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Resumo

As pragas agricolas sdo um dos grandes problemas econdmicos no manejo das
grandes lavouras. Isso porque, dependendo da incidéncia, o0s prejuizos s&o
consideraveis, incorrendo até mesmo na perda da lavoura. O controle mais efetivo
se da por meio de inseticidas quimicos que oneram entre 20 e 40% o custo de
producdo, além de causar varios prejuizos ao homem e ao ambiente. Devido a
grande dificuldade de se conseguir culturas agricolas com resisténcia efetiva a
insetos por meio das técnicas convencionais, varias instituicdbes de pesquisa tém
investido na aquisicdo de resisténcia via transgenia, por ser segura, efetiva e
econbmica. Em 2007, a equipe de biotecnologia da Embrapa Algoddo editou e
inseriu o0 gene crylla de Bt em uma cultivar de algoddo BRS 293 de modo a torna-la
resistente a alguns insetos em especial a lagarta Spodoptera frugiperda. Neste
trabalho foi realizado um amplo estudo molecular e de expressao em plantas TO de
algodao, resultantes dos trabalhos de transformacao da cultivar BRS 293 de modo a
constatar a integracdo e expressao da proteina codificante nos transgenes
selecionados, por meio de bioensaios de toxicidade contra Spodoptera frugiperda e
por imunodeteccdo via ELISA. Entre o0s eventos analisados, apenas cinco
denominados de BRS 293 T0-34, BRS 293 T0-49, BRS 293 T0-56, BRS 293 T0-57 e
BRS 293 T0-66 apresentaram taxa de mortalidade acima de 50%, destacando-se a
BRS 293 T0-34 com taxa de 89%. Este mesmo evento apresentou a mais alta
concentragdo da proteina, com valores similares a da Bollgard | em trés fases
fenoldgicas analisadas via ELISA.

Palavras chave: transformacéo, microinjecao, Gossypium



Abstract

The pests are big economic problems in the management of major crops. This is
because, depending on the occurrence, the losses are considerable, incurring even
the loss of the crop. The effective control is through chemical insecticides that raises
between 20% and 40% production costs and causing several damages to man
and environment. Due to the great difficulty of getting crops with effective resistance
to insects by means of conventional techniques several research institutions have
invested in the acquisition of resistance via transgenesis, to be safe, effective and
economical. In 2007, the Biotechnology team of the Cotton Embrapa edited and
inserted the Bt crylla gene in cotton cultivar BRS 293 in order to make it resistant to
some insects in particular the caterpillar Spodoptera frugiperda. In this work was
performed a comprehensive molecular study and expression analysis in TO cotton
plants, resulting of the transformation work the BRS 293 in order to verify the
integration and expression of the protein-coding in selected transgenes through
toxicity bioassays against Spodoptera frugiperda and by ELISA and western
blot. Among the events analyzed, only five named BRS 293 T0-34, BRS 293 T0-49,
BRS 293 T0-56, BRS 293 T0-57 and BRS T0-66, showed mortality rate above 50%,
highlighting BRS 293 T0-34 with 89%. This same event had the highest protein
concentration, with values similar to the Bollgard | in three growth stage analyzed by
ELISA.

Key words: transformation, microinjection, Gossypium.
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1. INTRODUCAO

A lavoura do algodoeiro é uma das principais commodities internacionais e no
Brasil, é responsavel pelo desenvolvimento econdmico e social do principal polo de
producéo que é a regido dos Cerrados do Centro-Oeste e Nordeste (FREIRE, 2007).
Na regido do Semi-arido, esta lavoura tem sido anualmente soerguida,
especialmente com as novas cultivares precoces e de fibra colorida, possibilitando
agregacdo de renda especialmente nas propriedades que vivem da agricultura
familiar.

Apesar do atual crescimento da lavoura algodoeira em nivel nacional, o
manejo é uma atividade de elevado custo, principalmente nas regides Sudeste e dos
Cerrados onde as préticas de mecanizacéo e controle de pragas e invasoras oneram
em mais de 40% os custos de producao (FREIRE, 2007).

De uma forma geral, os gastos realizados com defensivos quimicos para
controle de pragas, doencas e invasoras das grandes culturas sdo elevados,
especialmente com inseticidas. Considerando-se apenas a cultura do algodao, cerca
de 27% do total de defensivos vendidos no pais sdo destinados para esta lavoura
(BARROSO e HOFFMANN, 2007). Essa quantidade varia em funcdo dos varios
insetos-praga que ocorrem na cultura, sendo os principais o bicudo do algodoeiro
(coledptero, Anthonomus grandis) e algumas lagartas, tais como a do cartucho do
milho (Spodoptera frugiperda), traca-das-cruciferas (Plutela xylostella), lagarta da
maca (Heliothis virescensa), lagarta rosada (Pectinophora gossypiella) e lagarta da
soja lepidéptera (Anticarsia gemmatalis) (MIRANDA, 2006).

O controle dessas pragas s6 é efetivo por meio de inseticidas quimicos,
embora agrida ao homem e ao meio ambiente e também incorra no surgimento de
populacdes resistentes devido ao mau uso na dosagem do produto. A resisténcia
natural por meio da transgenia constitui-se numa alternativa que tem sido muito
adotada por paises industrializados e em desenvolvimento e tem demonstrado, além
do aspecto de seguridade, significativa economia no que se refere aos custos de
producdo, que se situa entre 40 e 50% (JAMES, 2009). Basicamente, essa
tecnologia emprega o uso de ferramentas moleculares da engenharia genética pela
gual se isola genes candidatos e transfere-os para outras plantas por meio das
varias técnicas disponiveis de transformagdo (RAJASEKARAN et al., 2000;
PANJEKAR et al. 2003). Esta estratégia tem possibilitado manipular genes
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especificos, 0 que é dificultado pelos métodos classicos de melhoramento genético,
além de minimizar os danos causados ao meio ambiente (JENKINS et al, 1993).

Dentre os transgenes mais conhecidos em nivel mundial, citam-se aqueles
que contém os genes Bt, oriundos de Bacillus thuringiensis (Bt), que € uma bactéria
endofitica ndo patogénica de varias culturas, a qual, durante sua esporulacao
sintetiza cristais protéicos, conhecidos como cry ou d-endotoxina, com propriedade
inseticida (SCHNEPF et al., 1998). Os genes responspaveis pela sintese dos cristais
protéicos sao os da familia cry e a acdo inseticida € verificada principalmente, sobre
dipteros (Cry 1V), coledpteros (Cry Ill) e lepidopteros (Cry I; Cry 1) (RAJASEKARAN
et al., 2000).

A insercdo dos genes Bt em plantas de algodao foi conseguida pela primeira
vez por Perlak et al. (1990), nos EUA, que inseriram 0s genes crylAb ou crylAc do
Bt com intuito de controlar as pragas Helicoverpa zea e Heliothis virescens. Dai em
diante, vérias plantas de algodao geneticamente modificadas foram desenvolvidas.
No Brasil ja se cultiva mais 116 mil ha de algoddo Bt, com cultivares oriundas de
multinacionais (JAMES, 2009).

Em 2006, a equipe de Controle Bioldgico da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Cenargen) isolou o gene crylla, a partir de uma estirpe brasileira de
B. thuringiensis S1451, a qual, em testes de toxicidade, revelou-se altamente toxica
contra Spodoptera frugiperda e téxica contra o bicudo do algodoeiro (MARTINS et
al., 2008). A sequencia génica foi cedida a Embrapa Algodao e posteriormente
editada, baseando-se no codon usage do algodao, para posterior introducdo nas
plantas via microinjecdo. Escolheu-se para tal atividade a cultivar BRS 293, um
excelente material no aspecto agronémico e téxtil, lancado pela Embrapa Algodao
em 2009 e recomendado para a regido dos cerrados.

Neste trabalho sdo apresentados os resultados dos estudos moleculares e de
expressdo em plantas TO, resultantes dos trabalhos de transformacéo via ovary-drip
na cultivar BRS 293.
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2.1 Aspectos gerais sobre a lavoura algodoeira

A cotonicultura € uma das atividades de maior interesse econémico, em nivel
mundial. A planta do algodoeiro é de aproveitamento completo e oferece variadas
formas de produtos de utilizacdo universal, nos segmentos téxteis, oleoquimicos,
alimentares, entre outros (BELTRAO, 2006; BALLAMINUT et al., 2006; FREIRE,
2007).

Esta fibrosa € considerada uma das mais antigas plantas domesticadas pelo
homem com registros de utilizacdo que datam mais de 4.000 anos. Seu cultivo
comercial abrange mais de 100 paises, com area anual superior a 40 milhdes de
hectares (FREIRE, 2007).

Segundo dados publicados no Boletim Anual do Mercado de Graos de
Algoddo em 2010, a producdo mundial de algoddo em pluma na safra de 2009/2010
foi de 22,2 milhGes de toneladas, estando a China em primeiro lugar neste ranking
(6,8 milhdes de toneladas), seguido pela india (5,1 milhdes de toneladas), Estados
Unidos (2,7 milhdes de toneladas), Paquistdo (2,1 milhdo de toneladas) e Brasil (1,2
milhdo de toneladas em pluma e 2 milhdes de toneladas em caroco).

O Brasil destina cerca de 835,7 mil ha para o plantio de lavouras de algodao
dos quais 63% da producdo em carogo concentra-se na regiao dos Centro-Sul e
Nordeste, sendo Mato Grosso, Bahia, Goids e Mato Grosso do Sul os principais
estados produtores (CONAB, 2010).

