométrica com consideravel
estabilidade, as quais podem ser propicias para avaliacao do seu potencial terapéutico
em patologias cutdneas, como é o0 caso de céanceres de pele, levando em
consideracdo que as NPsSB apresentam dimensdes capazes de atravessar 0s
espacos intercelulares das células do extrato corneo (100 nm3), podendo dessa forma
alcancar camadas mais profundas do tecido epitelial.
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111 - SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA UTILIZANDO
EXTRATO AQUOSO DE FOLHAS DE Caryocar brasiliensis [Green synthesis of
silver nanoparticles using aqueous extract of Caryocar brasiliensis leaves]

Bonatto, C.C.%: Reis, I.G.%; Marina, C.L.F.>; Ramada, M.H.S.*: Abrdo, F.Y.%: Soll, C.B.2;
Polez, V.L.P.% Silva, L.P.”

Sintese verde é o nome comum dado as rotas de sintese relativamente atéxicas, que
utilizam reagentes quimicos biodegradaveis e de custo baixo para sintetizar
nanomateriais, tendo como iniciador da rota, um organismo bioldégico ou parte dele.
Caryocar brasiliensis Camber (pequizeiro) é uma espécie arbdrea nativa do bioma
Cerrado com importancia econémica consideravel. Sendo assim, a utilizacdo de
extrato aquoso de folhas de pequizeiro como agente redutor para sintese de
nanoparticulas de prata (NP-Ag) torna-se promissora. O objetivo do presente estudo
foi avaliar as propriedades Opticas, estruturais e biolégicas de NP-Ag sintetizadas
utilizando extrato aquoso das folhas de C. brasiliensis (CbNP-Ag). As CbNP-Ag foram
sintetizadas incubando o extrato aquoso das folhas de C. brasiliensis (10 pg/mL) e
AgNO; (1 mM) & 75°C por 3h. A sintese foi monitorada por espectrofotometria a 450
nm. As CbNP-Ag foram avaliadas por espectrofotometria de absorcéo, espalhamento
de luz dindmico, potencial Zeta de superficie e microscopia de forca atdbmica; e suas
possiveis atividades citotoxicas foram investigadas in vitro por meio de ensaios de
concentracdo inibitéria minima do crescimento (MIC) de bactéria (Escherichia coli -
ATCC 25922) e fungo (Candida albicans - ATCC 90028); e ensaio de viabilidade
celular por MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio) em E. coli,
fibroblastos (NIH3T3) e cancer de mama murino (4T1), e nematoides (Caenorhabditis
elegans). Adicionalmente, as CbNP-Ag foram imobilizadas em superficies internas de
microtubos de polipropileno que foram utilizados em ensaios de inibicdo do
crescimento de C. albicans. As CbNP-Ag sintetizadas apresentaram forma esférica e
didametro médio de 59,0 + 2,0, indice de polidispersividade de 0,461 + 0,012, e
estabilidade coloidal moderada de -24,3 + 3,4 mV. As CbNP-Ag apresentaram MIC
para E. coli e C. albicans de 8 uM e 64 uM, respectivamente. As CbNP-Ag diminuiram
significativamente a viabilidade de E. coli, células de cancer de mama e fibroblasto em
40%, 25% e 15% respectivamente, e de C. elegans em 70%. As CbNP-Ag
imobilizadas reduziram em 60% o crescimento do fungo C. albicans. Um método de
sintese em uma Unica etapa, eco-amigavel e de custo baixo foi desenvolvido para
produzir NP-Ag utilizando extrato de folhas de pequizeiro e as NPs apresentaram
forma esférica, tamanho reduzido e propriedades antibacteriana, antifungica,
antitumoral e nematicida.
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112 - TESTES DE VIGOR PARA DETECCAO DE NIVEIS PRECOCES DE
DETERIORACAO EM BANCO DE SEMENTES [Vigor test for early detection of
deterioration levels in seed bank]

