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PREFACIO A 1°EDICAO A

A agropecudria é um dos principais mecanismos pelo qual a espécie humana
deixou o nomadismo para se fixar em um ambiente.

Essa fixacdao pode ocasionar as mais diversas mudangas comportamentais ou
alimentares. A producao em massa de alimentos proporcionada pela pecudria e
agricultura favoreceu o crescimento populacional e o estabelecimento de novos
desafios para alimentar a crescente demanda por produtos variados capazes de

suprir a necessidade nutricional dos individuos.

A transformagao e a maior producao destes insumos sao mecanismos
necessarios para a evolucdo das necessidades da populacao.

Neste livro vocé conhecerd algumas vertentes e desdobramentos propiciados
pelos novos processos de produgao agricola que sdo essenciais para satisfazer a
demanda atual por alimentos.

As discussoes sobre as novas demandas da populacao devem ser embasadas

cientificamente culminando na melhor tomada de decisdes para o aumento da |
producdo agricola mundial .

Este livro contempla estudos sobre controle biol6gico na producao agricola, a
evolugdo tecnoldgica no setor, manejo agricola no semiérido e a preocupagao
com a nutri¢ao do solo.

E possivel perceber o aspecto multidisciplinar do livro abrindo um novo leque
de oportunidades para pesquisas e sua repercussao nas mais diversas areas .

Esperamos que tenham uma boa leitura e que os conhecimentos aqui
disponiveis tragam novos insights e desdobramentos para novas pesquisas que
possam contribuir para o crescimento técnico da agricultura no pais.

ﬁoa Jeitura.

Os @gtmizac&vr&s‘




CAPITULO 1 — VIEIRA JUNIOR; PEREIRA. CONTROLE BIOLOGICO: UMA REVISAO SOBRE OS

PRINCIPAIS AGENTES MICROBIOLOGICOS UTILIZADOS NO CONTROLE DE NEMATOIDES.
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CAPITULO 1

CONTROLE BIOLOGICO: UMA REVISAO SOBRE OS PRINCIPAIS
AGENTES MICROBIOLOGICOS UTILIZADOS NO CONTROLE DE
NEMATOIDES

BIOLOGICAL CONTROL: A REVIEW OF THE MAIN MICROBIOLOGICAL AGENTS
USED IN NEMATODE CONTROL
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José Olivio Lopes Vieira Junior

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Laboratério de
Entomologia e Fitopatologia, Campos dos Goytacazes-RJ
http://lattes.cnpq.br/9215696544546918

Renata Cunha Pereira

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Laboratério de
Entomologia e Fitopatologia, Campos dos Goytacazes-RJ
http://lattes.cnpq.br/0834642317071534

Resumo

O controle biol6gico é uma &rea de pesquisa em crescimento no mercado agricola mundial. Estes defensivos
podem ser utilizados em qualquer cultura agricola e podem promover o crescimento de plantas e induzir a
resisténcia a patdgenos, como os nematoides. A maioria dos nematicidas bioldgicos sdo a base de
microrganismos, como fungos e bactérias. Diversos microrganismos tém sido estudados como antagonistas
de nematoides, mas algumas espécies de fungos e bactérias, como Trichoderma sp., Pochonia sp., Pasteuria
sp., merecem destaques devido ao seu potencial biotecnoldgico. Assim, este capitulo tem como objetivo
elucidar, através de uma revisdo bibliogréfica, as principais espécies de microrganismos que tém sido
utilizadas para o controle bioldgico de nematoides e os principais mecanismos de agdo sobre estes
patdgenos.

Palavras-Chave: defensivos biolégicos, microrganismos, nematicidas, fitopatologia.

Abstract: Biological control is a growing area of research in the global agricultural sector. These biological
pesticides can be used on any agricultural crop and can promote plant growth and induce resistance to
pathogens such as nematodes. Most biological nematicides are based on microorganisms, such as fungi and
bacteria. Several microorganisms have been studied as nematode antagonists, but some species of fungi
and bacteria, such as Trichoderma sp., Pochonia sp., Pasteuria sp. Thus, this chapter aims to elucidate,
through a literature review, the main species of microorganisms that have been used for the biological
control of nematodes and the main mechanisms of action on these pathogens.

Keywords: biological pesticides, microrganisms, nematicides, phytopathology.
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PRINCIPAIS AGENTES MICROBIOLOGICOS UTILIZADOS NO CONTROLE DE NEMATOIDES.

Introducéo

Os nematoides parasitas de plantas sdo considerados um dos principais fatores
limitantes na producdo de diversas culturas agricolas em todo o mundo (KENNEY;
ELEFTHERIANOS, 2016; ABD-ELGAWAD, 2021) e podem causar perdas de $118 a $
157 bilhdes de dolares (ABAD et al., 2008; DEGENKOLB; VILCINSKAS 2016;
KHAN; SHARMA, 2020). No Brasil, as principais espécies de nematoides de relevancia
para a agricultura sdo Meloidogyne spp. (nematoide de galhas), Heterodera glycines
(nematoide de cisto da soja), Pratylenchus brachyurus (nematoide das lesdes radiculares)
e Rotylenchulus reniformis (nematoide reniforme) (DIAS et al., 2010). Estes patdgenos
causam danos nas raizes e influenciam diretamente no rendimento e na sobrevivéncia de
culturas economicamente importantes devido a reducdo da capacidade das plantas de
absorverem agua e nutrientes para a parte aérea (PINHEIRO et al., 2014).

O controle quimico de nematoides com produtos formulados a base dos principios
ativos carbofurano, brometo de metila, abamectina e tiodicarbe era considerado o
principal método no controle das principais espécies de nematoides (NOVARETTI et al.,
1982). Porem, devido aos efeitos adversos a saude humana, elevada toxicidade ao
ambiente e baixa eficacia de controle apos repetidas aplicagdes, os nematicidas quimicos
foram restritos ou proibidos (ZUCKERMAN; ESNARD, 1994; TERZIEV; PETKOVA-
GEORGIEVA, 2019). E uma das principais demandas da agricultura moderna € proteger
0 ambiente e a satide do homem dos efeitos nocivos dos produtos quimicos utilizados
para 0 manejo de pragas e patdgenos na agricultura (MOHAMED et al., 2018). Préticas
alternativas de manejo para gerenciar 0s nematoides com seguranca e eficacia tém sido
desenvolvidas e 0 uso de biopesticidas € uma area de pesquisa em crescimento no
mercado agricola mundial (ABD-ELGAWAD, 2021; AHMAD et al., 2021). Os
biopesticidas podem ser definidos como produtos produzidos a base de organismos vivos
destinados para o controle de pragas e protecdo das plantas e atualmente os fungos e
bactérias sdo considerados os organismos mais eficientes e 0s principais agentes para 0
controle bioldgico contra nematoides parasitas de plantas (BLYUSS et al., 2019; ABD-
ELGAWAD, 2021; AHMAD et al.,, 2021). Outros organismos como nematoides
predadores, acaros, virus, protozodrios, oligoquetas, colémbolos, algas e turbelarios
também sdo considerados agentes de biocontrole, mas sdo menos eficazes e pouco
estudados (ABD-ELGAWAD; ASKARY, 2018; ABD-ELGAWAD, 2021).

No Brasil, a comercializacdo de biopesticidas, especialmente de nematicidas,

cresceu mais de 70% no ano de 2018 e movimentou cerca de R$465 milhdes, o dobro do

A TRANSFORMAGAO DA AGRICULTURA BRASILEIRA - EDITORA SCIENCE - 2021



CAPITULO 1 — VIEIRA JUNIOR; PEREIRA. CONTROLE BIOLOGICO: UMA REVISAO SOBRE OS
PRINCIPAIS AGENTES MICROBIOLOGICOS UTILIZADOS NO CONTROLE DE NEMATOIDES.

valor comercializado em 2017. Os produtos bioldgicos podem ser utilizados em qualquer
cultura agricola, como frutas e verduras, gréos, cana-de- acucar, entre outros (MAPA,
2019). Estes produtos séo desenvolvidos a base de organismos ou subprodutos secretados
por estes que sdo antagonistas a patdgenos de plantas agricolas. A maioria dos
microrganismos utilizados em produtos microbiologicos para o controle de nematoides
sdo espécies de fungos e bactérias encontrados naturalmente no solo (KHAN et al., 2020;
ABD-ELGAWAD, 2021).

Os fungos utilizados para controle biologico podem ser endoparasitérios,
produtores de toxinas e parasitas de ovos, juvenis ou adultos. As bactérias podem ser
parasitas obrigatorias, parasitas oportunistas e produtoras de proteinas que induzem na
promocdo de crescimento da planta (ABD-ELGAWAD, 2020). A aplicacdo destes
microrganismos de potencial biotecnoldgico pode estimular a biota do solo e ter um efeito
supressivo nas populagdes de organismos fitopatogénicos, como nematoides (BALDONI
et al., 2020). Espeécies de fungos de Trichoderma sp., Pochonia sp. e Paecilomyces sp.
tém se destacado como antagonistas de nematoides como Pratylenchus sp. e Meloidogyne
sp.. Dentre as bactérias, espécies de Pasteuria, Pseudomonas e Bacillus podem ser citadas
com elevado potencial biotecnoldgico devido ao efeito antagdnico aos nematoides. O
objetivo deste capitulo é investigar, através de uma revisdo da literatura, as principais
espécies de microrganismos utilizadas para o controle biol6gico de nematoides e os seus

mecanismos de acdo sobre estes patdgenos.

Metodologia

Para fornecer informac6es sobre estudos cientificos que ja foram conduzidos a
respeito do controle bioldgico de nematoides foi realizada uma reviséo bibliografica. Para
isto, realizou-se uma pesquisa descritiva na busca por sistematizar informagdes sobre 0s
principais agentes biol6gicos utilizados neste método de controle e seus principais
mecanismos de atuacao na indugéo de resisténcia da planta ao patégeno. Foram utilizadas
ferramentas de busca como Google académico, PubMed, Scopus (Elsevier), Web of
Science (Clarivate Analytics) e Scientific Eletronic Library Online (Scielo). As principais
palavras chaves utilizadas nas buscas foram “biological control nematodes”, “biological
control agents of plant-parasitic nematodes”, “fungi nematophagus” e “bacteria used in
the biological control of plant-parasitic nematodes”. Os termos das buscas poderiam estar

contidos no titulo, resumo ou palavras-chave dos trabalhos.
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A busca considerou os trabalhos publicados entre os anos de 2000 e 2021. Buscou-
se priorizar a leitura de pesquisas mais recentes, com no maximo doze anos de publicacéo,
entretanto, bibliografias mais antigas foram citadas quando relevantes e consolidadas na
area de estudo. De acordo com os termos de busca foram encontrados artigos, revisoes,
dissertacgdes, teses, livros e capitulos de livros. Foram selecionados somente os trabalhos
publicados na modalidade artigo cientifico e livros de maior relevancia cientifica e maior
namero de citaces, com prioridade para as pesquisas publicadas em inglés e em revistas
com fator de impacto acima de um ou qualis Capes acima de B1. Artigos cientificos
completos que ndo estavam disponiveis de forma integral nas plataformas de busca e que
possuiam informacdes relevantes, foram solicitados aos autores o envio do mesmo através
da plataforma Research Gate.

Ao final, foram selecionadas para esta revisao as informagoes de maior relevancia
publicadas em 37 artigos cientificos e em um livro. A natureza desta pesquisa se
caracteriza como basica, de modo a elaborar uma revisdo narrativa, na busca e analise
critica da literatura cientifica com o intuito de elaborar uma fundamentacéo teorica sobre

a perspectiva do controle biolégico de nematoides no Brasil.

Resultados e Discussao

O desenvolvimento de produtos microbiol6gicos para o controle de nematoides
cresce anualmente e os fungos e bactérias nematdfagos estdo entre os principais grupos
microbianos com potencial para o controle bioldgicos fitonematoides (KHAN et al.,
2020). Cerca de 75% destes produtos sdo formulados a base de espécies fungicas e 7%

sdo defensivos bioldgicos desenvolvidos a partir de cepas bacterianas (MAPA, 2019).