A cotonicultura nacional apresenta atualmente dois cenarios, um que envolve
0 sistema de producao dos cerrados, que se caracteriza por grandes produtores que
adotam manejo de forma extensiva e altamente tecnficada e o outro que envolve o
sistema de producdo no semi arido, a maioria realizada por médios e pequenos
produtores que se defrontam frequentemente com problemas climaticos e
fitossanitarios, incorrendo em elevacdo dos custos de producdo, inviabilizando
economicamente a manutengéo da lavoura (FREIRE 2007).

Levando-se apenas em consideracdo o aspecto fitossanitario, os gastos
realizados com agrotoxicos no Brasil sdo elevados e tem crescido anualmente,
especialmente com inseticidas. De acordo Barroso e Hoffmann (2007), apenas na
cultura do algodéo, cerca de 27% do total vendido no pais séo destinados para esta

lavoura.
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2.2 Botéanica do Género Gossypium

Taxonomicamente, o0 género Gossypium encontra-se classificado como
pertencente a tribo Hibisceae, familia Malvaceae, ordem Malvales, classe
Dicotiledoneae e filo Angiospermae (FRYXELL, 1979; APG II, 2003).

Um dos principais géneros dentre as malvaceas é o Gossypium, formado por
cerca de 50 espécies classificadas, das quais 17 sdo endémicas da Austrélia, seis
do Havai, e uma no Nordeste brasileiro (PENNA, 1999; BALLAMINUT, 2006). Neste
género, as espécies que se destacam mundialmente, quanto ao seu cultivo, sdo as
Gossypium hirsutum L., G. barbadense L., G. arboreum L. e G. herbaceum L
(CRAVEN et. al., 1994). Segundo classificacdo botanica, seus representantes sao
caracterizados por apresentarem porte arbustivo ou herbaceo, com folhas simples e
nervuras secundarias dispostas geralmente por todos os dentes da folha (SOUZA e
LORENZI, 2005).

O surgimento dos primeiros botfes florais desta malvacea inicia-se por volta
de 35 a 45 dias apds a germinacédo, sendo estes envolvidos por casulos formados
por trés bracteas que auxiliardo na protecdo do mesmo até o aparecimento da
primeira flor (apés 20 dias do surgimento) (PENNA, 1999).

O fruto, também conhecido como macd, é em forma de capsula com
deiscéncia, apresentando de trés a cinco loculos, cada um com seis a oito
sementes. Podem apresentar formato arredondado ou alongado na ponta; apés sua
abertura recebe o nome de capulho (BALLAMINUT, 2006). As sementes contém
Oleo de excelentes propriedades nutricionais podendo ser cobertas ou ndo com

linter.

2.3 Transgenia na Cultura do Algodéo

Dentre os objetivos almejados nos programas de melhoramento do algodéo
no Brasil, assim como no resto do mundo, destacam-se a necessidade de melhorias
de produtividade, rendimento, uniformidade e resisténcia a fatores bibticos e
abidticos (FREIRE e COSTA, 1999).

Tradicionalmente um programa de melhoramento genético vegetal faz uso de

estratégias baseadas em técnicas classicas onde, por meio de cruzamentos e
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selecdo de fendtipos superiores, sdo desenvolvidas variedades que venham a
atender expectativas do mercado. No geral, caracteristicas geneticamente
herdaveis, de herancas qualitativas ou quantitativas, podem ser perfeitamente
repassadas para o algoddo por meio das técnicas convencionais, tais como
elevacdo da produtividade, melhoria nas caracteristicas das fibras, elevagdo e
melhoria nas caracteristicas do 6leo, resisténcia a doencas e a fatores abioticos, etc.
Ha limitacdo, contudo, para certas caracteristicas que além da heranca definida,
dependem de demais fatores para que o gene seja definidamente integrado a planta.
Cita-se como exemplo a resisténcia a pragas, a herbicidas, entre outras. Para tal
situacdo, o uso de estratégias complementares, como as atuais ferramentas da
engenharia genética, pela qual é possivel prospectar genes inseticidas, isola-los e
transferi-los para outras plantas, pode contribuir significativamente para eliminar
estas barreiras (RAJASEKARAN et al., 2000; PANJEKAR et al. 2003; SANTOS,
2003).

De um modo geral, a vantagem na adocdo das ferramentas biotecnoldgicas
se deve principalmente a possibilidade da transposicdo de barreiras de
incompatibilidade sexual via hibridizagbes sométicas ou da transformacdo em
células vegetais, gerando novas perspectivas para a obtencdo de variedades com
resisténcia a fatores de dificil consecucdo por meio das vias do melhoramento
convencional (BENEDICT et al., 1991; JENKINS et al.; 1993, RANJASENKARAN et
al., 2000).

No caso especifico de resisténcia a insetos, a obtencao de plantas comerciais
resistentes tem sido um dos principais alvos perseguidos por varias instituicdes de
pesquisa, nacional e internacional. Tal aspecto € um reflexo da situacdo das
lavouras mundiais onde bilhGes de dolares sdo desprendidos anualmente para a
aquisicdo de inseticidas quimicos (JAMES, 2007).

Dentre os principais insetos-praga destaca-se o bicudo do algodoeiro, um
coledptero de elevado poder destrutivo e dificuldade de controle (MARTINS et al.,
2007). A falta de controle desse inseto leva a danos na producdo de fibras que
podem chegar a 75% (MARTINS et al. 2007). Outro inseto que vem apresentando
larga disseminacéo e agressividade na lavoura algodoeira é a lagarta do cartucho do
milho, que também é de dificil controle e apresenta amplo espectro de atuacdo,

afetando diversas culturas, tais como milho, sorgo, arroz, trigo, alfafa, feijoes,
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amendoim, tomate, algodao, batata, couve, espinafre e abébora (MONNERAT et al.,
2000).

A transformacao genética em plantas € entendida como sendo um meio pelo
qual se pode transferir um segmento de DNA especifico para um genoma receptor,
sem que necessariamente haja a introdu¢cdo do mesmo por fecundacéo, originando
assim um organismo transgénico (TACCHINI e WALBOT, 1986; GOULD, 1988).

Desde meados da década de 80 ja existem lavouras geneticamente
modificadas (LGM) plantadas no mundo. Em nivel comercial, a primeira cultivar
geneticamente modificada foi o tomate “Flavr Savr’, produzida pela empresa
Calgene e comercializada em 1994, nos EUA. Esta cultivar produz frutos de
amadurecimento tardio que conferem maior resisténcia ao armazenamento. Depois
dela, varias outras cultivares geneticamente modificadas foram liberadas para a
comercializagdo, movimentando cerca de US$ 200 bilhdes (BOREM e SANTOS,
2003).

Atualmente, a area global cultivada com LGM tem crescido a cada ano. Em
1996, foram cultivados 1.7 milhdes de hectares; em 2010, a area superou os 148
milhdes de ha, sendo as mais expressivas a soja, milho, algodéo e canola (JAMES,
2010).

O numero de paises que adotam essa tecnologia subiu para 29, em 2010,
abrangendo 15 paises emergentes e 10 paises industrializados, sendo eles, em
ordem de hectares cultivados, EUA, Brasil, Argentina, india, Canada, China,
Paraguai, Paquistdo, Africa do Sul, Uruguai, Bolivia, Australia, Filipinas, Myanmar,
Burkina Faso, Espanha, México, Colémbia, Chile, Honduras, Portugal, Republica
Tcheca, Polbnia, Egito, Slovakia, Costa Rica, Roménia, Suécia e Alemanha. O Brasil
encontra-se em segundo lugar, com cerca de 25,4 milhdes de ha de LGM (JAMES,
2010).

De acordo com especialistas, estas lavouras ofereceram beneficios
econdbmicos e ambientais substanciais aos agricultores tanto nos paises
industrializados quanto nos emergentes. Isso porque estas LGM, desenvolvidas pela
integracdo gendmica de genes de resisténcia provenientes de microorganismos,
constituem-se em mais uma alternativa com grande potencial de protecdo contra as
perdas causadas por insetos-praga ou espécies invasoras (SCHULER et al.,1998;
HILDER e BOULTER, 1999; BETZ et al., 2000).
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Dentre os transgenes mais conhecidos em nivel comercial, citam-se aqueles
gue contém o0s genes com resisténcia a herbicidas e a toxina Bt, oriunda de Bacillus
thuringiensis, que é uma bactéria endofitica ndo patogénica de varias culturas, a
qual, durante sua esporulagao sintetiza cristais protéicos, conhecidos como cry ou 6-
endotoxina, com propriedade inseticida, mesmo que em baixa concentracéo
(SCHNEPF et al., 1998).

2.3.1. Gene cry de Bt

O Bacillus thuringiensis € uma bactéria gram-positiva caracterizada por
produzir cristais protéicos de inclusdo com conhecida atividade inseticida durante a
esporulacdo. Estes cristais sdo compostos de proteinas com elevada toxicidade para
as larvas de diferentes ordens de insetos e de algumas espécies das ordens
Nematoda, Protozoa e Acari (FEILTEISON, 1994). Essas proteinas sdo conhecidas
como &-endotoxinas, por causa de sua localizacdo intracelular, ou Cry devido a sua
natureza na forma de cristal (KOSTICHKA et al., 1996; MONNERAT e BRAVO,
2000).

Os mecanismos responsaveis pela ativacdo das proteinas Cry atuam sobre
as larvas de insetos susceptiveis ocorrem da seguinte forma: (i) por meio da
solubilizac&o do corpo de inclusdo paraesporal em pH alcalino no intestino médio do
inseto, (ii) pela acdo de enzimas proteoliticas que atuam sobre a proteina Cry,
degradando-a em fragmentos de 60-65 kDa com propriedades téxicas (SCHNEPF et
al., 1998) e (i) pela ligagdo das toxinas a receptores especificos das
microvilosidades das células epiteliais do intestino médio destas larvas (FIUZA,
2004). Tais acdes promovem a formacdo de canais idnicos que elevam a pressao
osmotica intracelular, promovendo assim a lise celular (SCHNEPF et al., 1998;
FIUZA, 2004).