Braga, J.S.'; José, S.C.B.R.% Padua, J.G.%; Queiroz, A.P.*

O teste de germinacao utilizado na avaliacdo da viabilidade das sementes nos Bancos
de Germoplasma detecta apenas estadios finais da deteriora¢édo, nao evitando a perda
de sementes e conseqientemente perda de alelos e genoétipos por erosdo genética. O
objetivo do trabalho foi utilizar testes de vigor capazes de identificar niveis precoces de
deterioracdo em sementes armazenadas. Sementes de soja e cevada foram
envelhecidas artificialmente, obtendo-se trés lotes de sementes, incluindo sementes
ndo envelhecidas. As sementes, ap0s secagem, foram armazenadas nas
temperaturas de 10°C, -20°C e -196°C. Nos periodos de 5, 9 e 12 meses de
armazenamentoforam realizados os testes de germinacdo e vigor pelo indice de
velocidadede germinacdo e teste de condutividade elétrica. Ao longo do
armazenamento ndo houve diferengas na qualidade fisioldgica das sementes para o
mesmo tratamento. No caso de soja, 0 armazenamento em nitrogénio liquido, a -
196°C, nado foi adequado para a conservacdo das sementes, nas condicbes desse
experimento. O indice de velocidade de germinacdo foi um teste eficiente em
discriminar os lotes de sementes de soja e cevada com diferentes qualidades
fisiologicas ao longo do armazenamento, detectando estagios iniciais de deterioracao.
Esse teste torna-se uma alternativa vidvel na tomada de decisdo no processo de
regeneracgdo dos acessos das Colegoes.
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113 - VIABILIDADE POLINICA EM ACESSOS DE Mesosetum STEUD. (POACEAE)
[Pollen viability in accessions of Mesosetum Steud. (Poaceae)]

Ribeiro, A.R.0.%: Cardoso, A.G.T.% Guimardes, R.M.G.%: Oliveira, R.C.* Valls, J.F.M.%;
Pozzobon, M.T.®

Mesosetum Steud. é um género Neotropical com 25 espécies, 21 das quais citadas
para o Brasil. O potencial forrageiro inerente a alguns representantes de Mesosetum
indica importante alternativa para substituicdo de gramineas exoticas africanas.
Mesosetum chaseae, conhecida como “grama-do-cerrado”, € uma espécie autéctone
que se destaca pela alta producdo de massa verde, palatabilidade, composicdo
quimico-bromatolégica e adaptacdo as condigbes edafoclimaticas do Cerrado e
Pantanal brasileiro. Entretanto, o uso agronbémico de espécies nativas requer
informacgfes acerca da viabilidade polinica e outros parametros reprodutivos. Dados
sobre viabilidade polinica séo restritos a diferentes populacdes de M. chaseae com
2n=16 cromossomos e meiose regular e variam de 60 e 90% de polen viavel. Visando
a ampliar o conhecimento biol6gico das espécies de Mesosetum, o objetivo do
presente trabalho foi estimar a viabilidade do pélen associado ao numero
cromossodmico em distintas espécies e populacdes. Pélen proveniente de acessos
disponiveis na casa de vegetacdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e
da Universidade de Brasilia foi corado com carmim-acético 2%, imediatamente apés a
antese. Gréos de polen vazios, mal corados ou mal formados foram considerados
inviaveis. A viabilidade foi estimada para cinco acessos: dois de Mesosetum ansatum
(Trin.) Huhlm (2n=8) provenientes de Mato Grosso, um de M. compressum Swallen
(2n=16) proveniente de Pernambuco, um acesso de M. elytrochaetum (Hack.) Swallen
(2n=24) de Goias e um acesso de M. rottboellioides (Kunth) Hitchc. (2n=20) de Minas
Gerais. Para cada acesso foram examinadas cinco laminas e contados, no minimo,
1000 graos de pdélen em cada lamina. Obteve-se uma porcentagem média de pélen
viavel de 98,77% em M. ansatum, 91,70% em M. compressum, 93,21% em M.
elytrochaetum e 95,05% em M. rottboellioides. Independentemente do numero
cromossdmico, todos os acessos analisados apresentaram alta viabilidade polinica.
Isso pode ser explicado pela estabilidade meidtica dos acessos, analisada
anteriormente. A andlise da viabilidade polinica em novas popula¢cdes complementada
com estudos de saco embrionario sera fundamental para ampliar o conhecimento
reprodutivo das espécies de Mesosetum.
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114 - DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE NANOESTRUTURAS
CONTENDO ACETATO DE RETINOL, UM PRECURSOR DA VITAMINA A
[Development and characterization of nanostructures containing retinol acetate,
a vitamin A precursor]