Fungos

Dentre os géneros de fungos, Trichoderma harzianum, Purpureocillium
lilacinum, Pochonia chlamydosporia, Monacrosporium lysipagum, Pseudomonas
fluorescens e Pasteuria penetranstem tem se destacado como 0s principais agentes de
biocontrole de nematoides parasitas de plantas (SHARON; CHET; SPIEGEL, 2011,
PARIHAR et al., 2015; BAHETI; BHATI, 2017; PACHECO et al., 2020; KUMAR;
DARA, 2021).

O Trichoderma séo fungos filamentosos, de vida livre, comuns em ecossistemas
de solo e raizes e com elevado potencial biotecnologico. As cepas colonizam o sistema

radicular e promovem o crescimento das plantas, a produtividade da cultura e a inducéo
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de resisténcia a estresses abidticos e bidticos (BALDONI, 2020). As plantas possuem
uma serie de estratégias defensivas inatas para proteger do ataque de pragas e patdgenos
de maneira eficiente (SHIGENAGA et al., 2017; RAMIREZ-PRADO et al., 2018). Uma
vez que 0 parasitismo ocorre, as plantas reconhecem moléculas geradas pelas secrecoes
orais dos herbivoros ou sinais de danos na parede celular (HOU; LIU; WU, 2019). No
entanto, espécies de nematoides possuem mecanismos que os tornam “invisiveis”, através
da secrecdo de proteinas que disfarcam a sua presenca na planta hospedeira e conseguem
realizar o parasitismo sem que ocorra a ativacdo dos mecanismos de defesa (KHAN;
KIM, 2007). Algumas espécies de Trichoderma, micorrizas arbusculares, ectomicorrizas
e fungos endofiticos ao colonizar o sistema radicular das plantas, as radicelas sdo
revestidas com filamentos fungicos. Ao detectar a presenca de algumas espécies de
nematoides, como Pratylenchus sp. e Meloidogyne sp., estes fungos mutualisticos
induzem a ativagcdo dos mecanismos de defesa das plantas contra estes nematoides (HOU,;
LIU; WU, 2019; ABRIL-URIAS; ESCOBAR, 2020).

Trichoderma harzianum é considerado um dos principais agentes de controle
biolégico de Meloidogyne sp. (BRAHMA; BORAH, 2016; RAI; LIMBU; JOSHI, 2020).
Esta espécie é capaz de sintetizar e liberar na rizosfera micoxinas e metabdlitos com
elevado teor de enzimas, tais como quitinases, glucanases e proteases, capazes de
degradas a parede celular de fungos e nematoides patogénicos (GAJERA et al., 2013;
PUYAM, 2016). Estas substancias atuam diretamente na degradacdo dos ovos de
Meloidogyne, e reduzem a densidade populacional do patégeno no solo (SAHEBANI;
HADAVI, 2008).

Pochonia chlamydosporia é uma espécie de fungo oportunista que tem
apresentado resultados positivos quanto a capacidade antagbnica a nematoides
(MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013; PARIHAR et al., 2015; BENTTOUMI et al.,
2020; PACHECO et al., 2020; KUMAR et al., 2021). Pochonia chlamydosporia parasita
ovos e fémeas de nematoides endoparasitas sedentarios, como Meloidogyne, Heterodera
e Pratylenchus brachyurus. O parasitismo de P. chlamydosporia ocorre através da
secrecdo e liberacdo de enzimas responsaveis pela desintegracdo parcial da camada
vitelinica dos ovos, em seguida ocorre a penetracdo da hifa e a dissolugdo enzimatica das
camadas de quitina e de lipidios (MANZANILLA-LOPEZ et al., 2013). O efeito do
parasitismo do fungo sobre os ovos do hospedeiro aléem de inibir o desenvolvimento

embrionario do nematoide, provoca a liberacdo de enzimas que favorecem a
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permeabilidade da casca do ovo e facilita a passagem de micotoxinas que impedem a
ecloséo de juvenis de segundo estadio (J2) (BENTTOUMI et al., 2020).

O género Paecilomyces possui espécies patogénicas e saprofiticas, e por este
motivo pode ser encontrado em uma ampla variedade de habitats, como solo, materiais
vegetais e alimentos em decomposicao. Espécies de Paecilomyces que vivem no solo
desempenham um papel significativo como endofito de plantas. A colonizagdo no sistema
radicular proporciona vantagens para o desenvolvimento das plantas, por este motivo este
espécies de Paecilomyces tém sido utilizadas como promotoras de crescimento. Além
disso, a interagdo fungo-planta melhora o vigor da planta hospedeira através de diferentes
mecanismos que fornecem protecao contra fitopatégenos. O fungo, apds estabelecer na
planta hospedeira, produz uma grande variedade de metabdlitos secundarios que sdo
liberados na regido da rizosfera (HOMTHONG et al., 2016). Estas substancias possuem
componentes biolégicos que podem atuar como inseticida, herbicida, bactericida,
fungicida e nematicida.

Paecilomyces tem sido amplamente estudado como um fungo nematéfago,
especialmente contra Meloidogyne spp., mas também contra outros géneros como
Globodera, Rotylenchulus, Heterodera, Xiphinema e Pratylenchus (DONG; YANG;
ZHANG, 2007; MUNAMAR et al., 2015; XIANG et al., 2018). O mecanismo de atuacédo
de Paecilomyces spp. contra os nematoides € similar a P. clamydosporia. Secrecdes
enzimaticas produzidas pelo fungo degradam a quitina presente na camada protetora do
ovo do nematoide, reduzindo o desenvolvimento embrionério e diminuindo a taxa de
eclosdo dos espécimes. Quando ha eclosdo, os juvenis possuem deformidades que

impedem a mudanca a infeccdo na planta (HOMTHONG et al., 2016).

Bactérias

Assim como os fungos, alguns grupos de bactérias tém se destacado devido ao
potencial biotecnoldgico de espécies para o controle de nematoides. Dentre eles, podem
ser citados as bactérias endofiticas e as rizobactérias. Estes grupos atuam como indutores
de resisténcia a fitopatdgenos e promotores de crescimento de plantas. e redugdo de
fitonematoides, através da inducdo de resisténcia e produgdo de enzimas toxicas que
atuam no desenvolvimento (inibicdo de oviposicdo e eclosdo de juvenis) e
comportamento dos nematoides (FERREIRA et al., 2017).

Em relacéo as bacterias da espécie Bacillus subtillis sdo parasitas de ovos, juvenis

e fémeas de espécies de nematoides que possuem habito migrador, como por exemplo
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Pratylenchus, e nematoides sedentarios, como Meloidogyne e Heterodera
(MAZZUCHELLI et al., 2020). Além disso, B. subtillis secreta substancias enzimaticas
no solo que possuem propriedades que alteram o comportamento dos nematoides e
impedem que estes parasitas ndo encontrem a planta hospedeira (OLANREWAJU,;
GLICK; BALALOLA, 2017).

Os parasitas obrigatorios, Pasteuria spp., sdo agentes biologicos com elevada
eficiéncia no controle de nematoides. Estas espécies de bactérias podem atuar sob
condigbes adversas e com temperatura, pH e umidade do solo variaveis. A medida que os
nematoides se movem no solo, enddsporos de Pasteuria spp. se fixam na superficie da
cuticula (VAGELAS et al., 2012). Uma vez aderidos, eles criam tubos germinativos que
rompem a cuticula e se ramificam no pseudoceloma do nematoide (DAVIES;
OPPERMAN, 2006). A proliferacdo interna dessas células e a esporulacdo suprimem a
multiplicacdo dos nematoides e causam a mortalidade destes patdgenos (DAVIES et al.,
2011). Além de ocorrer o parasitismo por parte das bactérias, a adesdo dos enddsporos
dificulta a movimentacdo dos juvenis infectantes impedindo que alcance a planta
hospedeira (DAVIES, 2009).

Por apresentarem preferéncia por espécies de nematoides, Pasteuria spp. ndo
atingem organismos ndo-alvo. P. penetrans € um parasita especifico de Meloidogyne
(LIU et al., 2017), enquanto P. thornei é parasita de P. brachyurus (CONFORT;
INOMOTO, 2018), e P. nishizawae controla espécies de Heterodera (NOEL et al., 2010).
O controle biolégico com produtos a base de Pasteuria spp. pode ser aplicado no solo e
incorporado com outras praticas de manejo como rotacdo de culturas e a incorporacao de
corretivos de solo.

Algumas bactérias, como as rizobactérias, atuam como promotoras do
crescimento de plantas (PGPR), uma vez que, ao colonizar o sistema da radicular,
favorecem o desenvolvimento das raizes e consequentemente o crescimento da planta
(SIDDIQUI, 2005). Por este motivo as rizobactérias sdo consideradas como favorecem o
crescimento da planta ao colonizar o sistema radicular, mas algumas PGPR’s também
mostraram atividade nematicida contra nematoides parasitas de plantas (MHATRE,
2019). Um exemplo evidente sdo o0s metabdlitos secundarios produzidos por
Pseudomonas fluorescens que induzem a mortalidade de ovos de nematoides e juvenis de
segundo estagio (NEIDIG, 2011). Em um estudo conduzido por Zhao et al. (2018), cerca
de 860 cepas de bactérias coletadas da rizosfera, cinco espécies (Bacillus cereus, B.
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subtilis, Pseudomonas putida, P. fluorescens e Serratia proteamaculans) mostraram alta
eficacia no controle de Meloidogyne javanica.

As rizobactérias atuam de forma direta e indireta na resisténcia de plantas a
nematoides. De forma direta, pode ser citada reacdo da planta desencadeada pela
colonizacdo das bactérias nas raizes que favorecem a dissociagdo de alguns
macronutrientes do solo, como fosforo. Além disso, induzem a produgdo de compostos
ativos, como giberelina e citocinina e fitohormonios. Indiretamente, as bactérias
produzem enzimas liticas e antibiéticos que suprimem pragas e patégenos como alguns
nematoides (VILJOEN et al., 2019).

Nas Ultimas décadas, diversos produtos comerciais baseados em microrganismos
foram desenvolvidos e comercializados como biopesticidas, biofertilizantes e corretivos
de solo. No entanto, estes isolados comerciais podem apresentar resultados que podem
variar de acordo com o tipo de solo, cultura, clima e regido. Portanto, é necessario que 0s
estudos como novos isolados continuem identificando e testando a eficiéncia destes

agentes bioldgicos para o controle eficiente de nematoides.

Considerac0es Finais

A literatura atual sobre o uso de controle bioldgico para o manejo de nematoides
é extensa e isto estd associado com a necessidade de alternativas mais sustentaveis devido
aos efeitos negativos causados pelos nematicidas quimicos a0 meio ambiente. Séo
diversos estudos que demonstram espécies, principalmente de fungos e bactérias, que
possuem potencial para o controle bioldgico de nematoides. No entanto, este método
ainda precisa ser aprimorado, uma vez que o controle de nematoides através de
nematicidas quimicos possui efeito mais rapido, enquanto o manejo biolégico apresenta

resultados a médio-longo prazo.
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Resumo

A agricultura € umas das atividades mais antigas da humanidade, tendo como objetivo principal a producéo
de vegetais para consumo humano e animal, e desde seu surgimento, tem passado por mudancas constantes
visando aumentar a produtividade das culturas. No Brasil, a modernizacdo da agricultura foi induzida pelo
processo de industrializacdo estimulado pela politica econdmica entre 1950 e 1970. Desta forma, este
trabalho objetivou mostrar a evolugdo tecnolégica da area agricola no Brasil. Esta pesquisa baseou-se em
revisBes de literatura sobre a evolucdo tecnolégica da agricultura no Brasil e no mundo. Os avangos da
agricultura foram classificados em quatro fases, sendo Agricultura 1.0, tendo como tecnologia o
desenvolvimento e utilizagdo de equipamentos de tragdo animal; Agricultura 2.0, caracterizada pelo
desenvolvimento e utilizacdo de maquinas com motor a combustdo; Agricultura 3.0, tendo como
tecnologias o GPS, sensoriamento remoto, geoprocessamento, tornando possivel a aplica¢do de insumos
em taxa variavel, e por fim, Agricultura 4.0, que trouxe consigo a conectividade das fazendas, das lavouras
e dos animais, uso de drones em larga escala, criando a chamada agricultura digital. Desta forma, a
agricultura, desde sua existéncia, passou por transformacéo visando o aumento da produtividade adotando
novas técnicas e tecnologias através da utilizagcdo de GPS, robdtica e softwares. Cada fase que a agricultura
passou a implementar tecnologias que foram determinantes no avango técnico e tecnoldgico da agricultura.