Segundo Pinto e Filuza (2002), mais de 60.000 isolados de Bt. ja foram
descritas, correspondentes a 82 subespécies, com cerca de 300 genes cry
distribuidos em 34 classes. Tailor et al. (1992) descreveu o primeiro gene crylla,
codificante de uma proteina com 81 kDa e 62% de identidade com o gene crylBa.

A especificidade da acdo da proteina Cry tem sido relatada nas mais diversas
ordens de insetos, tais como Lepdoptera (Cry I; Cry 1), Diptera (Cry 1V), Coleoptera
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(Cry Ill) (HOFTE e WHITELEY, 1989; TAILOR et al. 1992; SCHNEPF et al., 1998;
RAJASEKARAN et al., 2000; ZHONG et al., 2000; TOUNSI et al. 2003; FIUZA,
2004), Hymenoptera, Hemiptera, Orthoptera, Isoptera e Malophaga (FEITELSON et
al., 1994; DE MAAGD et al. 1999; CASTILHO-FONTES, et al., 2002), além de
Nematdides (MARROQUIN et al., 2000).

Uma das grandes vantagens associadas as plantas trangénicas que
possuem o gene cry de Bt. € que as proteinas oriundas deste gene apresentam
acao seletiva, ndo afetando insetos néo-alvos ou vertebrados (BELTZ et al., 2000;
GLARE e O’CALLAGHAM, 2000, FIUZA, 2004), bem como reduz emprego
excessivo de pesticidas, que sdo altamente danosos ao meio ambiente (MARTINS
et al., 2008).

As primeiras plantas Bt (tomate e tabaco) resistentes a lepddpteros,
expressando as proteinas Cry (CrylAb e CrylAc) foram produzidas no ano de 1987
(FISCHHOFF, 1987; VAECK et al., 1987). A insercédo de genes de Bt em plantas de
algodao para a producdo das endotoxinas foi conseguida pela primeira vez por
Perlak et al. (1990), nos EUA, tendo inserido os genes crylAb ou crylAc do Bt com
intuito de combater as primeiras pragas alvo Helicoverpa zea e Heliothis virescens.
Em 2005, a equipe de Controle Bioldgico da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Cenargen) isolou o gene crylla, com potencial para o controle do
bicudo do algodoeiro e da lagarta do cartucho do milho (MARTINS et al., 2008).
Esse gene, obtido a partir de uma estirpe brasileira de B. thuringiensis S1451, foi
cedido a Embrapa Algodéao para posterior edicdo, baseando-se no coddon usage do
algodao, e introducéo nas plantas via microinjecao.

A repercussao do emprego destes transgénicos com resisténcia ao ataque de
pragas ja se encontra refletida no contexto da cotonicultura mundial. As LGM de
algodao ja ocupam o terceiro lugar dentre as culturas transformadas contendo genes
oriundos de Bt, ocupando uma area superior a 260 mil ha (JAMES, 2010).

2.3.2. Cultivares de algodéao geneticamente modificadas

No ano de 2010, foram plantados cerca de 148 milhdes de hectares de

culturas geneticamente modificadas, no mundo. Este alto indice de crescimento,
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sem precedentes, considerando-se os 1,7 milhdes de hectares em 1996, denota o
poder de adesdo dos novos processos tecnolégicos em beneficio da agricultura.

No Brasil, as lavouras OGM ocuparam 25,4 milhdes de hectares em
2010, que equivaleu a uma expansdo equivalente a 4milhdes de hectares quando
cmparado com a safra anterior de 21,4 milhdes de hectares. Segundo James (2010),
esse crescimento representa o maior aumento em qualquer pais do mundo. Com
relacdo ao algodéo, cerca de 145.000 hectares sao plantados com cultivares Bt e
29.000 hectares com cultivares tolerantes a herbicida (James, 2009).

A primeira cultivar de algoddao OGM liberada comercialmente foi a Bollgard®,
evento 531 que contem a proteina CrylAc, de Bt. Este evento, desenvolvido pela
Monsanto, obteve liberacdo comercial apos aprovacdo do parecer técnico da
CTNBIo n.° 0513/2005 - Algodao BT, seguindo a Instrucdo Normativa CTNBIio n° 10,
de 19.02.98 e a lei n°® 11.105 de biosseguranca. Esta tecnologia representou um
novo conceito de controle de pragas, de forma eficiente e mais ecoldgica,
proporcionando beneficios significativos aos agricultores, ao meio ambiente e a
sociedade em geral, além de abrir um leque para novos adventos tecnoldgicos na
cultura do algodéo.

Trés anos mais tarde, foi liberada para plantio comercial a cultivar Liberty Link
(evento LLCOTTON25), desenvolvida pela Bayer CropScience, com resisténcia ao
glufosinato de aménio. Essa cultivar obteve liberagcdo comercial, apos a aprovacao
do parecer técnico da CTNBio n.° 1521/2008. No mesmo ano, foi aprovado o parecer
técnico da CTNBIo n.° 1598/2008 que concede a liberacdo para uso comercial da
cultivar Roundup Ready (Evento MON 1445), desenvolvida pela Monsanto, com
resisténcia ao glifosato.

Em 2009, foram liberadas trés cultivares OGM. A primeira, em marco, foi a
cultivar WideStrike (evento 281-24-236/3006-210-23), desenvolvida pela Dow
AgroSciences, que contem as proteinas CrylAc e CrylF, para controle de
lepidopteros. A liberacdo comercial foi obtida, ap6s aprovacéo do parecer técnico da
CTNBIio n.° 1757/2009. Em maio, foi liberada a Bollgard Il (evento MON 15985), da
Monsanto, que contem as proteinas CrylAc e Cry2Ab2), para controle de
lepidopteros. A liberacdo comercial foi obtida, apos aprovacgéo do parecer técnico da
CTNBIio n.° 1832/2009. Finalmente, em outubro, foi liberada a MON 531 x MON

1445, com resisténcia a insetos e tolerante a herbicida (glifosato), também da
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Monsanto. A MON 531 x MON 1445 expressa as proteinas CrylAc (confere
resisténcia a insetos) e CP4 EPSPS (tolerante ao glifosato), respectivamente.

A Embrapa desenvolve pesquisas visando a obtencdo de lavouras
geneticamente modificadas ha mais de uma década. O enfoque principal, para o
caso do algodoeiro, é resisténcia a insetos e tolerancia a herbicidas. Varias linhas de
pesquisa envolvendo isolamento de genes e transformacdo de plantas estdo em
andamento. Outros trabalhos envolvendo transferéncia dos genes para as cultivares
comerciais da Embrapa tem sido desenvolvido por meio de licenciamento de genes
promovido entre a Embrapa e empresas detententoras da tecnologia, como a
Monsanto, por exemplo. Atualmente, a Embrapa dispde de varias linhagens oriundas
destes cruzamentos as quais encontram-se em avaliacdo, em regime de contencao,
com perspectivas de posterior sintese de cultivar, desde que atendam as

caracteristicas exigidas pelo mercado consumidor.

2.4. Técnicas de Transformacao

Por muitos anos, o Unico método disponivel para a introducdo de
caracteristicas de interesse em plantas foi o melhoramento classico, envolvendo
cruzamentos, seguidos pela selecéo de plantas com fenétipo desejavel. Porém, esse
processo € lento, necessitando varios anos para produzir e liberar comercialmente
uma nova variedade (CHRISTOU, 1992). A engenharia genética de plantas ndo sé
acelera o processo de melhoramento, como permite transpor as barreiras de
incompatibilidade sexual através da hibridizacdo somatica ou da introducdo de
genes especificos em células vegetais, utilizando os métodos de transformacéo
(MORAES e FERNANDES, 1987).

A transformacdo genética € definida como sendo a introducdo controlada de
acidos nucléicos em um genoma receptor, excluindo-se a introducéo por fecundacao
(TACCHINI e WALBOT, 1986), compreendendo operagbes de isolamento,
modificacao e transferéncia de segmentos de DNA (GOULD, 1988).

Com os avancos da tecnologia de DNA recombinante, é possivel transferir
para plantas genes isolados de outras plantas, ou mesmo de animais e
microrganismos (PERANI et al., 1986), permitindo a criacdo de novas variedades
gue podem ser usadas em programas de melhoramento convencional. Diferentes
técnicas de transformacdo genética de plantas foram estabelecidas com a

combinagao das técnicas de biologia molecular, cultura de tecidos e transferéncia de
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genes da cultura de tecidos e da engenharia genética (BRASILEIRO e CARNEIRO,
1998).

Os métodos utilizados na producdo de plantas geneticamente modificadas
podem ser classificados como: diretos, que provocam modificacdes nas paredes e
membranas celulares para introducdo de DNA exdgeno, através de processos
fisicos (eletroporacdo, biobalistica e eletrofusdo de protoplasto) (FINER e
McMULLEN, 1990, RAJASEKARAN et al., 2000), ou quimicos (via
polietileniglicol/PEG) (GOULD et al. 1991); e indiretos, que além de provocar
modificacdes requerem a utilizacdo de um vetor biologico para a introducdo do DNA
na planta (ZAPATA et al, 1999). Os vetores mais utlizados s&o os de
Agrobacterium tumefaciens e rhizogenes, patégenos vegetais com a capacidade de
transferir parte de seu DNA para o genoma da planta. Porém o maior obstaculo na
utilizacdo destas técnicas esta na dificuldade de regeneracdo de plantas, mesmo
quando a regeneracao € obtida, as plantas podem apresentar problemas de reducéo
de fertilidade (RHODES et al.,, 1989), além de varias espécies ainda serem
consideradas recalcitrantes para essa tecnologia, como o algodédo (BIRCH, 1997;
MATHER e ROBERTS, 1998).