Silva, A.B.%; Silva, L.P.2

A vitamina A é um composto lipossoluvel sensivel que deve ser preservado de
agentes pro-oxidantes que podem afetar a sua integridade quimica e reduzir os seus
beneficios fisiologicos. Para tanto, a nanoestruturacdo é uma abordagem alternativa
promissora a utilizacdo de sua forma livre. Com a encapsulac¢éo ou aprisionamento do
ativo em nanossistemas € possivel preservar as propriedades nativas deste tipo de
vitamina ou seus precursores, durante tempo prolongado ou mesmo permitir a sua
liberacdo de maneira sustentada. Os sistemas classicos desenvolvidos em
nanoencapsulamento baseiam-se em (i) formula¢cBes de base lipidica que aprisionam
as vitaminas e (ii) formula¢gdes que aprisionam as vitaminas na matriz de um polimero.
Estes sistemas podem constituir uma barreira fisicoquimica contra elementos pro-
oxidantes, tais como radicais livres, oxigénio, luz e radiacdo ultravioleta, e ainda
aprimorar a eficiéncia biolégica, aumentar o tempo de prateleira, controlar a liberacao
de componentes ativos e prevenir o aparecimento de efeitos colaterais adversos. O
objetivo do presente estudo foi desenvolver nanoestruturas aprisionando acetato de
retinol, um precursor da vitamina A. Todos os procedimentos foram realizados sob
condicdo de pouca luz (escuro). Uma amostra de acetato de retinol foi adquirida em
farmécia magistral local. A identificagdo do acetato de retinol foi realizada com
sucesso por meio de espectrometria de massa MALDI-TOF. Elaborou-se emulsfes do
tipo 6leo em 4gua com a proporc¢éo 1:10 (Tween 20/6leo), emulsionadas com o auxilio
de ultraturrax variando o tipo de Oleo, tempo e velocidade de emulsificacdo. As
suspensbes foram analisadas sensorialmente e quanto ao indice de
polidispersividade, carga de superficie, Z-average e diametro hidrodindmico (pelo
namero) utilizando espectroscopia de fotocorrelacdo e potencial Zeta de superficie.
Nanoparticulas também foram sintetizadas por nanoprecipitagdo. O polimero utilizado
foi a quitosana, um subproduto agropecuario oriundo da desacetilacdo da quitina da
carapaca de crustaceos. A suspensao resultante foi submetida a analises semelhantes
aquelas descritas para as emulsfes. Em seguida, em fungdo das caracteristicas
observadas, as nanoparticulas foram submetidas a ultraturrax em quatro diferentes
condi¢cbes e analisadas novamente. As emulsdes apresentaram-se polidispersas, com
instabilidade coloidal insipiente e Z-average em nanoescala. As nanoparticulas obtidas
por nanoprecipitacdo apresentaram baixa polidispersidade, boa estabilidade coloidal e
didametro hidrodindmico em nanométros. Apés quebra por ultraturrax houve aumento
da polidispesidade e mudanca no perfil das classes de tamanho das nanoparticulas.
As duas rotas de sintese demonstraram ser op¢Bes para a obtencdo de
nanoestruturas capazes de aprisionar o acetato de retinol. Contudo ambas ainda
requerem aperfeicoamentos para aplicagbes em filmes comestiveis e outras
demandas por vitamina A.
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115 - OTIMIZA(;AO DE PROTOCOLO PARA AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE
DE NANOPARTICULAS METALICAS [Protocol optimization for evaluation of
cytotoxicity of metal nanoparticles]

Reis, I.G.:; Bonatto, C.C.% Marina, C.L.F.%; Soll, C.B.* Polez, V.L.P.%: Silva, L.P.°