Palavras-Chave: agricultura digital, sensoriamento remoto, geoprocessamento
Abstract

Agriculture is one of the oldest activities of humanity, having as its main objective the production of
vegetables for human and animal consumption, and since its emergence, it has undergone constant changes
in order to increase crop productivity. In Brazil, the modernization of agriculture was induced by the
industrialization process stimulated by the economic policy between 1950 and 1970. Thus, this work aimed
to show the technological evolution of the agricultural area in Brazil. This research was based on literature
reviews on the technological evolution of agriculture in Brazil and worldwide. Advances in agriculture
were classified into four phases, with Agriculture 1.0, having as technology the development and use of
animal traction equipment; Agriculture 2.0, characterized by the development and use of combustion engine
machines; Agriculture 3.0, with GPS, remote sensing, geoprocessing as technologies, making it possible to
apply inputs at a variable rate, and finally, Agriculture 4.0, which brought with it the connectivity of farms,
crops and animals, widespread use of drones scale, creating the so-called digital agriculture. Thus,
agriculture, since its existence, has undergone transformation aiming at increasing productivity by adopting
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new techniques and technologies through the use of GPS, robotics and software. Every phase that
agriculture started to implement technologies that were decisive in the technical and technological
advancement of agriculture.

Keywords: digital agriculture, remote sensing, geoprocessing

Introducéo

A agricultura é uma atividade que tem como objetivo cultivar vegetais para
consumo humano e animal. Segundo Castanho et al. (2017) a agricultura é a arte de
cultivar os campos, mas também representa a questao do trabalho e as técnicas utilizadas
para a obtencdo dos produtos agricolas. Desde o seu surgimento, a agricultura estd em
constante mudanca, visando melhorias nas producdes das diferentes culturas e buscando
atender as necessidades do homem.

O Sistema de cultivo de alimento iniciou-se quando o homem se deparou com a
necessidade de se estabelecer na terra, sendo necessario desenvolver uma nova condicao
de obtencéo de alimentos, que ndo fosse apenas fornecido de uma forma espontanea pela
natureza, mas sim, cultivado (MAZOYER e ROUDART, 2010; CASTANHO et al.
2017), e através deste processo de evolucdo da agricultura 0 homem deixou de ser
ndmade.

A modernizagdo da agricultura brasileira foi induzida pelo processo de
industrializacdo do pais, isto €, pela politica econdmica do governo entre 1950 e 1970, o
que favoreceu a inddstria em detrimento da agricultura, reforcando o poder das cidades e
acelerando do éxodo rural, e assim, a industrializacdo do Brasil proporcionou o
desenvolvimento de uma economia diversificada e urbana (ALVES et al., 2005). Segundo
dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), em 2020, o valor da
producdo agricola do pais atingiu R$ 470,5 bilhdes, 30,4% maior que em 2019 e a area
plantada totalizou 83,4 milhGes de hectares, 2,7% superior a do ano anterior. A producao
de cereais, leguminosas e oleaginosas chegou a 255,4 milhdes de toneladas, 5,0% maior
que a de 2019.

Para Bustos et al. (2016) novas tecnologias agricolas no Brasil, como a adocao de
sementes de soja geneticamente modificadas, que proporciona menos trabalho por
unidade de terra para produzir a mesma producéo, e a introducdo de uma segunda safra
de milho (milho safrinha), que permite cultivar duas safras por ano, aumentando
efetivamente a dotacdo de terra, permitiram mudangas técnicas na agricultura. Além

destas novas tecnologias, outras surgiram e se tornaram cada vez mais Uteis, a fim de se
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obter melhores resultados de producdo, como por exemplo a agricultura de precisdo, o
que inclui o uso do geoprocessamento, e a agricultura digital.

Como qualquer atividade econdmica, a agricultura também teve que se adaptar as
condicdes externas, e como parte desta adaptacao a agricultura de precisdo foi criada e
disseminada. A agricultura de precisdo comecou a ser implementada no inicio da década
de 1990 propositadamente para aumentar a lucratividade e reduzir o impacto ambiental
(WALTER et al., 2017). Esta nova forma de conducdo foi uma oportunidade para a
agricultura se tornar um ambiente moderno e eficiente devido a combinagéo de tecnologia
(KLEPACKI, 2020). Esse sistema de agricultura faz uso de varias tecnologias, como por
exemplo, o geoprocessamento, 0 GPS (Global Positioning System) e o0 sensoriamento
remoto.

A agricultura digital, também conhecida como Agricultura 4.0 (Agro 4.0), faz
referéncia a Industria 4.0, e utiliza métodos computacionais de alto desempenho.
Conforme Basso e Antle (2020) a agricultura digital (DA) trata-se de um conjunto de
tecnologias de informacdo geoespacial que integra sensores, analises e automacao para
monitorar, avaliar e gerenciar solo, recursos climaticos e genéticos no campo.

Atualmente ha necessidade de que os setores agricolas sejam inteligentes, e para
iSs0, € preciso que a agricultura esteja munida de ferramentas e técnicas inovadoras, em
especial, as tecnologias digitais, proporcionando o aumento da producéo e produtividade
a um custo executavel e sustentavel, o que inclui a agricultura digital e de precisao,
softwares, robotica agricola. Desta forma, este trabalho tem como objetivo mostrar a

evolucdo tecnoldgica da area agricola no Brasil.

Metodologia

Este trabalho baseia-se na metodologia sistematica de revisdo de literatura
narrativa e atual a respeito transformacdes e evolugdo da agricultura no Brasil e no
mundo, 0 impacto que essas transformacdes trouxeram para economia e 0s beneficios e
maleficios das novas tecnologias empregadas no setor agricola.

A pesquisa bibliografica foi realizada a partir do levantamento de referéncias
tedricas publicadas por meios das plataformas: Scientific Electronic Library Online
(SciELO), Google académido, Pubmed/NCBI. Foram utilizados 0s seguintes descritores:
“precision agriculture”, “digital agriculture” “geoprocessing”, “remote sensing”

“evolution of agriculture”, entre outros.
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Os critérios de inclusdo estabelecidos foram artigos que apresentaram estruturas
textuais completas disponiveis na plataforma de pesquisa que atendiam o objetivo
proposto pelo trabalho.

Resultados e Discussao

Os avancos da agricultura podem ser classificados em quatro fases, sendo elas a
Agricultura 1.0 - Tragdo animal; Agricultura 2.0 - Tragdo com motor a combustéo;
Agricultura 3.0 - Sistemas guiados e Agricultura de Precisdo; e Agricultura 4.0 -
(Agricultura Digital) - Fazendas Conectadas, onde cada uma delas possuem
caracteristicas particulares que estdo apresentadas de forma resumida na figura abaixo e
de forma detalhada nos topicos seguintes.

Figura 1. Evolucéo da agricultura.
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Agricultura 1.0 — Mecanizacéo: Tracédo animal

Mais conhecida como agricultura tradicional, a Agricultura 1.0 se caracteriza pelo
desenvolvimento e utilizacdo de equipamentos rudimentares como o arade de lamina
construido com madeira, uso de tracdo animal, baixo uso da tecnologia, baixa
produtividade e producdo agricola de subsisténcia (SANTOS et al., 2019). Este tipo de
agricultura é utilizada por pequenos produtores, seja por questdes culturais ou pela

dificuldade de acesso as novas tecnologias, ja que muitas delas sdo onerosas.

Agricultura 2.0 — Mecanizacgao: Tragdo com motor a combustao

A Agricultura 2.0 teve inicio a partir do surgimento das maquinas com motor a
combustdo, que passaram a substituir a os equipamentos de tracdo animal. Esta fase a
agricultura teve inicio apdés um dos marcos para a agricultura, que foi a chamada
revolucdo verde, onde os sistemas de producdo agropecudrios sofreram grandes

transformacdes com a introducéo de novas tecnologias de fertilizacao, correcdo da acidez

A TRANSFORMAGAO DA AGRICULTURA BRASILEIRA - EDITORA SCIENCE - 2021

17



CAPITULO 2 — SANTOS; GOMES. EVOLUCAO TECNOLOGICA DA AGRICULTURA NO BRASIL.

do solo, irrigacédo, uso de pesticidas, novas cultivares, mecanizacao e outras tecnologias
(TILMAN et al., 2002). Conforme Santos (2019) nesta fase teve inicio a utilizacdo de
insumos, producdo em larga escala e exportacdo dos produtos.

Agricultura 3.0 — Sistemas guiados e Agricultura de Precisdo

Chamada de agricultura de preciséo, a Agricultura 3.0 surgiu entre os anos de
1990 e 2010. Esta fase foi marcada pelo inicio da utilizacdo do GPS na deteccdo da
variacdo da producdo dentro de um mesmo espaco produtivo, permitindo uma aplicagédo
racional dos insumos (MIRANDA et al., 2017). A agricultura de precisdo se caracteriza
por coletar informagdes da superficie terrestre através de um sensor remoto, com as
radiacOes eletromagnéticas incidentes, que, junto com um software especifico, € possivel
desenvolver cartas tematicas para um aproveitamento agricola eficiente (REGHINI e
CAVICHIOLLI, 2020).

O GPS é uma das principais geotecnologias utilizadas na agricultura de precisdo.
De acordo com a Embrapa (2014) a geotecnologia se caracteriza por ser um conjunto de
técnicas formadas por hardware (satélites, cAmeras, computadores, GPS) e softwares
capazes de armazenar e manipular informacdes, ja 0 sensoriamento remoto trata-se da
obtencéo de informacdes por meio da analise de dados adquiridos por sensores remotos,
exemplo dos satélites e avibes, drones. Esses sensores coletam energia de um dado objeto
e converte em sinal apto a ser registrado, e assim é possivel obter informacdes sobre ele.

A agricultura 3.0 foi responsavel por viabilizar a utilizacdo de tecnologias
existentes e o surgimento de novas tecnologias, visando o aumento da produtividade e a
reducdo dos custos a partir da reducédo da utilizacdo de insumos e otimizagéo da irrigacao.
Nesta perspectiva 0 geoprocessamento passou a ser utilizado como auxilio na tomada de
decisbes (MIRANDA et al., 2017).

Agricultura de Precisao

Nos dias atuais, inovar é a palavra-chave para o desenvolvimento econémico,
aumento da produtividade e competitividade do mercado nacional e global, de modo
especial no setor agricola, onde novas tecnologias tém permitido incremento da producéao
de forma sustentavel. A agricultura do futuro, que inclui a agricultura de preciséo e
agricultura digital, surgiu na tentativa de incrementar a produtividade, extraindo o
méaximo de valor de cada etapa do ciclo de producéo (BASSOI et al., 2019) para enfrentar

o desafio de produzir alimentos de forma sustentavel e atender as demandas crescentes
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da populagdo, com previsdo de crescimento de mais 2 bilhdes até 2050 (UNITED
NATIONS, 2019).

Agricultura de precisdo, como 0 nome ja sugere, trata-se do monitoramento das
atividades agricolas de forma mais precisa, através do uso de tecnologias. A AP é uma
pratica agricola, que faz uso de tecnologia de informacdo baseada no principio da
variabilidade espacial e temporal, e € uma importante ferramenta para utilizacdo eficiente
dos recursos naturais e insumos agricolas (ARTUZO et al., 2017), sendo compreendida
como um ciclo que tem inicio na coleta dos dados e posterior analises e interpretacdo
dessas informacdes, geracdo das recomendacdes, aplicacdo no campo e avaliacdo dos
resultados (GEBERS e ADAMCHUK, 2010).

No entanto, a utilizacdo desta técnica ainda tem se restringindo as grandes
propriedades, pois sua utilizacdo é onerosa. Para Basso e Antle (2020) os beneficios
acarretados pela utilizacdo das tecnologias sdao maiores em fazendas de grande porte, pois
podem distribuir os custos fixos, e assim reduzir os custos de méo de obra por meio da

automacao.