Durante as ultimas décadas a cultura do algoddo vem sendo melhorada por
meio de métodos convencionais, utilizando a prépria variabilidade natural dentro de
diferentes recursos genéticos (GYVES, 1994a). No entanto, algumas caracteristicas
ndo puderam ser melhoradas utilizando o melhoramento classico, seja pela sua
auséncia no pool genético do algodao, seja pela dificuldade de cruzamento, uma vez
gue, para que isso ocorra, alguns requisitos sdo necessarios como a compatibilidade
entre espécies e 0 tempo necessario para a transferéncia dos caracteres desejaveis
(GYVES 1994b).

O algoddo € uma cultura com custos altos de produgcdo, o que torna
constantemente necessaria a busca por novas tecnologias, como a aplicacdo da
transgenia. A transformacdo genética pode contribuir substancialmente para o
melhoramento do algodoeiro, permitindo a introdugéo de genes que contribuam para
o aumento da produtividade e estabilidade da producédo, além de resisténcia a
fatores bioticos e abidticos (resisténcia a praga, tolerancia a herbicida, resisténcia a
seca, frio) (GATEHOUSE e GATEHOUSE, 2000; OLIVEIRA NETO et al.,, 2004a;
OLIVEIRA NETO et al., 2004b; OLIVEIRA NETO et al., 2003). O algodoeiro foi uma

das primeiras espécies em que cultivares geneticamente modificadas foram
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comercialmente explorados. O marco inicial foi a liberacdo comercial de cultivares
tolerantes ao herbicida bromoxinil, em 1994 nos EUA (BARROSO e HOFFMANN,
2007).

2.4.1. Biobalistica

Esse método foi desenvolvido por Sanford e colaboradores na Universidade
de Cornell, e foi designado biobalistica (biologico + balistica = biobalistica) ou
biolistica.

Utiliza microparticulas (1,0 a 1,50 mm) de ouro ou tungsténio. As particulas
sdo aceleradas com o auxilio de um aparelho de presséo (1.000-1.200 psi) por ar
comprimido (Hélio) a altas velocidades (superiores a 1.500 km/h) para carrear e
introduzir &cidos nucléicos e outras moléculas em células e tecidos in vitro (FINER et
al., 1992). As microparticulas aceleradas penetram na parede e membrana celular
de maneira nao-letal, localizando-se aleatoriamente nas organelas celulares. Em
seguida, o DNA é dissociado das microparticulas pela acdo do meio intracelular,
ocorrendo o processo de integracdo do gene exdgeno no genoma do organismo a
ser modificado (ARAGAO et al., 1998; LACORTE et al., 1999). E uma técnica
relativamente simples e rapida e ndo envolve muito investimento de infra-estrutura e
equipamentos. Uma das principais vantagens é a eficiéncia na transformacéo de
Gimnosperma e Angiospermas monocotiledéneas. Segundo Milki et al. (1993) a
eficiéncia deste procedimento depende de alguns fatores ligados a técnica, como
tamanho das microparticulas, resisténcia ao vacuo, forca de propulsdo e
uniformidade na superficie do tecido alvo. Plantas de soja, feijdo e algodao foram
transformadas por ARAGAO et al. (2008), utilizando meristema apical e eixos

embrionarios.

2.4.2. Agrobacterium

Agrobacterium é uma bactéria de solo, Gram negativa, aerdbica, pertencente
a Familia Rhizobiaceae (ZAMBRISKY, 1988), tem a capacidade de penetrar em
algumas espécies vegetais, principalmente dicotiledéneas. Sua importancia para os
estudos de transformacdo de plantas reside na capacidade natural que esses
patdgenos possuem de introduzir DNA em plantas hospedeiras. Esse DNA é
integrado e passa a ser expresso como parte do genoma da planta (HOHN, 1992).

Este género apresenta dois tipos de bactérias que mediam o0 processo de
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transformacdo, Agrobacterium tumefaciens (causadora da galha da coroa) e
Agrobacterium rihizogenes (causadora da proliferacdo de raizes) (LIPP-NISSINEN,
1993), todavia a mais empregada é A. tumefaciens. Estas bactérias possuem
plasmideos que recebem denominacbes de acordo com a alteracdo de
desenvolvimento vegetal que provocam, conhecidos como Ti (do inglés “tumor-
inducing”) em cepas de A. tumefaciens e Ri (do inglés “root-inducing”) em cepas de
A. rhizogenes (HOOYKAAS e MOZO, 1994; WALKERPEACH e VELTEN, 1994).

O método via Agrobacterium tem sido usado com sucesso em transformacdes
de inUmeras espécies dicotileddneas e algumas monocotileddneas como o milho,
trigo, arroz (HIEI, et al., 1994; ATKINSON, 2002; WIMMER, 2003).

A tumefaciens € uma das cinco espécies do género Agrobacterium que é
responsavel pela formacao de tumores, denominado galha da coroa. Esta bactéria
possui um plasmidio indutor de tumor denominado Ti, parte pelo qual € incorporado
nas células das plantas hospedeiras por um processo infeccioso, passando assim a
produzir horménios vegetais e opinas (compostos sintetizados para a nutricdo das
bactérias). O plasmidio Ti é modificado (denominada T-DNA ou DNA de
transferéncia), de forma que possa expressar genes nao-essenciais para a
transformacéo, por genes de interesse (HOHN, 1992). A técnica consiste em um co-
cultivo com a bactéria e explantes (de potencial regenerativo, como segmentos de
folhnas jovens, embribes zigoticos, entrends, cotilédones), as bactérias entéo
infectam o tecido vegetal iniciando o processo de transferéncia e transformacgéo do
genoma da planta, em seguida o tecido é regenerado em meio de cultivo, in vitro,
contendo antibiético para a eliminacdo da Agrobacterium e um agente seletivo para
identificar as células transformadas, posteriormente estas sdo aclimatadas
(BRASILEIRO, 1993; GELVIN, 2000; JOUANIN et al.,, 1993; BRASILEIRO e
CARNEIRO,1998).

2.4.3. Transformacéo via microinjecao (ovary drip ou pollen tube pathway)

O uso desta técnica de transformacgdo via tubo polinico foi divulgada pela
primeira vez por Zhou e colaboradores em 1983, e varias modificagbes foram
realizadas nos ultimos anos, aumentando a eficiéncia deste método e tornando este
um dos protocolos mais promissores para a transformacdo de diferentes culturas,
especialmente por dispensar o processo de regeneracdo de plantas (NEWELL,
2000; KIMURA, 2001; PEFFLEY, 2003; OLIVEIRA NETO, 2005).

14
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A técnica via tubo polinico consiste na introducédo de um DNA exdgeno em um
embrido de algod&o, por meio de uma microseringa. O uso desta técnica requer o
emprego da planta inteira e, em estagio de floracédo, periodo em que sao aplicadas
as microinjecdes com as construcdes génicas desejaveis. Ocorre via tubo polinico
apos a polinizagdo, onde as células da nucela formam um canal que permite a
passagem do tubo polinico até o saco embrionério, e dessa forma, com a remocéo
do estigma e a aplicacdo de uma solucédo de DNA na parte superior da maca jovem,
o DNA exbgeno pode alcancar o ovario, através da passagem deixada pelo tubo
polinico e se integra as células zigéticas, ja fertilizadas, mas ndo divididas. As
células podem ser transformadas, uma vez que as mesmas ainda nao apresentam
parede celular formada. Assim, o gene de interesse pode entdo ser integrado dentro
do genoma da cultivar receptora. Uma vez incorporado no genoma e expresso de
maneira estavel, o transgene passa a fazer parte do patrimoénio genético da planta,
ndo alterando sua constituicdo genética global (OLIVEIRA NETO, 2005; SONG et
al., 2007).

Este trabalho teve por objetivo introduzir o gene crylla em plantas de algodao
via ovary drip e estimar a atividade da proteina expressa nos transgenes atravées da
técnica de DAS-ELISA
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Resumo — A toxicidade e a expressdo temporal da proteina Crylla de Bt foram
avaliadas em eventos transformados de algodao, por meio de bioensaios de toxicidade contra
Spodoptera frugiperda e por imunodeteccdo via ELISA. Folhas jovens, coletadas aos 45 dias
de 48 eventos TO foram utilizadas para ambos ensaios. Para o ensaio de ELISA, um anticorpo
policlonal especifico, cedido pela equipe de Controle Bioldgico da Embrapa Cenargem, foi
utilizado para ligacdo com a proteina alvo. A proteina foi expressa em pg/g de peso fresco, a
partir do ELISA Reader, a 405 nm. Entre os eventos analisados, apenas cinco (BRS 293 TO-
34, BRS 293 T0-49, BRS 293 T0-56, BRS 293 T0-57 e BRS 293 T0-66) apresentaram taxa
de mortalidade acima de 50 %, destacando-se BRS 293 T0-34 com taxa de 89%. Este mesmo
evento apresentou a mais alta concentracdo da proteina, com valores similares a da Bollgard |

em trés fases fenoldgicas analisadas.