Nanoparticulas sintéticas abrangem uma extensa area de aplicabilidade incluindo
sistemas de entrega de drogas, protetores solares, embalagens de alimentos e
sensores. Contudo, ndo se tem conhecimento suficiente da potencial toxicidade néo
intencional, da interacao entre esses produtos e 0 ecossistema, e ainda pouco se sabe
sobre os efeitos fisiologicos que nanoparticulas de prata desencadeiam nos
organismos dos diferentes niveis troficos. Neste contexto, a citotoxicidade de
nanoparticulas tem sido extensivamente estudada, no entanto, varios desafios séo
encontrados devido a falta de protocolos padronizados. Diversas metodologias sao
utilizadas e um dos maiores desafios é identificar qual metodologia pode ser mais bem
empregada tendo como base as caracteristicas dos nanomateriais, minimizando assim
a formacéo de possiveis artefatos das técnicas. Visando avaliar duas metodologias,
ensaios de viabilidade celular por MTT ([3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium])
e avaliacdo de taxas de sobrevivéncia (Spot test) em Escherichia coli XL1 Blue foram
otimizados para investigar a potencial toxicidade in vitro de nanoparticulas de prata
sintetizadas a partir do extrato aquoso das folhas de Caryocar brasiliensis Camber
(CbNP-Ag). O primeiro € um teste de viabilidade enzimatica, que avalia a capacidade
gque a célula tem de metabolizar o MTT e o segundo teste avalia a taxa de crescimento
celular. A utilizacdo de dois protocolos diferentes corrobora para a validagdo dos
resultados ou a nulificagdo dos mesmos. Essa abordagem nos permitiu inferir se
estaria ocorrendo interacdo entre a metodologia do ensaio e as CbNP-Ag, o que
poderia desencadear em falsos resultados (positivos ou negativos). No caso das
CbNP-Ag o0 ensaio com MTT apresentou diminuicdo de 40% na viabilidade de E. coli e
0 Spot test também apresentou reducdo na capacidade de proliferacdo celular, ou
seja, os dois resultados mostraram que as CbNP-Ag apresentam potencial citotdxico
contra bactérias gram-negativas E. coli. Essas duas metodologias se mostraram
eficazes e complementares na avaliacdo da citotoxidade causada pelas CbNP-Ag,
sendo que a aplicabilidade a outros tipos de particulas sera avaliada em experimentos
futuros.
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116 - PRIMEIRO LABORATQRIO BRASILEIRO ACREDITADO PELO INMETRO
PARA AVALIACAO DE EFICACIA DE PRODUTOS BIOLOGICOS [First Brazilian
laboratory accredited by Inmetro for evaluating efficacy of biological products]

Posso, M.C.%; Praca, L.B.% Martins, E.S.%; Macedo, C.L.* Grisi, I.G.%; Castro, C.S.P.5;
Frazdo, H.”; Lima, L.H.C.% Ventura, M.°; Amaral, Z.P.*°; Santana, E.*; Monnerat,
R.G.%?

A avaliacdo da eficacia de produtos biol6gicos a um alvo especifico € um dos pré-
requisitos para se determinar sua qualidade e eficdcia e é imprescindivel para o
registro comercial desses no Brasil. A fim de prestar este servico com o
reconhecimento internacional de sua competéncia, o Laboratério de Bactérias
Entomopatogénicas (LBE) da Embrapa iniciou o processo de adequagcdo a norma
ABNT NBR ISO/IEC 17025 para acreditar seus ensaios de determinacao de toxicidade
de produtos a base de Lysinibacillus sphaericus e de Bacillus thuringiensis (Bt) a
mosquitos vetores de doen¢as humanas e de Bt a lepidopteros pragas. Esse processo
foi realizado em véarias etapas, iniciando pelo diagnéstico criterioso da infraestrutura e
funcionamento do laboratério. Foi detectado que havia a necessidade de um
mapeamento de todas as atividades, que foram posteriormente descritas,
acompanhadas, revisadas passo a passo e avaliadas por auditorias internas durante 7
anos. O resultado foi a elaboracdo dos seguintes documentos: 38 procedimentos
gerenciais, 31 procedimentos técnicos, 6 instrucdes técnicas, 38 procedimentos e
instrucdes de equipamentos, plano de calibracéo, listas de controle de registros e de
servigos criticos e diversos formularios ligados aos ensaios. Os equipamentos criticos
ligados as atividades dos ensaios passaram por qualificacdes, calibracdes e
manutencdes preventivas e corretivas além de toda a equipe ser treinada na 1SO
17025 e em técnicas de nocdes de laboratério. Em 2013, o LBE passou por uma
avaliacdo externa do Inmetro, Orgdo acreditador, recebendo um total de 20 néo
conformidades, o menor nimero ja aplicado em uma acreditacao desse tipo. Estas
foram todas solucionadas através da implementacdo de acdes corretivas e de
propostas de melhoria continua resultando, em 2014, na acreditagdo por este 6rgéao
para os ensaios citados acima, reconhecendo formalmente sua competéncia técnica.
Em torno de 40 laudos foram emitidos a partir de amostras enviadas para teste,
demonstrando a importancia dos servigos prestados.