Geoprocessamento

Os avancos das transformacdes tecnoldgicas, fizeram com que as organizacoes
alterassem seu ambiente em diversos niveis, 0 que resultou em uma reestruturacdo dos
sistemas de gestdo adotados e analise da necessidade de utilizacdo de tecnologias
processuais (AUGUSTO et al., 2012). Por muitos anos, a agricultura tradicional lidou
com o manejo de culturas de modo desgastante, no entanto, a partir da utilizacao de novas
tecnologias, como o uso de dados georreferenciados, concomitante ao armazenamento de
informacBes em bancos de dados, foi possivel realizar comparacdes precisas com dados
anteriores e com o histérico da area analisada (REGHINI e CAVICHIOLI, 2020),
permitindo a otimizacéo nos processos produtivos das culturas.

Uma das técnicas que evoluiu na agricultura foi a geotecnologia, que faz uso de
imagens obtidas por sensores orbitais, que abrange o espectro visivel e invisivel ao olho
humano (GOMES et al., 2021). Reghini e Cavichioli, 2020 definem geoprocessamento
como um conjunto de tecnologias destinadas a coletar e tratar dados espaciais com um
objetivo especifico, e as atividades que envolvem 0 geoprocessamento sdo executadas
pelos SIG sendo possivel criar abstracdes digitais do real, manejar e armazenar
eficientemente dados, identificando o melhor relacionamento entre as variaveis espaciais

e possibilita a criacdo de relatorios e mapas para a compreensao desses relacionamentos.
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Fazem parte da geotecnologia o Processamento Digital de Imagens (PDI), a
geoestatistica e 0s SIG (Sistemas de Informacgdes Geograficas).

O geoprocessamento junto com outras técnicas de mapeamento, como a
topografia convencional, imagens de satélite, GPS, entre outras, é possivel adquirir mapas
tematicos e quantificar areas de agricultura, pastagem, campo nativo, reflorestamentos e
florestamentos, florestas nativas, fruticultura, areas sujeitas a alagamento, agudes,
barragens, éareas erodidas ou em processos, bem como outras formas de utilizacdo
(MOTTA e WATZLAWICK, 2000).

Agricultura 4.0 (Agricultura Digital) — Fazendas Conectadas

A Agricultura 4.0 surgiu a partir de 2010, incrementando as tecnologias da
agricultura de precisdo com conectividade e automacdo, utilizando veiculos e maquinas
autébnomas, drones, sensores implantados em animais para alimentar uma central que
processa os dados, permitindo assim uma tomada eficiente de decis6es, conhecida como
agricultura digital (MASSRUHA, 2016). Esse sistema de agricultura auxilia os
produtores na tomada de decisdes gerenciais no manejo das culturas, levando em conta a
variabilidade espacial e temporal da lavoura para obter maximo retorno econdémico e
reduzir o impacto ambiental (INAMASU et al., 2011).

O processo de producéo deve integrar conhecimentos agrondémicos, grandes bases
de dados agricolas (Big Data), tecnologias inovadoras de sensores, satélites, veiculos
aéreos ndo tripulados, maquinas e robds autbnomos, softwares e plataformas em nuvens
(em geral, a disponibilidade de recursos computacionais, especialmente armazenamento
e processamento, que dispensa o gerenciamento ativo direto do usuario final) (BASSOI
et al., 2019). A agricultura digital vai mais além da agricultura de precisdo, pois
estabelece as acdes de gerenciamento, ndo apenas com base na localizacdo do campo,
mas tambem nos dados armazenados alimentado em tempo real (WOLFERT et al., 2014).

Em uma entrevista com produtores rurais de diferentes setores produtivos,
empresarios e prestadores de agricultura digital no Brasil, realizada pela Embrapa
Instrumentagdo (2020), foi obtido que 84% dos entrevistados utilizam ao menos uma
tecnologia digital em seu processo produtivo, onde 70,4% faz uso da internet para
atividades gerais ligadas a producéo, 57,5% utilizam aplicativos de celular ou programa
de computador para obtencdo ou divulgacao de informacdes da propriedade e producgéo
(Figura 2). E as principais funcGes das tecnologias digitais utilizadas pelos agricultores

séo a obtencdo de informacdes e planejamento das atividades da propriedade (66,1%),
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gestdo de propriedade rural (43,3%), compra e venda de insumos, de produtos e da
producéo (40,5%), mapeamento e planejamento do uso da terra (32,7%) e a previsao de
riscos climéticos (30,2) (Figura 3).

Figura 2. Uso de tecnologias digitais pelos produtores.
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Fonte: Embrapa (2020).

Figura 3. Principais fungdes das tecnologias na agricultura digital.

Fonte: Embrapa (2020).
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Vantagens e desvantagens das tecnologias na agricultura
Abaixo esté elencado algumas das principais vantagens e desvantagens do uso de

tecnologias na agricultura.

Vantagens:

- Aumenta a produtividade, pois auxilia o agricultor obter um melhor
aproveitamento do solo e dos insumos, com menos recursos e maior qualidade, além
disto, através dos dados fornecidos, o produtor consegue conhecer as particularidades da
lavoura de forma mais exata, permitindo que a tomada de decisdes seja mais facil e
eficiente.

- Otimizacdo das atividades agricolas nos processos que vao do plantio a colheita,
pois ao conhecer os principais dados relacionados a area e as maquinarias, 0s produtores
podem monitorar todos os processos, impedindo que ocorra repeticdo de aplicacdo de
insumos, desperdicio de 4gua, entre outros pontos, evitando assim, custos desnecessarios.

-Reducéo de custos;

Desvantagens:

- Alguns equipamentos necessitam de conexdo de internet, o que pode ser um
problema em algumas propriedades;

- O investimento muitas vezes € oneroso, o que reflete nos custos de producao;

- Falta de capacitacdo dos profissionais e mdo de obra qualificada, pois muitas
vezes a interpretacdo dos dados pode ser complexa, como foi relatada Basso e Antle
(2020). Os autores citam que os desenvolvedores de algoritmos carecem de dados e
ferramentas computacionais necessarias para converter informacdes geoespaciais
complexas, visto que a interpretacdo errada e o uso indevido de dados ocasionam em

negativas consequéncia.

Considerac0es finais

A agricultura, desde sua existéncia, passou por transformacdes a fim de obter bons
resultados de producéo e produtividade. Para acompanhar o desenvolvimento econémico,
0 setor agricola teve que adotar o uso de novas técnicas e tecnologias como o GPS,

robética, softwares, entre outros.
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As inovagdes tecnologicas nas diferentes fases de agricultura foram de suma
importancia e determinantes para fazer com que a agricultura chegasse ao patamar que se

encontra hoje.
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Resumo

A biodiversidade brasileira apresenta exclusividades, dentre elas, a presenca de um bioma inteiramente
restrito ao territorio nacional, a Caatinga, constituida de um complexo vegetal muito rico em espécies
lenhosas e herbaceas, caducifolias e anuais. A biodiversidade da Caatinga tem grande potencial para ser
explorada de forma sustentavel, ampliando a sua contribuicdo para o desenvolvimento econémico,
ambiental e social do semiérido nordestino. Dado 0 exposto, tem-se como apresentar as atividades técnicas
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realizadas durante o estagio supervisionado obrigatério do curso Técnico em Agropecuéria no Nucleo de
Biodiversidade Vegetal do Instituto Nacional do Semiarido — INSA contribuindo com a conservacédo da
biodiversidade vegetal no semiarido brasileiro. As atividades foram realizadas no periodo de 09 de agosto
a 8 de outubro de 2021, no Nucleo de Biodiversidade Vegetal do Instituto Nacional do Semiarido — INSA.
As atividades desenvolvidas constaram da producéo de adubo por meio da compostagem para adubacéo de
plantas na casa de vegetacdo e no campo experimental; conducdo de experimentos para quebra de
dorméncia em sementes de manigoba; producao de mudas de mutre por estacas para finalidade apicola;
manejo e implantacéo de éareas para fins apicolas e manutencéo do Cactario Guimardes Duque por meio do
manejo agricola (irrigacdo, adubacdo, propagagdo, controle de pragas e doencas), conservacgao e limpeza
da estrutura fisica do cactario, bem como do seu entorno (colegdes expositiva e cientifica, mantidas dentro
do cactario, no campo e nas jardineiras proximas). O manejo agricola adotado com aplicacdo de tratos
culturais visando a manutencdo do cactario é essencial para que as plantas se desenvolvam e assim seja
possivel conservar as espécies de importancia para o bioma Caatinga.

Palavras-Chave: caatinga. conservacdo. plantas. producéo vegetal.
Abstract

The Brazilian biodiversity presents unigque features, among them, the presence of a biome entirely restricted
to the national territory, the Caatinga, consisting of a plant complex very rich in woody and herbaceous,
deciduous and annual species. The biodiversity of the Caatinga has great potential to be explored in a
sustainable way, increasing its contribution to the economic, environmental and social development of the
semi-arid northeastern region. Given the above, we present the technical activities performed during the
mandatory supervised internship of the Technical Course in Animal Husbandry at the Plant Biodiversity
Center of the National Institute of the Semiarid - INSA, contributing to the conservation of plant
biodiversity in the Brazilian semiarid region. The activities were carried out in the period from August 09
to October 08, 2021, at the Plant Biodiversity Center of the National Institute of the Semiarid - INSA. The
developed activities consisted of the production of fertilizer through composting for fertilizing plants in the
greenhouse and in the experimental field; conducting experiments for breaking dormancy in manioc seeds;
production of mutre seedlings by cuttings for beekeeping purposes; management and implementation of
areas for beekeeping purposes and maintenance of the Guimardes Duque Cactiarium through agricultural
management (irrigation, fertilization, propagation, pest and disease control), conservation and cleaning of
the physical structure of the cactiarium, as well as its surroundings (scientific and exhibition collections,
kept inside the cactiarium, in the field and in the planters nearby). The agricultural management adopted
with the application of cultural treatments aimed at maintaining the cactarium is essential for the plants to
develop and thus it is possible to conserve the species of importance to the Caatinga biome.

Keywords: caatinga. conservation. plants. vegetal production.

Introducéo

A biodiversidade brasileira é considerada como uma das maiores do planeta
devido, principalmente, a sua variedade de biomas que reflete a enorme riqueza da fauna
e flora. Estes apresentam peculiaridades que definem e distinguem cada bioma. Neste
caso, é fundamental entender o funcionamento de cada um para que a diversidade
bioldgica seja preservada. Nesse sentido, mudar a percepcdo sobre a conservacdo dos
ecossistemas brasileiros torna-se essencial e so € possivel por meio da disseminacdo de
conhecimento (PEIXOTO; LUZ; BRITO, 2016).

Além de rica, a biodiversidade brasileira apresenta exclusividades, dentre elas, a
presenca de um bioma inteiramente restrito ao territorio nacional, a Caatinga. E um bioma
que se concentra na regido Nordeste do Brasil, ocupando cerca de 13% do territorio
nacional. Botanicamente, a caatinga constitui um complexo vegetal muito rico em

espécies lenhosas e herbaceas, caducifélias e anuais. Esse ecossistema é muito importante
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do ponto de vista biologico, por ser de distribuicdo totalmente brasileira. As regides deste
bioma no Nordeste abrangem diferentes dominios, caracterizados por padrbes
morfoclimaticos distintos identificados pelo volume e variabilidade das chuvas, maior ou
menor fertilidade dos solos, tipos de rochas e o relevo do terreno (VILELA,
CALEGARO; FERNANDES, 2019).

O bioma Caatinga possui uma grande variedade de espécies em sua fauna e flora,
tais recursos tém grande potencial para ser explorado, ampliando a sua contribuicdo para
0 desenvolvimento econdmico e social da regido Nordeste, ndo s6 por meio do
fornecimento de energia, como também de outros bens e servigos fundamentais para a
melhoria da qualidade de vida da populacéo. Todavia, a biodiversidade da Caatinga vem
reduzindo gradualmente, especialmente devido ao uso inapropriado dos recursos naturais
(ALVES; SILVA; VASCONCELOS, 2009).