Termos para indexacdo: Gossypium hirsutum, controle de pragas, transformagéo,

microinjecéo,
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Abstract — Toxicity and the temporal expression of Crylla Bt-protein were evaluated in
cotton TO events through toxicity bioassays against Spodoptera frugiperda and
immunodetection assays via ELISA. Young leaves collected at 45 days from TO 48 events
were used to both tests. For the ELISA assays, a polyclonal and specific antibody, provided
by Biological Control team, from Embrapa Cenargem was used to linkage with target
protein. Protein concentration was expressed in g/g fresh weight by ELISA Reader at 405
nm. Among all events analyzed, just five (BRS 293 T0-34, 293 T0-49, BRS 293 T0-56, BRS
293 TO0-57 and BRS 293 TO0-66) showed mortality rate above 50%, highlighting
BRS 293 T0-34 with 89%. This same event also showed the highest protein concentration,
with values similar to the Bollgard I in three growth stage analyzed.

Index terms: Gossypium hirsutum, insect control, transformation, microinjection
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Introducéo

O algodoeiro € uma das principais commodities mundiais e o Brasil situa-se entre 0s
maiores produtores, tanto pela producdo de fibras como de sementes. As regides Centro-
Oeste, Sudeste e o Nordeste, mais especificamente o Cerrado baiano, sdo as principais
produtoras, que, juntas, detém mais de 70% da area cultivada nacional (IBGE, 2010).

O manejo da lavoura, contudo, € um dos mais onerosos em termos de custo,
especialmente devido aos gastos com maquinarios e insumos quimicos, para defesa de plantas
contra insetos, doencas e ervas daninhas, que consomem cerca de 40% do gasto total
(FREIRE, 2007).

No aspecto entomoldgico, 0s insetos-pragas provocam Serios prejuizos na lavoura
algodoeira. Os niveis de danos sdo variados porque dependem da época de ocorréncia e grau
de infestacdo. A consecucdo de variedades resistentes é bastante complexa, uma vez que 0s
fatores genéticos que condicionam a resisténcia podem ser independentes e ter ou ndo acéo
acumulativa. Assim, para a maioria das pragas de importancia agricola, o controle quimico
ainda é o principal método utilizado pelos cotonicultores cuja aplicacdo exige grande
investimento, onerando ou mesmo inviabilizando o0 manejo (RAMIRO e FARIA, 2006;
FREIRE, 2007). De acordo com Barroso e Hoffmann (2007), os gastos realizados com
defensivos quimicos, especialmente inseticidas, na lavoura algodoeira situa-se em torno de
27% do total vendido no pais.

Dentre as pragas que atacam o algodoeiro, em nivel mundial, destacam-se 0s
coledpteros e os lepidopteros que sdo de dificil controle e causam prejuizos consideraveis a
agricultura.

O manejo com as cultivares transgénicas atualmente disponiveis no mercado tem
fornecido uma contribuicdo expressiva aos agricultores em termos de reducdo de custo,

mantendo-se as caracteristicas extrinseca e intrinseca da fibra exigidas pelo mercado nacional
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e internacional. No Brasil, as lavouras de algoddo transgénico sdo de -cultivares
desenvolvidas por empresas multinacionais, contudo, as empresas de pesquisa nacional tém
envidado esforgos para desenvolver suas proprias cultivares atendendo as demandas dos
grandes produtores.

Nas ultimas décadas varios pesquisadores tem envidado esforcos consideraveis para o
desenvolvimento de cultivares resistentes, por meio da transgenia (GREENPLATE, 1999;
RAJASEKARAN et al., 2000; PANJEKAR et al., 2003; KRANTHI et al., 2005). Atualmente
varias cultivares geneticamente modificadas de algoddo, milho, soja, entre outras, estdo
disponiveis no mercado, a maioria delas com resisténcia a lagartas, fornecendo expressiva
contribuicdo aos agricultores em termos de reducdo de custo, além de minimizar
consideravelmente o impacto ambiental advindo do uso massivo de defensivos quimicos.

Com enfoque no algoddo, desde 2005 a cultivar Bollgard | Evento 531 da empresa
Monsanto, tem sido utilizada nas lavouras brasileiras, especialmente nas regides do Cerrado.
Este evento foi obtido a partir da transformacdo da cultivar Coker 312 por meio de
Agrobacterium tumefaciens (CTNBIO, 2005), inserindo-se uma construcdo contendo o gene
crylAc, proveniente de Bacillus thuringiensis, mediada pelo promotor duplicado CAMV35S.
A proteina CrylAc, presente na Bollgard | tem sido bastante efetiva contra Alabama
argillacea, Heliothis virescens e Pectinophora gossypiella (MONSANTO, 2007).

No Brasil, a Embrapa vem desenvolvendo pesquisas neste segmento desde a década de
90, prospectando moléculas com propriedades inseticidas para posterior introducdo em
plantas de algoddo (NAKASU et al., 2010; De DEUS et al., 2010; SA et al., 2007; GOMES et
al, 2005; FRANCO et al. 2004; SILVA et al., 2004).

Em 2005, a equipe de Controle Biologico da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (Cenargen) isolou um gene da familia cry (crylla), a partir da estirpe de

Bacillus thuringiensis S1451, a qual demonstrou, em bioensaios prévios, toxicidade contra o
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bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis) e a lagarta Spodoptera frugiperda, com DLs, de
21pg/mL e 0,289 pg/mL, respectivamente (MARTINS et al., 2005; MARTINS et al., 2008).
A seqliéncia deste gene foi editada pela equipe de Biotecnologia da Embrapa Algodéo,
baseando-se nos coddon usages de Gossypium hirsutum, e posteriormente introduzida nas
plantas por microinjecdo via ovary drip. A construcdo foi constituida de um duplo promotor
(CAMV 35S), a sequiéncia codante (2.7 Kb) e o terminador nos.

Este trabalho reporta sobre as andlises desenvolvidas nos eventos de algodédo
potencialmente transformados, baseando-se em bioensaios de toxicidade contra lagarta

Spodoptera frugiperda, e por imunodetec¢do, via ELISA direto.

Material e Métodos
Selecdo dos eventos
Trezentas sementes TO, oriundas dos trabalhos de microinjecdo via ovary drip na
cultivar de algoddo BRS 293, foram cultivadas em casa de vegetacdo, em Campina Grande,
PB, e previamente testadas quanto a presenca do gene crylla via analise de PCR, usando-se
uma combinacdo de primer previamente desenhada a partir da seqiéncia editada do gene.
Deste total, 48 eventos confirmaram uma banda esperada de 360 pb, sendo estes utilizados

para os trabalhos com bioensaios de toxicidade e imunodeteccéo.

Ensaio de toxicidade contra Spodoptera frugiperda

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Entomologia da Embrapa
Algoddo, em Campina Grande, PB. Folhas frescas de cada evento foram coletadas aos 45 dias
e usadas na forma de discos foliares (1 cm de diametro) em placa de cultura de célula com 24
pocos. Em cada pogo deixou-se apenas uma larva de segundo instar de S. frugiperda, oriundas

da criacdo mantida no mesmo laboratério. As placas foram incubadas em cdmara BOD (25 °C
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+ 2 °C e fotofase de 14/10) e mantidas durante uma semana. Os registros de mortalidade
foram procedidos a cada dois dias, quando também eram feitas as trocas dos discos foliares.
Os bioensaios foram repetidos trés vezes para cada evento. A taxa de mortalidade foi
calculada no final do ensaio, considerando-se 0s insetos vivos presente nas placas. Os dados
tabulados e analisados pelo programa SISVAR; a porcentagem de mortalidade foi calculada

pela formula de Abbott (1925).

Ensaio de Imunodeteccédo via Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA-
direto)

As folhas coletadas no ensaio anterior foram utilizadas também para este ensaio. As
proteinas totais foram extraidas seguindo protocolo de Aragdo, (1998). A concentracdo
protéica no sobrenadante foi determinada usando o método de Bradford (1976).
Posteriormente, foi conduzido o ensaio de DAS-ELISA onde uma microplaca de 96 pocos foi
sensibilizada com 100 uL/poco de anticorpo primario da proteina Crylla (1:1000) diluido em
PBS e incubado a 37 °C por 4 h. Apo6s este periodo, a placa foi lavada trés vezes com PBS-
Tween20 e bloqueada com 250 puL de PBS-BSA 3%, por 4 h a 37 °C.

Ap0s este periodo, foi adicionado em cada pogo 100 uL de extrato protéico total de
folha e incubada a 4 °C over night. A seguir procedeu-se a lavagem e acrescentou-se 100
uL/poco de IgG anti-cry marcado com biotina (1:100) e diluido em PBS. A microplaca foi
incubada a 4 °C/2 h e ap6s lavagem, foi adicionado 100 uL/poco de Anti-biotina marcada
com fosfatase alcalina (Sigma-Aldriche) e, mais uma vez, incubada a 4 °C/2 h.