Apoio: Cenargen e CNPg/UnB.
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1% Gestora Ambiental, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Amazobnia Oriental — 085

Café — 086

Cerrados — 038, 086

Gado de Corte — 099

Hortalicas — 012, 046, 055, 061

Informatica Agropecuaria — 086

Meio Norte — 002

Produtos e Mercados — 002

Quarentena Vegetal — 057, 066, 067

Recursos Genéticos e Biotecnologia — 001, 002, 003, 004, 005, 006, 007, 008,
009, 010, 012, 013, 014, 016, 017, 018, 019, 021, 022, 023, 025, 026, 027, 028, 030,
031, 032, 033, 034, 035, 036, 037, 039, 041, 042, 043, 044, 045, 047, 048, 050, 051,
052, 056, 058, 059, 060, 062, 065, 068, 071, 072, 073, 074, 075, 076, 078, 079, 080,
081, 083, 084, 086, 087, 088, 089, 092, 093, 094, 095, 096, 097, 098, 099, 100, 101,
102, 103, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 112, 113, 116

Semi-Arido — 104

Trigo — 057
Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz — 004
Faculdade Anhanguera de Brasilia — 008, 029, 050, 066, 067, 083, 112
Faculdades ICESP-Promove de Brasilia — 009, 068
FAP-DF - 018, 036, 037, 040, 055, 061, 069, 077, 104, 115
FAPEMIG - 015
Fundo Embrapa/Monsanto — 046
Generation Challenge Programme — 104
Grupo Agrosalgueiro — 029
IMAmt — 005, 009, 013, 027, 028, 042, 052, 058, 060, 065, 116
INRA-Franca — 014
Instituto Agrondémico de Campinas — 077
Instituto Agronémico de Pernambuco — 056, 069
Instituto Agronémico do Parana — 040
Instituto de Patologia Tropical e Sadde Publica — 111
Instituto Federal de Brasilia — 076, 099
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia-Café — 081, 086



Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia-Interacdo Planta Praga — 055, 061, 069
Max Planck-Berlim — 007

Unido Pioneira de Integracdo Social — 102

Universidad Nacional Autbnoma de México, Cuernavaca-Morelos — 042
Universidad Politécnica de Valencia-Espanha — 002

Universidade Catolica de Brasilia — 002, 009, 010, 011, 020, 021, 022, 026, 029, 039,
040, 045, 049, 057, 064, 066, 067, 080, 086, 087, 088, 093, 097, 101, 105, 107
Universidade de Brasilia — 001, 003, 004, 005, 006, 007, 008, 009, 012, 014, 015, 016,
017, 018, 019, 022, 023, 026, 027, 030, 031, 032, 033, 034, 037, 038, 039, 042, 043,
044, 047, 048, 051, 052, 056, 058, 059, 060, 062, 063, 065, 069, 070, 071, 072, 073,
074, 075, 078, 079, 081, 084, 086, 088, 089, 090, 091, 092, 093, 095, 096, 098, 100,
103, 104, 105, 108, 109, 110, 111, 113, 114, 115, 116

Universidade de Sao Paulo — 033, 036, 045

Universidade do Distrito Federal — 053, 054

Universidade do Estado de Goéias — 106

Universidade do Estado de Sao Paulo — 018, 082, 094

Universidade Estadual de Santa Cruz — 085

Universidade Federal de Goéias — 062

Universidade Federal de Lavras — 080, 081, 086, 088, 101

Universidade Federal de Uberlandia — 004, 015, 017, 035, 037

Universidade Federal de Vigosa — 081

Universidade Federal do Parana — 021

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — 023

Universidade Paulista — 024, 049, 063, 064, 065, 076, 080, 081, 086, 088, 099, 101
Universidade Vila Velha — 001, 003, 025
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