Com o intuito de proporcionar um novo olhar para este ambiente, torna-se
fundamental a introducéo de novos conceitos. O desenvolvimento sustentavel surge como
um modelo que possibilita conciliar a relacdo do ser humano com a natureza e as relacdes
desses entre si (CAMARGO, 2003). Logo, o desenvolvimento sustentavel busca atuar em
varias esferas, como a econémica, social e ambiental, buscando novas praticas de manejo
que otimizem a relacdo dos seres humanos com a natureza e assim proporcionar uma
fonte de renda para o produtor rural (MENEZES; SOUZA, 2011).

O Técnico em Agropecuaria exerce papel fundamental nesse sentido, pois atua
prestando assisténcia, orientando diretamente produtores sobre 0 manejo sustentavel da
producdo vegetal, analisando as caracteristicas econémicas, sociais e ambientais, de
forma sistematica para atender as necessidades de organizacdo e producdo dos diversos
segmentos da agropecuaria, visando a qualidade e a sustentabilidade ambiental. E para
adquirir essas competéncias e habilidades profissionais, complementarmente, a teoria
obtida nas aulas, o estudante do curso Técnico em Agropecuaria deve realizar o estagio
supervisionado, sendo etapa imprescindivel para esse processo de aprendizagem e
formacéo.

Em virtude do exposto anteriormente, o presente relatério de estagio apresenta as
atividades técnicas realizadas durante o estagio supervisionado obrigatério do curso
Técnico em Agropecudria da Universidade Estadual da Paraiba Campus Il no Nucleo de
Biodiversidade Vegetal do Instituto Nacional do Semiarido — INSA, instituicdo essa que
tem contribuido para o desenvolvimento sustentdvel do semiarido ao promover o

desenvolvimento cientifico e tecnoldgico e a integracdo dos polos socioecondémicos e
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ecossistemas estratégicos da regido do semiarido brasileiro, bem como realizando,
executando e divulgando estudos e pesquisas na area de desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico para o fortalecimento do desenvolvimento sustentavel da regido.

Portanto, teve-se como objetivo apresentar atividades técnicas realizadas durante
0 estagio supervisionado obrigatorio do curso Técnico em Agropecuaria no Ndcleo de
Biodiversidade Vegetal do Instituto Nacional do Semiarido — INSA contribuindo com a

conservacao da biodiversidade vegetal no semiérido brasileiro.

Metodologia
Local de realizacdo

O trabalho foi realizado no periodo de 09 de agosto a 8 de outubro de 2021, no
Nucleo de Biodiversidade Vegetal do Instituto Nacional do Semiérido — INSA,
totalizando 200 h (Figura 1). As atividades técnicas desenvolvidas constaram da producéo
de adubo por meio da compostagem para adubacao de plantas na casa de vegetacao e no
campo experimental; manejo e implantacdo de areas para fins apicolas; conducdo de
experimentos para quebra de dorméncia em sementes de manigoba (Manihot
pseudoglaziovii); producdo de mudas de mutre (Aloysia virgata) por estacas para
finalidade apicola, implantacdo de canteiros econémicos e manutencdo do Cactario
Guimardes Duque por meio do manejo agricola (irrigacdo, adubacdo, propagacao,
controle de pragas e doencas), conservacdo e limpeza da estrutura fisica do cactario, bem
como do seu entorno (colecBes expositiva e cientifica, mantidas dentro do cactario, no

campo e nas jardineiras proximas).

Figura 1: Instituto Nacional do Semiarido — INSA.

Fonte: INSA (2021).
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Em relacdo ao atual cenario de pandemia da COVID-19, foram tomadas todas as
medidas de seguranca como 0 uso de mascaras, alcool em gel e distanciamento,
respeitando os protocolos de seguranga do INSA e da UEPB. Além de todos esses
cuidados, o estagio sé foi iniciado apds a primeira dose da vacina.

Resultados e Discussao
Producédo de adubo por meio da compostagem
A compostagem é um processo bioldgico que consiste em dar novas finalidades
aos residuos orgénicos que iriam ser descartados. Nesse processo, 0rganismos
transformam restos de materiais, em hdmus contribuindo para a preservacdo do meio
ambiente, além de auxiliar em processos agricolas (PEREIRA NETO, 1996).
Considerando a importancia da compostagem na producéo vegetal, em agosto de
2021, foi confeccionada uma composteira, com o intuito de utilizar o composto final
como substrato para a manutencdo das plantas do cactario e em campo, e para a producéo
de mudas. Foram utilizados como materiais o esterco de ovino proveniente do nucleo de
producdo animal, solo e matéria orgénica (restos vegetais: palhada, folhas, capim)
disponiveis no INSA (Figura 2).

Figura 2: Coleta de materiais para compostagem.

Fonte: Autoria propria (2021).

A composteira foi confeccionada na area destinada para a implantacédo de plantas

para fins apicolas, foi aberta uma vala no solo e o material foi depositado em camadas,
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seguindo a esta ordem: esterco de ovino, matéria organica, solo e agua, conforme a Figura
3.

Fonte: Autoria propria (2021).

O material foi depositado em camadas e no final do processo, a composteira foi

coberta por uma cobertura morta de acordo com a figura a seguir (Figura 4).

Figura 4. A) deposicdo do material em camadas; B) pilha de compostagem e C) cobertura
morta.

Fonte: Autoria préopria (2021).

Ap6s um periodo de 30 dias foi realizado a remogéo da compostagem, onde a mesma vai

permanecer por mais 30 dias em maturacdo para assim ser usada como substrato.
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Superacdo de dorméncia em sementes de Manicoba (Manihot caerulescens)

A dorméncia de sementes € um importante mecanismo de sobrevivéncia das
espécies vegetais e que garante a propagacdo da mesma em ambiente natural. No quesito
producdo de mudas, essa caracteristica € um fator limitante, pois prejudica a uniformidade
das plantas. O objetivo deste trabalho foi identificar o método mais eficiente para
superacdo de dorméncia em sementes da espécie Manihot caerulescens, muito utilizado

como cardapio forrageiro na pecuaria (Figura 5).

Figura 5: Preparacdo de substrato para experimento sobre superacdo de dorméncia em

sementes de manigoba.

Fonte: Autoria propria (2021).

O experimento foi realizado no Instituto Nacional do Semiarido (INSA), usando
o delineamento experimental inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e nove
repeticdes: (T1: imersdo em agua; T2: Imersdo em agua a 100 °C; T3: Escarificardo
mecanica e T4: Semente sem tratamento - Testemunha) (Figura 6). O experimento esta
sendo conduzido em camera de geminagdo BOD, o mesmo ainda se encontra em fase de
execucao e serdo avaliados indice de velocidade de germinacéo (IGV) e a porcentagem

de germinacéo (G%).
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Figura 6: Conducdo do experimento superacéo de dorméncia em sementes de manicoba.
v - \ 3 ‘

Fonte: Autoria propria (2021).

Uso de enraizadores naturais na producdo de mudas de Mutre (Aloysia virgata)

Quando se fala em enraizadores ou enraizantes, trata-se de nomes dados a
compostos liquidos que estimulam o surgimento e o crescimento das raizes principais e
um maior numero de raizes secundarias. Algumas espécies de plantas ndo enraizam
facilmente por estaquia 0 que faz com que a propagacdo vegetativa tenha muitos
complicadores exigindo a utilizacdo de enraizadores sintéticos (BARBOSA, 2019). Neste
sentido, os enraizantes naturais, bioldgicos ou ecoldgicos sdo as opg¢des caseiras aos
enraizantes convencionais quimicos, industrializados, que ndo possuem um custo
acessivel.

O objetivo desta atividade foi avaliar enraizadores naturais produzidos a partir de
trés espécies vegetais, sendo elas: Babosa (Aloe vera), Mandacaru (Cereus jamacaru) e
Palma (Opuntia ficus-indica) para a producdo de mudas por estaquia da espécie vegetal
Mutre (Aloysia virgata) (Figura 7). O estudo estd sendo desenvolvido no Instituto

Nacional do Semiarido desde o més de janeiro e se estende até dezembro de 2021.
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Figura 7: A) preparacdo de estacas; B) extratos e C) mergulho das estacas nos extratos.
A ST s SR WL

Fonte: Autoria prépria (2021).

O delineamento experimental adotado € o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial (3 x 2) sendo os tratamentos constituidos por extratos das espécies de babosa,
mandacaru e palma e pelos diametros das estacas (D1: 3 cm; D2: 6 cm; 25; 50; 75 e 100%
dos extratos) e quatro repeticdes, totalizando 40 unidades experimentais (Figura 8). Estdo
sendo avaliados: sobrevivéncia em percentagem; brotacdo em percentagem; nimero de
brotacdes a partir de contagem visual e comprimento de raizes e presenca de calos a partir

do sorteio de uma planta em cada repeticéo.

Figura 8: A)

preparo de substrato; B) plantio das estacas e C) experimento instalado.

o = N

Fonte: Autoria propria (2021).

Implantagéo de canteiros econdmicos
Os canteiros econémicos trata-se de um método simples, barato e de facil

manutencdo, em que a agua € adicionada por baixo do solo, através de um sistema
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composto por lona (impermeabilizacéo), cano de pvc e telhas de barro. Como a irrigagédo
é direto na raiz da planta, o volume de agua é reduzido e a perda para a evaporagao €
minima. Os canteiros foram construidos na area do cactario para cultivo de espécies
vegetais da Caatinga.

A construcdo dos canteiros iniciou-se com a impermeabilizacdo do fundo com
lona, a fim de ndo permitir a perda de agua por infiltracdo, seguida da montagem do
sistema de irrigacao subsuperficial, no qual se utilizaram dois canos de 35 mm, perfurados
lateralmente, com um didametro de 3 mm, a uma distancia de 0,20 m, no sentido
longitudinal do canteiro. A opcao de colocar dois canos de 35 mm foi uma adaptacéo de
Oliveira Filho et al. (2020), ao observar que ao instalar os canteiros econémicos com um
cano central (uso padréo), ndo proporcionava molhabilidade homogénea, afetando a
producdo vegetal, a partir desta observacdo, colocaram-se dois canos, tornando mais
eficiente a distribuicdo da dgua. Em seguida, foram cobertos com telhas de ceramica e,
também, foi acoplado uma area de carga de agua, com canos de 50 mm, em uma das

extremidades do canteiro (Figura 09).

Figura 9: A) preparagédo dos canteiros; B) nivelamento dos canteiros e C) instalagao.

T ‘ Vo -
' L ol N . |

Fonte: Autoria propria (2021).

Implantagdo e manejo de areas para fins apicolas

Como o grupo de polinizadores mais importante do mundo, as abelhas tém uma
fungéo crucial na producdo agricola e no funcionamento dos ecossistemas naturais. As
estratégias de seguranca alimentar em todo o0 mundo poderiam se beneficiar da inclusao
da polinizacéao trazendo expressivos ganhos as popula¢des (GARIBALDI et al., 2016). A

utilizacdo de abelhas constitui-se em um recurso de desenvolvimento sustentavel,

A TRANSFORMAGAO DA AGRICULTURA BRASILEIRA - EDITORA SCIENCE - 2021

w



CAPITULO 3 - SILVA et al., MANEJO AGRICOLA DA BIODIVERSIDADE VEGETAL NO SEMIARIDO
BRASILEIRO.

pesquisa e preservacdo visando repovoar espécies vegetais pouco numerosas em
determinado lugar. A medida que as abelhas promovem a flora, elas sio beneficiadas por
utilizarem diretamente as cavidades pré-existentes em troncos ou galhos de arvores ou,
indiretamente, em cavidades de cupinzeiros presentes em especies vegetais (FERREIRA
etal., 2021).