Como ultima etapa, foi adicionado 100ul/pogo do substrato P-nitrophenil-phosphatase
disodium (Sigma) na concentracdo de 1 pg/ml diluido em tampéao dietanolamina (Merck)
10%. A reagao foi interrompida ap6s 20 minutos, com adigdo de 100 pl/poco de NaOH 3N. A

leitura foi realizada em leitor de ELISA (Thermo Plate) em comprimento de onda 405 nm.
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Os tratamentos utilizados foram: BRS 293 (controle negativo), Bollgard | (controle
positivo), e os 48 eventos TO pre-selecionados via PCR. Os dados obtidos foram analisados

estatisticamente pelo teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Resultados e Discusséo
Dos 48 eventos avaliados por meio de ensaios de toxicidade e imunodeteccdo, apenas
cinco demonstraram resultados coerentes nos dois ensaios. Nos resultados sobre toxicidade
contra S. frugiperda, foi observada diferenca estatistica significativa entre os tratamentos pela
analise de variancia realizada (Tabela 1). Verificou-se que, entre 0os materiais analisados,
apenas 0s eventos BRS 293 T0-34, BRS 293 T0-49, BRS 293 T0-56, BRS 293 T0-57 e BRS
293 T0-66 apresentaram percentual de mortalidade acima de 50%, com destaque para a BRS

293 T0-34 que apresentou média de mortalidade de 89 % (Figura 1).
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Figura 1. Percentual de mortalidade de S. frugiperda em eventos TO de algodéo, corrigido

por Abbott (1925).
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Estes mesmos eventos apresentaram nos ensaios de ELISA, concentragdo media da
proteina acima de 1,3 pg/g de tecido fresco, , destacando-se, mais uma vez, o evento BRS 293

T0-34 que apresentou 1,8 pg/g (Figura 2).
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Figura 2. Concentracdo da proteina crylla em eventos TO de algoddo por meio de ELISA.
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Todas as médias foram corrigidas em funcéo do controle (0,6 pg/g)

Visando proceder a um monitoramento da expressao temporal no evento BRS 293 TO-
34, foram realizadas novas andlises de ELISA utilizando-se a cultivar Bollgard |, da
Monsanto, como controle. As analises foram realizadas aos 45, 60 e 80 dias, adotando-se o
mesmo procedimento descrito anteriormente. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 2.

Verificou-se que a concentracdo da proteina Crylla nas plantas BRS 293 T0-34 e
Bollgard | foi proxima em todas as analises realizadas e que a mesma foi reduzida em 50% no
intervalo de 35 dias (45 a 80 dias). Essa reducdo confere com o que tem sido registrado na
literatura a respeito da expressdo deste gene (GREENPLATE, 1999; KRANTHI et al., 2005).

De acordo com Kranthi et al., (2005), que analisaram a expressao temporal de hibridos
oriundos da Bollgard I, a concentracdo méaxima da proteina em folhas ocorreu aos 30 dias
com 5,1 pg/g de tecido fresco; a partir dos 60 dias, a expressdo caiu em torno de 60% e seguiu
diminuindo gradativamente, alcangando apenas 0,7 pg/g de tecido fresco aos 90 dias. Esses

autores reportam que o nivel critico de expressao da proteina CrylAc é 1,9 pg/g de tecido de
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fresco; abaixo disso o controle torna-se pouco efetivo podendo condicionar a sobrevivéncia
das larvas.

Nos trabalhos de avaliacdo de seguranca da cultivar Bollgard | (Safety Assessment of
Bollgard® Cotton Event 531) feita em 2002, os testes mostraram que a expressdo do gene
crylAc variou entre 1 a 9 pug de CrylAc/g de tecido fresco, denotando a elasticidade que a
toxina pode alcancar para conferir protecéo total a lavoura que contém esse gene.

Segundo a literatura, além do fator temporal, a expressdo da proteina cry varia em
funcdo do desenvolvimento da cultura e do tecido analisado, sendo maior nas folhas apicais.
Em outros tecidos como botéo floral, dvulo e pélen o nivel de expressao é reduzido em 44%,
50% e 58% respectivamente, considerando-se o nivel de expressdo obtido nas folhas apicais
(SIVASUPRAMANIAM et al., 2008; GRENPLATE, 1999)

Os resultados deste trabalho séo relevantes no aspecto de utilizacdo de ferramentas
rapidas e complementares para identificacdo de eventos transformados. Os resultados obtidos
guanto a expressao do evento BRS T0-34 é bastante expressivo sendo este um candidato

potencial para controle do algod&o contra S. frugiperda.

Concluséo
1. A adocdo de bioensaios de toxicidade combinados com analises por
imunodetecc¢do fornecem respostas rapidas e complementares para identificacdo de

eventos transformados, facilitando os trabalhos de selecéo.
2. O evento BRS 293 T0-34 demonstra ser um genotipo bastante promissor para o

controle de S. frugiperda.Estudos complementares que atestem a auséncia de

pleiotropia e manutengdo das propriedades extrinsecas da fibra sdo necessarios
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para que este material se configure realmente como promissor, sob o ponto de
vista agronémico.
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Tabela 1. Sintese da analise de variancia para toxicidade da proteina crylla contra S.

frugiperda.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRAT 43 39702.578 923.315 29.843** 0.0000
Erro 88 2722.666 30.939
Total corrigido 131 42425.242
CV (%) 15,56
Média geral 35.74

** Significativo a 1%

Tabela 2. Expressdo temporal da proteina crylla via ELISA direto no evento BRS 293 T0-34,

aos 45, 60 e 80 dias ap6s a emergéncia das plantas.

Amostras Concentracéo (ug/g)
45 dias 60 dias 80 dias
BRS T0-34 2,7a 1,9a 1,4a
Bollgard | 2,9a 1,9a 1,5a
Ctrl BRS 293 0,8b 0,6b 0,6b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem

(p<0,05).

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
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ANEXO

Instrucdes para submissao de trabalhos na Revista PAB
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INSTRUCOES PARA SUBMISSAO DE TRABALHOS NA REVISTA PAB

Os trabalhos enviados a PAB devem ser inéditos e ndo podem ter sido
encaminhados a outro periodico cientifico para publicacéo.

Dados publicados na forma de resumos, com mais de 250 palavras, ndo devem ser incluic
no trabalho.

A Comissédo Editorial faz andlise dos trabalhos antes de submeté-los a assessoria
cientifica.Nessa anédlise, consideram-se aspectos como: escopo; apresentacdo do artigo
segundo as normas da revista; formulacdo do objetivo de forma clara; clareza da redacao;
fundamentacdo tedrica; atualizacdo da revisdo da literatura; coeréncia e precisdo da
metodologia; resultados com contribuicdo significativa; discussdo dos fatos observados frente
aos descritos na literatura; qualidade das tabelas e figuras; originalidade e consisténcia das
conclusbes Apos a aplicacdo desses critérios, se 0 numero de trabalhos aprovados ultrapassar
a capacidade mensal de publicagdo, é aplicado o critério da relevancia relativa, pelo qual séo
aprovados os trabalhos cuja contribuicdo para o avan¢o do conhecimento cientifico é
considerada mais significativa. Esse critério s6 € aplicado aos trabalhos que atendem aos
requisitos de qualidade para publicacdo na revista, mas que, em razdo do elevado nimero, ndo
podem ser todos aprovados para publicacdo. Os trabalhos rejeitados sdo devolvidos aos
autores e os demais sdo submetidos a anélise de assessores

cientificos, especialistas da area técnica do artigo. Sdo considerados, para publicacdo, 0s
seguintes tipos de trabalho: Artigos Cientificos, Notas Cientificas, Novas Cultivares e Artigos
de Revisdo, este ultimo a convite do Editor. Os trabalhos publicados na PAB sdo agrupados
em areas técnicas, cujas principais sdo: Entomologia, Fisiologia Vegetal, Fitopatologia,
Fitotecnia, Fruticultura, Genética, Microbiologia, Nutricdo Mineral, Solos e Zootecnia.

Os trabalhos devem ser encaminhados por via eletronica para: pab@sct.embrapa.br

A mensagem que encaminha o trabalho para publicacdo deve conter:

* Titulo do trabalho.

* Nome completo do(s) autor(es).

* Formacao académica e grau académico do(s) autor(es).

* Endereco institucional completo e endereco eletrdnico do(s) autor(es).

* Indicacdo do autor correspondente.

* Acima de quatro autores, informar a contribuicdo de cada um no trabalho.

* Destaque sobre 0 aspecto inédito do trabalho.

* Indicacdo da area técnica do trabalho.

* Declaragdo da ndo-submissdo do trabalho a publicacdo em outro periddico.

Cada autor deve enviar uma mensagem eletrdnica, expressando sua concordancia com a
submisséo do trabalho. O texto deve ser digitado no editor de texto Word, em espago duplo,
fonte Times New Roman, corpo 12, folha formato A4, margens de 2,5 cm, com paginas e
linhas numeradas.

APRESENTACAO DO ARTIGO CIENTIFICO

O artigo cientifico deve ter, no maximo, 20 paginas, incluindo-se as ilustracdes (tabelas e
figuras), que devem ser limitadas a seis, sempre que possivel. A ordenagdo do artigo deve ser
feita da seguinte forma:

Artigos em portugués — Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletronicos,
Resumo, Termos para indexacéo, titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introducdo, Material
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e Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusdes, Agradecimentos, Referéncias, tabelas e
figuras.

Artigos em inglés — Titulo, autoria, enderecos institucionais e eletrénicos, Abstract, Index
terms, titulo em portugués, Resumo, Termos para indexacdo, Introduction, Material and
Methods, Results and Discussion, Conclusions, Acknowledgements, References, tables,
figures.

Artigos em espanhol — Titulo, autoria, enderegos institucionais e eletronicos, Resumen,
Términos para indexacion; titulo em inglés, Abstract, Index terms, Introduccién, Material y
Métodos, Resultados y Discusion, Conclusiones, Agradecimientos, Referencias, cuadros e
figuras.

O titulo, o resumo e os termos para indexacdo devem ser vertidos fielmente para o inglés, no
caso de artigos redigidos em portugués e espanhol, e para o portugués, no caso de artigos
redigidos em inglés.

Titulo

* Deve representar o conteudo e o objetivo do trabalho e ter no maximo 15 palavras,
incluindo-se os artigos, as preposicoes e as conjuncoes.

* Deve ser iniciado com palavras chaves e ndo com palavras como “efeito” ou

“influéncia”.