Sabendo da importancia das abelhas para o desenvolvimento sustentavel do
semiérido, o Instituto Nacional do Semiarido estd iniciando um projeto de criagdo de
abelhas Canudo, Jandaira, Manduri e Cupira. As abelhas Canudo sdo abelhas bastante
defensivas e possuem a entrada da colmeia em forma de canudo que da o nome popular
a Scaptotrigona depilis. Possuem como caracteristica marcante a sua defensividade.
Portanto, para 0 manejo desta abelha deve se proteger com roupas apropriadas,
principalmente, a regido da cabe¢a. O mel produzido € muito saboroso e rico em
propriedades medicinais, por isso, essas possuem uma étima producao de mel. A abelha
Jandaira (Melipona subnitida) se distribui em estados que abrigam o bioma Caatinga, a
regido do Pantanal e, também, manchas da Mata Atlantica. A espécie ndo possui ferrdo
e, por isso, é docil e pode ser criada em jardins, sem a necessidade de um manejo
complexo, que dispensa 0 uso de macacdes, fumegadores e outros equipamentos (CPT,
2021).

As abelhas Manduri sdo conhecidas por serem uma das menores abelhas do
género Melipona e, também, por serem um pouco agressivas e produzirem um mel muito
saboroso. A Manduri habita naturalmente regides da caatinga brasileira, € uma abelha
sem ferrdo, considerada como uma das mais sensiveis aos processos de degradacédo e
descontinuacdo dos habitats. A Cupira (Partamona cupira) € uma das espécies de abelhas
nativas presentes no bioma Caatinga, adaptada ao semiarido. Essas abelhas sdo
conhecidas como os melhores indicadores ambientais por necessitarem das plantas tanto
para a alimentacdo quanto para a construcdo de seus ninhos (FERREIRA et al., 2021). A
implantacéo das areas apicolas estd em andamento, mas na Figura 10 pode-se verificar o

andamento desta atividade.
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Figura 10: Implantacéo de areas para fins apicolas.
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Fonte: Autoria propria (2021).

Manutencéo do Cactario Guimaraes Duque

Considerado como referéncia para o desenvolvimento dos projetos de pesquisa
do nucleo de Biodiversidade Vegetal e também como sendo a principal estratégia de
conservacao ex situ da diversidade de Cactaceae, o Cactario Guimardes Duque, criado
em 2014, nasceu da iniciativa do Instituto Nacional do Semiarido (INSA/MCTIC), em
fortalecer os estudos sobre as cactaceas e garantir sua conservacdo. Desde o0 seu
surgimento, foram realizadas coletas em diversos estados do semiérido brasileiro (SAB),
e hoje o Cactario possui um grande acervo de espécies de cactos e outras suculentas,
sendo em sua maioria, nativas da regido (Figura 11).

O Cactario Guimardes Duque atua na garantia da sobrevivéncia das espécies
vegetais, especialmente da Caatinga, e no suporte as areas de pesquisa do INSA, pois
possibilita testar e ajustar novas estratégias de manutencdo do acervo vivo, com todos 0s

critérios estabelecidos pela experimentacao agricola.
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Figura 11: Manutencéo do Cactario Guimardes Duque.

Fonte: Autoria propria (2021).

Na manutencdo do cactario foram adotadas técnicas agrondmicas e
agroecoldgicas relacionadas a adubacdo e fertilidade do solo, manejo fitopatoldgico,
propagacao e irrigacdo, com os devidos ajustes, de acordo com a fisiologia das plantas e
as condicdes ambientais locais. Essas praticas proporcionam as melhores condicGes para
0 crescimento e desenvolvimento das plantas, portanto, € necessaria a execucao de
diversos tratos culturais ja que sdo necessarios para que a cultura possa manifestar o seu
potencial de producdo, produtividade. Os tratos culturais adotados durante do manejo do
cactario sdo praticas que proporcionam melhores condi¢Ges para o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Em periodos de temperatura elevada, principalmente,
quando se realiza a adubacéo de cobertura e a irrigacdo com maior frequéncia, as plantas
tém crescimento acelerado e cobrem rapidamente o solo. O manejo adequado é necessario
para manter o terreno como um meio adequado ao crescimento e desenvolvimento das
plantas, porém, estd associado as condi¢bes ambientais, principalmente, os fatores

climaticos.

Considerac6es Finais
O manejo agricola adotado com aplicacdo de tratos culturais visando a
manutencdo do cactario € essencial para que as plantas se desenvolvam melhor e assim

seja possivel conservar as espécies de importancia para o bioma Caatinga. Esse bioma
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que tem uma importancia fundamental para a biodiversidade do planeta, pois 33% de sua
vegetacdo e 15% de seus animais sdo espécies exclusivas (endémicas), que ndo existem
em nenhuma outra parte do mundo. Dessa forma, destaca-se a importancia dos trabalhos
e servigos desenvolvidos pelo Instituto Nacional do Semiarido para conservagdo dos
recursos vegetais do semiarido brasileiro.

Foi possivel uma troca significativa de conhecimentos praticos e teéricos dentro
da instituicdo (INSA), favorecendo para um étimo desempenho das atividades previstas
no estagio supervisionado, como também, das ndo previstas. Além do aprendizado
técnico-cientifico e pratico, também foi possivel um crescimento do carater profissional

e pessoal de grande valia para abertura de novas experiéncias.
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Resumo

O elevado preco dos fertilizantes quimicos convencionais tem aumentado a procura de fontes alternativas
de nutrientes. Dentre essas fontes, destaca-se a utilizacéo de remineralizadores do solo, 0s quais promovem
melhoria nas caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do solo. Em funcéo do exposto, foi realizado um
curso de extensédo sobre a utilizacdo de remineralizadores na agricultura com o objetivo de difundir o seu
conhecimento para alunos e a sociedade no meio rural. O curso constitui-se de aulas tedricas sobre a
utilizacéo de remineralizadores na agricultura e aulas praticas com a visita ao banco geoldgico da UERGS
em Santana do Livramento. No final do curso foi aplicado um questionério para avaliar a satisfagdo do
curso. Essa avaliagdo, compreendeu cinco graus de resposta em relagdo as seguintes questdes indicadoras
avaliadas (ia): 1) Conhecimento do ministrante sobre o assunto, 2) Qualidade do Material didatico utilizado,
3) Emprego do material didatico, 4) Expectativa atingida ao final do curso e 5) Recomendagédo do curso
para outras pessoas. Os resultados demonstraram que a maioria considerou excelente os indicadores
avaliados. Conclui-se que o curso de extensdo atingiu 0s objetivos pois possibilitou demonstrar e aumentar
0 conhecimento da utilizagdo dos remineralziadores na agricultura.

Palavras-Chave: Rochas. Minerais. Adubagéo.
Abstract

The high price of conventional chemical fertilizers has increased the demand for alternative sources of
nutrients. Among these sources, there is the use of soil remineralizers, which promote improvements in the
chemical, physical and biological characteristics of the soil. An extension course was held on the use of
remineralizers in agriculture with the aim of spreading their knowledge to students and society in rural
areas. The course consists of theoretical classes on the use of remineralizers in agriculture and practical
classes with a visit to the UERGS geological bank in Santana do Livramento. At the end of the course, a
questionnaire was applied to assess the satisfaction of the course. This assessment comprised five degrees
of response to the following indicator questions evaluated (ia): 1) Teacher's knowledge of the subject, 2)
Quality of teaching material used, 3) Use of teaching material, 4) Expectation reached at the end of the
course and 5) Recommendation of the course to other people. The results showed that the majority
considered the evaluated indicators excellent. It is concluded that the extension course achieved the
objectives as it made it possible to demonstrate and increase the knowledge of the use of remineralziators
in agriculture.

Keywords: Rock. Minerals. Fertilization.

Introducéo

O Brasil é um dos maiores produtores de alimentos, biocombustiveis e fibras do
mundo. Porém, ao mesmo tempo, é altamente dependente da importacdo de materias-

primas para a formulagdo de fertilizantes quimicos.
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A necessidade de preservar 0 meio ambiente tem estimulado o aproveitamento,
como fertilizantes e/ou condicionadores de solo, dos mais variados tipos de residuos
gerados em atividades agroindustriais ou urbanas, proporcionando também retornos
econémicos e melhoria na qualidade fisica, quimica e microbiologica do solo (TEDESCO
etal., 1999; PILON 2016).

Desde o inicio da década de 1970, Leonardos et al. (1976) ja sugeriam o uso de
rochas para remineralizar os solos agricolas e consequentemente reduzir o consumo de

fertilizantes industriais.

O uso de rochas moidas como fertilizantes € amplamente difundido na agricultura
agroecoldgica, ou natural, pelo fato de ser um produto natural, que apresenta minerais de
dissolucdo lenta, os quais podem contribuir com quantidades expressivas de nutrientes
para as plantas e servir como condicionadores de solo, promovendo melhorias nas suas
propriedades fisicas ou fisico-quimicas, facilitando o desenvolvimento e a nutricdo das
plantas (ERHART, 2009).

O uso de rochas moidas como fonte mineral com fins de fertilizagdo do solo
recebeu varias denominacdes como po de rocha, rochagem, agrominerais e
“agrogeology” (VAN STRAATEN, 2010).

Os p6s de rochas foram incluidos apenas recentemente na legislacao brasileira dos
fertilizantes, pela lei n® 12.890, 10 de dezembro de 2013. A terminologia remineralizador
foi conceituado como um material de origem mineral que tenha sofrido apenas reducéo e
classificacdo de tamanho por processos mecanicos e que altere os indices de fertilidade
do solo por meio da adi¢cdo de macro e micronutrientes para as plantas, promovendo a
melhoria das propriedades fisicas ou fisico-quimicas ou da atividade bioldgica do solo
(BRASIL, 2013).

Os remineralizadores podem ser oriundos de rochas de diversas origens e
composicdes. Para que seja assegurada a funcionalidade e tenha-se parametro de garantia,
tais materiais deverdo apresentar as seguintes caracteristicas minimas e maximas: minimo
de 9% de soma de bases e 1% de 6xido de potassio; maximo de 25% de SiO; livre presente
no produto, 15 mg kg* de As, 10 mg kg de Cd, 0,1 mg kg de Hg e 200 mg kg* de Pb.
Outro fator importante e a comprovacdo da eficiéncia agronémica através de testes e
pesquisas (BRASIL, 2016).
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A dissolucéo dos pos de rocha é um processo muito lento e complexo. Depende
de fatores como a composicdo quimica e mineraldgica da rocha, da granulometria do
material, do tempo de reacdo, e de fatores do solo como o pH e a atividade bioldgica
(VAN STRAATEN, 2010).

A eficacia do p6 de rocha como fonte de nutrientes para o solo é questionada
devido a baixa solubilidade e pela necessidade de aplicar grandes quantidades de pé de
rocha ao solo para se obter respostas positivas (BOLLAND, BAKER, 2000).

Para que ocorra a liberacdo dos elementos que compdem as rochas, elas devem
ser submetidas as alteracdes fisicas e quimicas. O intemperismo fisico corresponde a uma
desagregacdo da estrutura da rocha sem haver mudancga na composi¢do quimica, ja a
alteragdo quimica ocorre quando a estrutura dos minerais pertencentes as rochas é
quebrada devido as substancias acidas do solo ou produzidas por microrganismos
acelerando sua decomposicéo e liberando seus nutrientes minerais (LUCHESE et al.,
2002).

As pesquisas sobre a utilizacdo de remineralizadores demonstram seus efeitos na
correcdo da acidez do solo, na reducdo da adsor¢do de fosforo, no aumento da
disponibilidade de fésforo, no aumento da capacidade de troca de céations e no aumento

da resisténcia a doencas.

A utilizacdo do calcario como dolomita ou calcita tem como objetivo a correcdo
do solo, objetivando a eliminacdo do aluminio tdéxico em solos acidos bem como o

fornecimento de célcio e magnésio no solo (TISDALE et al., 1985).

Rochas consideradas basicas, como os basaltos, tém maior efeito alcalinizante,
comparadas a rochas acidas, como os granitos (CAMPBELL, 2009). No trabalho
realizado por Batista (2013), foi observado uma regressao linear negativa, ou seja, de
acordo que ocorreu 0 aumento da dose de pé de basalto o Aluminio trocavel diminuiu. O
fondlito, rocha silicatica de origem vulcanica, apresenta também poder alcalinizante
conforme observado (WILPERT et al., 2003).

Em vérias partes do mundo, € comum a aplicacdo de silicato na forma de escorias
antes da fosfatagem, visando entre outros beneficios corrigir a acidez do solo e promover
a competicdo entre fosforo e silicio com o intuito de melhorar a disponibilidade de fosforo
para as plantas (ROY et al., 1971; CARVALHO et al. 2001; MUAD et al., 2003; MELO,
2005; POZZA et al., 2007).
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A utilizagao de p6 da rocha fosfatada “apatita” rica em fosfato de calcio tem sido
pesquisada em varios estudos no Brasil e no mundo (CHIEN; MENON, 1995; RAJAN et
al., 2004; HOROWITZ; MEURER, 2003; CORREA et al. 2005; GOMES et al. 2005;
GONCALVES et al. 2008). Os resultados demonstram que a disponibilidade de fosforo
as plantas é dependente da taxa de dissolucdo da rocha fosfatada. A dissolucdo é
dependente da reacdo das particulas de fosfatos naturais com as substancias &cidas do
solo, da baixa disponibilidade de fésforo e célcio no solo e da alta capacidade de absorcéo
de calcio e fésforo pela planta (KAMINSKI; PERUZZO, 1997; NOVAIS, SMYTH,
1999).

Uma das maiores vantagens do p6 de rocha e a disponibilidade em abundancia e
0 baixo custo, além do aumento da capacidade de troca de cations (CTC), estudos feitos
em solos tropicais mostram que a utilizacdo de pé de rocha leva a um enriquecimento

gradual dos solos, elevando a CTC.

No estudo feito por Gillman (1980) incubou por 12 meses p6 de basalto no solo e
observou aumento significativo no pH e na capacidade de troca de cations, constatando
que o efeito foi mais pronunciado com a diminui¢do da granulometria e o aumento do
tempo de contato entre o material e o0 solo. Gillman et al. (2002) avaliaram o
comportamento de sete solos de Queensland, na Austrélia, incubados com doses
crescentes de po de basalto (0, 1, 5, 25 e 50 T ha*), tendo observado aumento no pH, na

CTC e nos teores de cations basicos.

O efeito do pé moido de basalto foi estudado por Escosteguy et al., (1998) nas
propriedades quimicas de um Latossolo Vermelho escuro e Argissolo Vermelho Amarelo
no RS. As doses utilizadas (0, 5, 10, 25, 50, 100 T ha) foram incubadas e analisadas aos
30, 150 e 300 dias de incubacdo. As doses de 50 e de 100 t ha de basalto moido
proporcionaram maiores aumentos nas concentraces de K, de Ca e de Mg dos solos

estudados.

Estudos conduzidos por Melo et al. (2012) sobre o efeito das doses de basalto
moido em propriedades quimicas de um Latossolo Amarelo em Roraima. As doses
utilizadas (0, 12, 24, 48 e 96 T ha-1) foram incubadas por 180 dias. As doses de basalto
apresentaram alta eficiéncia para a neutraliza¢éo da acidez potencial. A adi¢ao do basalto
moido proporcionou incremento nos teores de Zn, Fe e Cu no solo com o tempo de

incubacéo.
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A utilizacdo de granodiorito como fonte de potassio para as plantas ja foi estudada
por varios pesquisadores. GONCALVES et al. (2016) avaliaram o efeito da aplicacdo
superficial de 6 T ha! de granodiorito no campo nativo no RS, os resultados
demonstraram que ndo houve resposta a utilizacdo do granodiorito na producdo de massa

seca e nos teores de potassio da parte aérea.

Os microrganismos do solo, como fungos e bactérias, também sdo alvos de
pesquisas, devido ao potencial que apresentam no processo de solubilizagéo das rochas e
liberacdo de nutrientes, interferéncia da rizosfera e outras atividades bioldgicas podem
aumentar a dissolucdo de minerais por meio da liberacdo de ions de hidrogénio (H+) e da
complexacdo realizada por compostos organicos que reagem com as superficies dos
minerais (KAMPF et al., 2009).

Além disso, a adicdo de rochas ou minerais silicatados contribui com aumento da
resisténcia a pragas e doencas. 1sso se deve ao aumento nos teores de silicio nas folhas, o
qual forma uma camada de silicio abaixo da epiderme da folha, aumentando a resisténcia
a introducdo do aparelho bucal das pragas e a infeccdo de fungos (CAl et al. 2008; NERI,
2006; NOLLA, et al. 2006).

Em funcdo do exposto, foi realizado um curso de extensdo sobre a utilizacdo de
remineralizadores na agricultura com o objetivo de difundir o seu conhecimento para

alunos e a sociedade no meio rural.

Metodologia

O curso de extensdo teve como publico-alvo os produtores agricolas da
comunidade rural e os alunos do curso de Agronomia e Desenvolvimento Rural da
UERGS em Santana do Livramento, RS.

O curso constitui-se de aulas teoricas sobre a utilizagdo de remineralizadores na
agricultura e aulas praticas com a visita ao banco geolégico da UERGS em Santana do
Livramento, totalizando 32 horas. Alem disso, algumas rochas foram observadas em

microscopio.

Os conteldos tedricos abordados foram os seguintes: a) Origem e tipos de rochas;
b) Minerais; ¢) Minerais do Solo; d) Intemperizagéo; e) Fatores de Formacéo; f) Processos

Pedogenéticos; g) Utilizacdo dos Remineralizadores na Agricultura.
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Em relacdo ao banco geologico, os alunos realizaram um trabalho objetivando

identificar e classificar as rochas do acervo.

No final do curso foi aplicado um questionario para avaliar a satisfagdo do curso.
Essa avaliacdo, compreendeu cinco graus de resposta em relacdo as seguintes questfes
indicadoras avaliadas (ia): 1) Conhecimento do ministrante sobre o assunto, 2) Qualidade
do Material didatico utilizado, 3) Emprego do material didatico, 4) Expectativa atingida
ao final do curso e 5) Recomendacgéo do curso para outras pessoas.

Resultados e Discussao

As principais rochas remineralizadoras que foram observadas nas aulas préatica

foram o basalto, granito, riolito, calcéario e folhelho betuminoso (Figura 1 a 5).

O basalto € uma rocha magmatica extrusiva, sendo encontrada na porcao nordeste
do Rio Grande do Sul a altitudes de até 1000m, gradualmente caindo até menos de 100m

na porcao oeste do estado, na zona da campanha (STRECK et al. 2008).

O basalto apresenta textura afanitica (com minerais pequenos ndo reconheciveis
a olho nu). Os principais minerais presentes sdo a olivina, piroxénio e plagioclasio, 0s
gais sdo chamados de ferro-magnesianos. (BRANCO, 2015). O basalto € muito utilizado
para producdo de brita e paralelepipedos para a construcéo civil. Além disso, sdo residuos
gerados do processo de extracdo das pedras preciosas cujas gemas encontram-se nos
municipios de Acegua e Ametista do Sul, RS. Devido a sua constituicdo quimica, o

basalto pode ser utilizado como remineralizadores do solo.

Figura 1: Basalto.

Fonte: O autor (2021).
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O granito é uma rocha magmatica intrusiva, apresentando textura faneritica
(minerais visiveis a olho nu). Essa rocha encontra-se em grande abundancia no Escudo
Sul-Rio-Grandense, localizado na parte centro-sul do estado (STRECK et al. 2018). Os
minerais presentes sdo o0 quartzo, a mica e o feldspato potassico (LEI1Z; AMARAL, 1978).
O granite pode ser utilizado como remineralizadores, ja que sdo uma fonte de potassio
(4% K>0).

Figura 2. Granito.

Fonte: O autor (2021).

O Riolito é uma rocha magmatica extrusiva encontrado principalmente na regiao
do planalto gaucho. Apresenta textura afanitica (minerais ndo visiveis a olho nu). Os
minerais presentes sdo o quartzo e o feldspato Na-Ca. Os solos oriundos de Riolito

apresentam textura argilosa, com CTC média a alta (STRECK et al. 2008),

Figura 3. Riolito.

Fonte: O autor (2021).
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O calcério é classificado como rocha sedimentar quimica, pois é resultado da
precipitacdo de solugdes ricas em célcio e magnésio que resulta na formacao dos minerais
calcita e dolomita. Essa rocha encontra-se em abundanicia no escudo sul-riograndense,
onde encontra-se a presenca de varias industrias de calcario no municipio de Cacapava
do Sul, RS.

O calcario é utilizado na agricultura com objetivo principal de corrigir a acidez do
solo e a presenca do aluminio toxico, o que permite um melhor desempenho das espécies
de plantas (TISDALE, 1985).

Figura 4. Calcario.

Fonte: O autor (2021).

O folhelho betuminoso é classificado como rocha sedimentar organica, sendo

formada pela acumulac&o de restos organicos. E constituida por hidrocarbonetos.

O folhelho betuminoso ou mais conhecido por xisto betuminoso vem sendo
explorado para obtencdo de gas e 4gua principalmente em Sdo Matheus do Sul no Parana
(PETROBRAS 2010). Recentemente, foram descobertas jazidas na regido da Campanha

Gadcha.

Os rejeitos economicamente aproveitaveis apos a mineracdo do Xisto para serem
utilizados na agricultura sdo os seguintes: Calxisto: rocha carbonatada, denominada
marga dolomitica, empregada na agricultura para corrigir a acidez do solo e fornecimento
de nutrients. Agua de retortagem: utilizada na producéo de adubo foliares e defensivos

agricolas.
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Figura 5. Folhelho betuminoso.

Fonte: O autor (2021).

Os resultados sobre a pesquisa de satisfacdo do curso de remineralizadores e do

banco geoldgico sdo encontrados na Tabela 1.

Tabela 1. Resultado da pesquisa de satisfacdo dos alunos que participaram do curso sobre
remineralizadores. Indicador Avaliativo (IA). Resultados estdo em percentagem.

Péssimo Ruim Médio Bom Excelente
1A (1) 5 95
1A (2) 3 97
1A (3) 2 98
1A (4) 100
1A (5) 100

Em relacdo ao questionamento sobre o conhecimento do ministrante sobre o
assunto (IA1), 95% dos participantes acharam excelente e 5% disseram que foi bom.
Segundo Pimenta et al. (2005) os saberes didaticos sdo imprescindiveis para o ensino, a
presenca do banco geoldgico e dos remineralizadores na forma de basalto e granodiorito

gnaissico contribuiu para a formacdo do saber.

O segundo indicador abordado foi em relacdo a qualidade do material didatico
utilizado (1A2), onde 97% dos participantes acharam que a qualidade do material utilizado
foi excelente. Esse material faz parte da disciplina de Introducdo a Ciéncia do Solo
ofertada no curso de Agronomia e vem sendo revisado ao longo dos anos, resultando
numa melhoria ao longo do tempo. A disponibilidade e a qualidade do material didatico
podem estabelecer condi¢Oes ideais para a ativacdo do processo da aprendizagem
(D’Avila, 2012).
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O terceiro indicador refere-se ao emprego do material didatico (IA3), onde 98%
dos participantes acharam excelente. Assim como a qualidade do material didatico, a
utilizagdo do mesmo vem sendo aperfeicoada ao longo do curso de Agronomia.
Evidenciou-se também que em alguns momentos a necessidade de praticar a sugestao de
Brauer (2012) de que “E importante ‘recapturar’ a atengdo dos participantes a cada 15 ou
20 minutos”. Apesar de trocar varias vezes o foco do curso entre material digital e
material fisico, em algum momento pode-se notar que alguns participantes perdiam a

atencdo por alguns instantes.

O quarto indicador refere-se a expectativa atingida ao final do curso, onde 100%
dos participantes acharam excelente. Isso pode ser atribuido ao ministrante do curso que
pode atuar como mediador na construcdo do conhecimento (Rodrigues et. al 2012). Além
disso, deve-se considerar o interesse e a interacdo dos participantes durante as aulas do

Ccurso.

O quinto indicador refere-se a indicagdo do curso para outras pessoas, onde 100%
dos participantes recomendam que indicariam o curso. Entretanto, o0 ministrante deve

buscar novos conhecimentos praticos e teéricos objetivando a melhoria do curso.
Considerac0es Finais

O curso sobre a utilizagdo de remineralizadores na agricultura teve excelente

satisfacdo pelo publico presente.