* Nao deve conter nome cientifico, exceto de espécies pouco conhecidas; neste caso,
apresentar somente o nome binério.

* Né&o deve conter subtitulo, abreviacdes, férmulas e simbolos.

* As palavras do titulo devem facilitar a recuperacdo do artigo por indices desenvolvidos por
bases de dados que catalogam a literatura.

* Deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, e em negrito.

Nomes dos autores

* Grafar os nomes dos autores com letra inicial maidscula, por extenso, separados por virgula;
os dois Ultimos sdo separados pela conjungdo "e", "y" ou "and", no caso de artigo em
portugués, espanhol ou em inglés, respectivamente.

* O ultimo sobrenome de cada autor deve ser seguido de um nimero em algarismo arabico,
em forma de expoente, entre parénteses, correspondente a respectiva chamada de endereco do
autor.

Endereco dos autores

* S80 apresentados abaixo dos nomes dos autores, 0 nome e o endereco postal completos da
instituicdo e o endereco eletrdnico dos autores, indicados pelo nimero em algarismo arabico,
entre parénteses, em forma de expoente.

* Devem ser agrupados pelo endereco da instituicéo.

* Os enderecos eletronicos de autores da mesma instituicdo devem ser separados por virgula.

Resumo

* O termo Resumo deve ser grafado em letras minusculas, exceto a letra inicial, na margem
esquerda, e separada do texto por travessao.

* Deve conter, no maximo, 200 palavras, incluindo nimeros, preposi¢fes, conjuncdes e
artigos.
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* Deve ser elaborado em frases curtas e conter o objetivo, o material e os métodos
empregados na pesquisa, os resultados e a concluséo.

* O objetivo deve estar separado da descri¢do de material e métodos.

* Nao deve conter citagdes bibliograficas nem abreviaturas.

* O final do texto deve conter a principal concluséo, com o verbo no presente do indicativo.

Termos para indexacao

* A expressdao Termos para indexagdo, seguida de dois-pontos, deve ser grafada em letras
minusculas, exceto a letra inicial.

* Os termos devem ser separados por virgula e iniciados com letra minUscula.

* Devem ser no minimo trés e no maximo seis, considerando-se que um termo pode possuir
duas ou mais palavras.

* N&o devem conter palavras que componham o titulo.

* Devem conter o nome cientifico (56 0 nome binario) da espécie estudada.

Introducéo

* A palavra Introducdo deve ser centralizada na pagina e grafada com letras minusculas,
exceto a letra inicial, e em negrito.

* Deve ocupar, no maximo, duas paginas.

* Deve apresentar a justificativa para a realizacdo do trabalho, situar a importancia do
problema cientifico a ser solucionado e estabelecer sua relagdo com outros trabalhos
publicados sobre 0 assunto.

* O ltimo paragrafo deve expressar o objetivo, de forma coerente com o descrito no inicio do
Resumo.

Material e Métodos

* A expressdo Material e Métodos deve ser centralizada na pagina e grafada em negrito; Os
termos Material e Métodos devem ser grafados com letras minUsculas, exceto as letras
iniciais.

* Deve ser organizado, de preferéncia, em ordem cronoldgica.

* Deve apresentar a descricdo do local, a data e o delineamento do experimento, e indicar 0s
tratamentos, o0 nimero de repeticdes e o tamanho da unidade experimental.

* Deve conter a descri¢cdo detalhada dos tratamentos e variaveis.

* Deve-se evitar 0 uso de abreviagdes ou as siglas.

* Os materiais e 0s métodos devem ser descritos de modo que outro pesquisador possa repetir
0 experimento.

* Devem ser evitados detalhes supérfluos e extensas descri¢des de técnicas de uso corrente.

* Deve conter informacdo sobre os métodos estatisticos e as transformac@es de dados.

* Deve-se evitar 0 uso de subtitulos; quando indispensaveis, grafa-los em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial, na margem esquerda da pagina.

* Pode conter tabelas e figuras.

Resultados e Discusséo

* A expressdo Resultados e Discussdo deve ser centralizada na pagina e grafada em negrito;
Os termos Resultados e Discussdo devem ser grafados com letras minusculas, exceto a letra
inicial.

* Deve ocupar quatro paginas, no maximo.

* Todos os dados apresentados em tabelas ou figuras devem ser discutidos.

* As tabelas e figuras sdo citadas seqiiencialmente.
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* Os dados das tabelas e figuras ndo devem ser repetidos no texto, mas discutidos frente aos
apresentados por outros autores.

* Dados ndo apresentados ndo podem ser discutidos.

* N&o deve conter afirmacdes que ndo possam ser sustentadas pelos dados obtidos no proprio
trabalho ou por outros trabalhos citados.

* As chamadas as tabelas ou as figuras devem ser feitas no final da primeira oragdo do texto
em questdo; se as demais sentencas do paragrafo referirem-se a mesma tabela ou figura, ndo é
necessaria nova chamada.

* N&o apresentar os mesmos dados em tabelas e em figuras.

* As novas descobertas devem ser confrontadas com o conhecimento anteriormente obtido.

Conclusdes

* O termo ConclusBes deve ser centralizado na pagina e grafado em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

* Devem ser apresentadas em frases curtas, sem comentarios adicionais, com o verbo no
presente do indicativo, e elaboradas com base no objetivo do trabalho.

* N&o podem consistir no resumo dos resultados.

* Devem apresentar as novas descobertas da pesquisa.

* Devem ser numeradas e no maximo cinco.

Agradecimentos

* A palavra Agradecimentos deve ser centralizada na pagina e grafada em negrito, com letras
minusculas, exceto a letra inicial.

* Devem ser breves e diretos, iniciando-se com "Ao, Aos, A ou As" (pessoas ou

instituicoes).

* Devem conter o motivo do agradecimento.

Referéncias

* A palavra Referéncias deve ser centralizada na pagina e grafada em negrito, com letras
minudsculas, exceto a letra inicial.

* Devem ser de fontes atuais e de periodicos: pelo menos 70% das referéncias devem ser dos
ultimos 10 anos e 70% de artigos de periddicos.

* Devem ser normalizadas de acordo com as normas vigentes da ABNT.

* Devem ser apresentadas em ordem alfabética dos nomes dos autores, separados por ponto-e-
virgula, sem numeracao.

* Devem apresentar os nomes de todos os autores da obra.

* Devem conter os titulos das obras ou dos periddicos grafados em negrito.

* Devem conter somente a obra consultada, no caso de cita¢do de citagéo.

* Todas as referéncias devem registrar uma data de publicagdo, mesmo que aproximada.

* Devem ser trinta, N0 maximo.

Exemplos:
Artigos de Anais de Eventos (aceitos apenas trabalhos completos)

AHRENS, S. A fauna silvestre e 0 manejo sustentavel de ecossistemas florestais. In:
SIMPOSIO LATINO-AMERICANO SOBRE MANEJO FLORESTAL, 3. 2004, Santa
Maria. Anais. Santa Maria: UFSM, Programa de P0s-Graduacdo em Engenharia Florestal,
2004. p.153-162.
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Artigos de periodicos

SANTOS, M.A. dos; NICOLAS, M.F.; HUNGRIA, M. Identificacdo de QTL associados a
simbiose entre Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii e soja. Pesquisa Agropecuaria
Brasileira, v.41, p.67-75, 2006.

Capitulos de livros

AZEVEDO, D.M.P. de; NOBREGA, L.B. da; LIMA, E.F.; BASTISTA, F.AS.;

BELTRAO, N.E. de M. Manejo cultural. In: AZEVEDO, D.M.P.; LIMA, E.F. (Ed.).

O agronego6cio da mamona no Brasil. Campina Grande: Embrapa Algoddo; Brasilia:
Embrapa Informacéo Tecnologica, 2001. p.121-160.

Livros

OTSUBO, A.A.; LORENZI, J.O. Cultivo da mandioca na Regido Centro-Sul do Brasil.
Dourados: Embrapa Agropecuéria Oeste; Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e Fruticultura,
2004. 116p. (Embrapa Agropecuéaria Oeste. Sistemas de producéo, 6).

Teses e dissertacoes

HAMADA, E. Desenvolvimento fenolégico do trigo (cultivar IAC 24 - Tucurui),
comportamento espectral e utilizagdo de imagens NOAA-AVHRR. 2000. 152p. Tese
(Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas.

Fontes eletronicas

EMBRAPA AGROPECUARIA OESTE. Avaliacdo dos impactos econdmicos, sociais e
ambientais da pesquisa da Embrapa Agropecuaria Oeste: relatério do ano de 2003.
Dourados: Embrapa Agropecuaria Oeste, 2004. 97p. (Embrapa Agropecuaria Oeste.
Documentos, 66). Disponivel
em:http://www.cpao.embrapa.br/publicacoes/ficha.php?tipo=DOC&num=66&an0=2004
Acesso em: 18 abr. 2006.

CitacOes

* N&o sdo aceitas citacdes de resumos, comunicacao pessoal, documentos no prelo ou
qualquer outra fonte, cujos dados ndo tenham sido publicados.

* A autocitacdo deve ser evitada.

Redacéo das citacOes dentro de parénteses

* Citacdo com um autor: sobrenome grafado com a primeira letra maiuscula, seguido de
virgula e ano de publicacéo.

* Citacdo com dois autores: sobrenomes grafados com a primeira letra maidscula, separados
pelo "e" comercial (&), seguidos de virgula e ano de publicacgéo.

* Citacdo com mais de dois autores: sobrenome do primeiro autor grafado com a primeira
letra maidscula, sequido da expresséo et al., em fonte normal, virgula e ano de publicacéo.

* Citacdo de mais de uma obra: deve obedecer a ordem cronoldgica e em seguida a ordem
alfabética dos autores.

* Citacdo de mais de uma obra dos mesmos autores: 0S nomes destes ndo devem ser
repetidos; colocar os anos de publicagédo separados por virgula.

* Citacéo de citagédo: sobrenome do autor e ano de publicagdo do documento original, seguido
da expressao "citado por" e da citacdo da obra consultada.
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* Deve ser evitada a citacao de citacdo, pois ha risco de erro de interpretacdo; no caso de uso
de citacdo de citagdo, somente a obra consultada deve constar da lista de referéncias.

Redacéao das citacOes fora de parénteses
* Citacbes com os nomes dos autores incluidos na sentenca: seguem as orientagdes anteriores,
com os anos de publicacdo entre parénteses; sdo separadas por virgula.

Férmulas, expressdes e equacdes matematicas

* Formulas, expressdes, simbolos ou equacdes matematicas, escritas no editor de equacgdes do
programa Word, devem ser enviadas também em arquivos separados, no programa Corel
Draw, gravadas com extensdo CDR.

* No texto, devem ser iniciadas @ margem esquerda da pagina e apresentar tamanho
padronizado da fonte Times New Roman.

* Nao devem apresentar letras em italico ou negrito.

Tabelas

* As tabelas devem ser numeradas sequiencialmente, com algarismo arabico, e

apresentadas em folhas separadas, no final do texto, apos referéncias.

* Devem ser auto-explicativas.

* Seus elementos essenciais sdo: titulo, cabecalho, corpo (colunas e linhas) e coluna
indicadora dos tratamentos ou das variaveis.

* Os elementos complementares sdo: notas-de-rodapé e fontes bibliogréficas.

* O titulo, com ponto no final, deve ser precedido da palavra Tabela, em negrito; deve ser
claro, conciso e completo; deve incluir o nome (vulgar ou cientifico) da espécie e das
variaveis dependentes.

* No cabegalho, os nomes das varidveis que representam o contetdo de cada coluna devem
ser grafados por extenso; se isso ndo for possivel, explicar o significado das abreviaturas no
titulo ou nas notas-de-rodapé.

* Todas as unidades de medida devem ser apresentadas segundo o Sistema

Internacional de Unidades.

* Nas colunas de dados, os valores numéricos devem ser alinhados pelo Gltimo

algarismo; a coluna indicadora é alinhada esquerda.

* Nenhuma célula (cruzamento de linha com coluna) deve ficar vazia no corpo da tabela;
dados ndo apresentados devem ser representados por hifen, com uma nota-de-rodapé
explicativa.

* Na comparacdo de médias de tratamentos sdo utilizadas, no corpo da tabela, na coluna

ou na linha, a direita do dado, letras minusculas ou maidsculas, com a indicacdo em notade-
rodapé do teste utilizado e a probabilidade.

* Devem ser usados fios horizontais para separar o cabecalho do titulo, e do corpo; usalos
ainda na base da tabela, para separar o contetudo dos elementos complementares.

* Fios horizontais adicionais podem ser usados dentro do cabecalho e do corpo; ndo usar fios
verticais.

* As tabelas devem ser editadas em arquivo Word, usando os recursos do menu Tabela; ndo
fazer espacamento utilizando a barra de espaco do teclado, mas o recurso recuo do menu
Formatar Paragrafo.

Notas de rodapé das tabelas
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* Notas de fonte: indicam a origem dos dados que constam da tabela; as fontes devem constar
nas referéncias.

* Notas de chamada: sdo informacbes de carater especifico sobre partes da tabela, para
conceituar dados. S&o indicadas em algarismo arabico, na forma de expoente, entre
parénteses, a direita da palavra ou do numero, no titulo, no cabecalho, no corpo ou na coluna
indicadora. S&o apresentadas de forma continua, sem mudanga de linha, separadas por ponto.
* Para indicacdo de significancia estatistica, sdo utilizadas, no corpo da tabela, na forma de
expoente, a direita do dado, as chamadas ns (ndo-significativo); * e ** (significativo a5 e 1%
de probabilidade, respectivamente).

Figuras

* S&o consideradas figuras: gréaficos, desenhos, mapas e fotografias usados para ilustrar o
texto.

* SO devem acompanhar o texto quando forem absolutamente necessérias a

documentacao dos fatos descritos.

* O titulo da figura, sem negrito, deve ser precedido da palavra Figura, do nimero em
algarismo arabico, e do ponto, em negrito.

* Devem ser auto-explicativas.

* A legenda (chave das convencgdes adotadas) deve ser incluida no corpo da figura, no titulo,
ou entre a figura e o titulo.

* Nos graficos, as designacdes das variaveis dos eixos X e Y devem ter iniciais

maiusculas, e devem ser seguidas das unidades entre parénteses.

* Figuras ndo-originais devem conter, ap0s o titulo, a fonte de onde foram extraidas; as fontes
devem ser referenciadas.

* O crédito para o autor de fotografias € obrigatério, como também é obrigatério o crédito
para o autor de desenhos e graficos que tenham exigido acao criativa em sua elaborac&o.

* As unidades, a fonte (Times New Roman) e o corpo das letras em todas as figuras devem
ser padronizados.

* Os pontos das curvas devem ser representados por marcadores contrastantes, como: circulo,
quadrado, triangulo ou losango (cheios ou vazios).

* Os numeros que representam as grandezas e respectivas marcas devem ficar fora do
quadrante.

* As curvas devem ser identificadas na propria figura, evitando o excesso de

informagdes que comprometa o entendimento do gréfico.

* Devem ser elaboradas de forma a apresentar qualidade necessaria a boa reproducdo grafica
e medir 8,5 ou 17,5 cm de largura.

* Devem ser gravadas no programa Word ou Excel, para possibilitar a edicdo em possiveis
correcoes.

* Usar fios com, no minimo, 3/4 ponto de espessura.

* No caso de grafico de barras e colunas, usar escala de cinza (exemplo: 0, 25, 50, 75 e 100%,
para cinco variaveis).

* N&o usar negrito nas figuras.

* As figuras na forma de fotografias devem ter resolugdo de, no minimo, 300 dpi e ser
gravadas em arquivos extensdo TIF, separados do arquivo do texto.

* Evitar usar cores nas figuras; as fotografias, porém, podem ser coloridas.

NOTAS CIENTIFICAS
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* Notas cientificas sdo breves comunicacfes, cuja publicacdo imediata é justificada, por se
tratar de fato inédito de importancia, mas com volume insuficiente para constituir um artigo
cientifico completo.

APRESENTACAO DE NOTAS CIENTIFICAS

* A ordenacdo da Nota Cientifica deve ser feita da seguinte forma: titulo, autoria (com as
chamadas para endereco dos autores), Resumo, Termos para indexacdo, titulo em inglés,
Abstract, Index terms, texto propriamente dito (incluindo introducgéo, material e métodos,
resultados e discussao, e conclusdo, sem divisdo), Referéncias, tabelas e figuras. As normas
de apresentacdo da Nota Cientifica sdo as mesmas do Artigo Cientifico,exceto nos seguintes
casos:

* Resumo com 100 palavras, no maximo.

* Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

* deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e duas ilustragGes (tabelas e figuras).

NOVAS CULTIVARES

* Novas Cultivares sdo breves comunicac6es de cultivares que, depois de testadas e avaliadas
pelo Sistema Nacional de Pesquisa Agropecuaria (SNPA), foram superiores as ja utilizadas e
serdo incluidas na recomendacéo oficial.

APRESENTAQAO DE NOVAS CULTIVARES

Deve conter: titulo, autoria (com as chamadas para endereco dos autores), Resumo, titulo em
inglés, Abstract, Introdugdo, Caracteristicas da Cultivar, Referéncias, tabelas e figuras. As
normas de apresentacdo de Novas Cultivares sao as mesmas do Artigo

Cientifico, exceto nos seguintes casos:

* Resumo com 100 palavras, no maximo.

* Deve ter apenas oito paginas, incluindo-se tabelas e figuras.

* Deve apresentar, no maximo, 15 referéncias e quatro ilustracGes (tabelas e figuras).

* A introducdo deve apresentar breve historico do melhoramento da cultura, indicando as
instituicdes envolvidas e as técnicas de cultivo desenvolvidas para superar determinado
problema.

* A expressdo Caracteristicas da Cultivar deve ser digitada em negrito, no centro da pagina.

* Caracteristicas da Cultivar deve conter os seguintes dados: caracteristicas da planta, reacao
a doencas, produtividade de vagens e sementes, rendimento de graos, classificacdo comercial,
qualidade nutricional e qualidade industrial, sempre comparado com as cultivares
testemunhas.

OUTRAS INFORMAGCOES

* Nao hé cobranga de taxa de publicagdo.

* Os manuscritos aprovados para publica¢do sdo revisados por no minimo dois especialistas.

* O editor e a assessoria cientifica reservam-se 0 direito de solicitar modificages nos artigos e
de decidir sobre a sua publicacéo.

* Sdo de exclusiva responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos.

* Os trabalhos aceitos ndo podem ser reproduzidos, mesmo parcialmente, sem o
consentimento expresso do editor da PAB.
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» Contatos com a secretaria da revista podem ser feitos por telefone: (61)3448-4231 e
3273-9616, fax: (61)3340-5483, via e-mail: pab@sct.embrapa.br ou pelos correios:
Embrapa Informacdo Tecnoldgica, Pesquisa Agropecuaria Brasileira — PAB, Caixa
Postal 040315, CEP 70770-901 Brasilia, DF.

50