Espera-se que o aprendizado realizado no curso possa promover a ado¢do dos
remineralizadores na comunidade rural bem como incentivar a realizacdo de pesquisas

sobre os remineralizadores na agricultura.
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Resumo

Este estudo avaliou a diversidade genética de 24 acessos de cartamo (Carthamus tinctorius L.) utilizando
marcadores moleculares ISSR. Os DNAs extraidos apresentaram concentragfes superiores a 10 ng/uL e
razBes A260/A280 variando de 1,28 a 2,02, atendendo aos padrdes de qualidade recomendados para
andlises moleculares. Foram testados 45 primers ISSR, dos quais 23 geraram fragmentos amplificados em
temperaturas de anelamento entre 46°C e 59°C. No total, 92 fragmentos foram amplificados, sendo 95,65%
deles polimorficos. A média de fragmentos polimdrficos por primer foi de 3,83, destacando o potencial dos
ISSRs em discriminar diferencas genéticas. Os indices de contetdo de informacdo polimorfica (PIC)
variaram entre 0,1314 e 0,3554, refletindo a alta eficiéncia discriminatéria dos primers. A matriz de
dissimilaridade genética, baseada no complemento do indice de 'Nei e Li', revelou distancias superiores a
20% em 35 pares de acessos, indicando significativa diversidade genética na populacdo. Além disso, foram
escolhidas oito combinagdes varietais promissoras, baseadas nas maiores distancias genéticas (26% a 30%),
com potenciais para aplicacbes em programas de melhoramento genético. Hibridaces a partir destes
gendtipos podem maximizar efeitos heteréticos, o que contribui para identificar materiais superlativos
durante o avanco de populac@es segregantes.

Palavras-Chave: cartamo, dissimilaridade, heterose, ISSR, polimorfismo
Abstract

This study evaluated the genetic diversity of 24 safflower (Carthamus tinctorius L.) accessions using ISSR
molecular markers. The extracted DNAs showed concentrations higher than 10 ng/puL and A260/A280
ratios ranging from 1.28 to 2.02, meeting the quality standards recommended for molecular analyses. Forty-
five ISSR primers were tested, of which 23 generated amplified fragments at annealing temperatures
between 46°C and 59°C. In total, 92 fragments were amplified, 95.65% of which were polymorphic. The
average number of polymorphic fragments per primer was 3.83, highlighting the potential of ISSRs to
discriminate genetic differences. The polymorphic information content (PIC) indexes ranged from 0.1314
to 0.3554, reflecting the high discriminatory efficiency of the primers. The genetic dissimilarity matrix,
based on the complement of the 'Nei and Li' index, revealed distances greater than 20% in 35 pairs of
accessions, indicating significant genetic diversity in the population. In addition, eight promising varietal
combinations were selected, based on the largest genetic distances (26% to 30%), with potential for
applications in genetic improvement programs. Hybridizations from these genotypes can maximize
heterotic effects, which contributes to identifying superlative materials during the advancement of
segregating populations.

Keywords: safflower, dissimilarity, heterosis, ISSR, polymorphism

Introducéo

O cartamo (Carthamus tinctorius L.) € uma planta oleaginosa pertencente a
familia Asteraceae, amplamente conhecida por suas multiplas utilidades na agricultura,

na induastria alimenticia e na medicina tradicional. Suas sementes produzem um 6leo de
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alta qualidade, rico em acidos graxos poli-insaturados, como o acido linoleico, que €
amplamente utilizado tanto para consumo humano quanto na fabricacdo de produtos
industriais, como biodiesel, cosméticos e tintas (Melo et al., 2019). Além disso, as flores
do cartamo sdo empregadas na obtencéo de corantes naturais, amplamente utilizados nas
industrias téxtil e alimenticia (Costa et al., 2019).

Outra aplicacdo relevante do céartamo estd na sua utilizagdo como cultura
alternativa em sistemas agricolas de regibes aridas e semiaridas. A planta apresenta
caracteristicas fisiologicas que a tornam altamente tolerante a seca, sendo uma opgéo
viavel para a diversificacao de cultivos em areas com recursos hidricos limitados (Dantas
etal., 2011). Sua rusticidade e capacidade de adaptacéo a diferentes condi¢Ges climaticas
e tipos de solo tém atraido o interesse de agricultores e pesquisadores, especialmente em
contextos de mudancas climaticas e crescente demanda por sistemas agricolas
sustentaveis (Oliveira, 2021).

Além do seu potencial econémico e ecoldgico, o cartamo é uma espécie com valor
medicinal reconhecido em diversas culturas tradicionais. Suas flores e sementes sdo
utilizadas na preparacdo de compostos terapéuticos associados a reducao do colesterol,
ao controle da pressdo arterial e ao tratamento de doencas cardiovasculares (lzar et al.,
2021). Esse amplo espectro de aplicagdes torna o cartamo uma cultura promissora tanto
para mercados locais quanto internacionais.

Com o objetivo de maximizar o potencial do cartamo, a analise da diversidade
genética da espécie € essencial (Cruz et al., 2011), pois fornece informaces valiosas para
programas de melhoramento genético voltados ao aumento da produtividade, resisténcia
a estresses ambientais e ao aprimoramento de qualidades especificas, como teor de 6leo
e composicdo de acidos graxos (Melo et al., 2019). O uso de marcadores moleculares,
como os oligonucleotideos (primers) ISSRs (Inter Simple Sequences Repeats), tem se
mostrado uma abordagem eficaz para identificar variabilidade genética e gerar subsidios
para o desenvolvimento de cultivares mais adaptadas as necessidades de mercado e as
condigdes de cultivo locais (Polido et al., 2020; Silva Oiveira et al., 2020).

Este capitulo objetivou abordar estratégias de melhoramento genético enfatizando
a cultura do cartamo, com destaque na diversidade genética aplicada a escolha de
genitores e obtencdo de populacdes segregantes. Além disso, oborda-se o uso de
marcadores moleculares ISSRs como ferramentas eficazes para caracterizagdes geneticas,

com base em estudos recentes que ilustram sua aplicabilidade na agricultura moderna.
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Metodologia

Material genético

Foram avaliados 24 acessos do Banco Ativo de Germoplasma Norte-Americano
WRPIS (Westen Regional Plant Introduction Station), obtidos por intermédio do IMA-

MT (Instituto Mato-Grossense do Algodéo), os quais foram remetidos ao Laboratorio de

Biotecnologia do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais,

campus Montes Claros (Tabela 1), para estudos de diversidade genética em n

Tabela 1: Material genético (acessos) de cartamo (Carthamus tinctorius L.) utilizado

nos estudos de diversidade por meio de primers ISSRs.

CODIGO DO

e CODIGO DO PAIS DE
ACESSO?2 ACESSOP ORIGEM

1 IMA 13 PI 183890 Etidpia

2 IMA 22 Pl 186346 india

3 IMA 46 P1 195743 Etidpia

4 IMA 73 P1 199909 india

5 IMA 117 Pl 209289 Desconhecido

6 IMA 118 P1 209290 Egito

7 IMA 124 P1 210456 Etidpia

8 IMA 129 P1 211700 Etidpia

9 IMA 133 P1 212979 india

10  IMA 164 PI 237880 Etidpia

11 IMA 193 P1 248375 india

12 IMA 195 Pl 248378 india

13 IMA 209 P1 248416 Paquistdo

14 IMA211 Pl 248628 Paquistao

15 IMA 217 PI 248995 Etidpia

16 IMA 287 P1 249008 Paquistao

17 IMA 312 Pl 249122 Etiépia

18 IMA 338 PI 249709 México

19  IMA 340 P1 250200 Paquistao

20 NOVO 202 PI 250062 México
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21 NOVO 213 P1 250073 Argentina
22 NOVO 338 Pl 250198 Paquistao
23 NOVO 343 P1 250203 Paquistéo
24 NOVO 356 Pl 251712 Paquistao

N°: Codigo ordinal usado do Laboratério de Biotecnologia do Instituto de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICA/UFMG) (Destacados em azul). 2Cédigo utilizado pelo IMA
(Instituto Mato-Grossense do Algod&o), Brasil. °Cadigo utilizado pelo WRPIS (Western Regional Plant
Introduction Station), Estados Unidos da América.

Fonte: Elaborado pelos autores.
Extractes de DNA

As extracdes de DNA seguiram o0s procedimentos adaptados de Doyle e Doyle
(1990). Fragmentos de folhas de cartamo de cada um dos 24 acessos tirados foram
macerados em microtubos de 1,5 mL, com o auxilio de um disruptor / homogeneizador
de amostras biologicas (Equipamento da marca Dremel, modelo 4000), sob capela de
exaustdo de gases.

Durante o procedimento de maceracdo, em cada microtubo, houve a adi¢éo de 750
uL do tampdo de extracdo [PVP 2% (m/v); Tris-HCI 100 mM pH 8,0; EDTA 20 mM pH
8,0; NaCl 1,4 M; B-mercaptoetanol 0,2 % (v/v) e CTAB 2% (m/v)]. Em seguida, 0s
microtubos foram incubados em banho-maria a 65°C por 45 minutos e, depois disso,
adicionaram-se neles 750 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1).

Em seguida, para melhor efetividade do cloroférmio, foram efetuadas inversdes
suaves durante cinco minutos, sendo os microtubos centrifugados por 8 minutos (10.000
X g) — (Equipamento Hettich Zentrifugen, modelo Mikro 120). Os sobrenadantes foram
transferidos para novos microtubos, com a adicdo de 600 puL de isopropanol gelado,
ficando em repouso durante 12 horas sob refrigeracdo (4°C).

Apds esse periodo, foram centrifugados novamente por 8 minutos (10.000 x g),
de modo a formar pellets, sendo o isopropanol (sobrenadante) descartado. Entéo, foram
executadas as lavagens dos pellets com 300 uL de etanol PA (70%), durante trés
repeticdes.

Apds o descarte do etanol na terceira lavagem, os pellets foram ressuspensos com
300 uL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,0), contendo Ribonuclease A e
Proteinase K, ambas na concentragéo de 40 ug/mL.

As ressuspensdes ocorreram por incubagdo em banho-maria a 37°C, durante 45

minutos. Apo0s isso, foram acrescentados, a cada microtubo, 30 pL. de NaCl 5M e 220 uL
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de isopropanol, mantendo-os refrigerados (4°C) por outras 12 horas. Apos esse periodo,
foi realizada uma nova centrifugacao por 8 minutos (10.000 x g), para a precipitagéo de
pellets.

Novamente, procedeu-se as lavagens dos pellets com 300 uL de etanol PA (70%),
durante trés repeticGes. Apds o descarte do etanol na terceira lavagem, os pellets foram
ressuspensos, em definitivo, com 300 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,0).

As concentragdes de DNA das amostras foram quantificadas em
espectrofotometro (Espectrofotémetro TECAN, modelo Infinite M Plex), por leitura da
absorbancia a 260 nm, sendo cada unidade de absorbancia correspondente a concentracdo
de 50 ng/mL de DNA fita dupla (Sambrook et al., 1989).

Testes de gradientes de temperaturas de anelamento

Antes das execucdes das amplificacbes propriamente, foram realizados testes de
gradientes de temperaturas de anelamento (Carvalho et al, 2019), por meio de
termocicladores com esse recurso (Equipamentos da marca Eppendorf, modelo Nexus
Gradient). As méaquinas foram configuradas para o espectro de 45°C a 65°C, sendo
utilizados DNAs de dois individuos aleatérios da populacao.

Condicbes de amplificacdo via PCR

Foram testados 45 primers ISSRs nos procedimentos de amplificagdes via PCR

(Polymerase Chain Reaction) dos acessos, cujas condi¢des estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2: Condi¢bes de amplificacdo via PCR para primers ISSRs, envolvendo testes
com 24 acessos de cartamo (Carthamus tinctorius L).

CONCENTRACOES CONCENTRACOES VOLUMES/

REAGENTES .
ESTOQUE DE TRABALHO REACAO

H-O ultrapura - - 12,4 uL

MgCl; 20,0 Mm 2,8 Mm 3,5uL

Tris / KCI pH 8,0 100 mM /500 mM 10 mM /50 mM 2,5uL

dNTP (A, T,C, G) 2,5 mM (cada) 0,1 mM (cada) 1,0uL

Pimer ISSR 4,0 uM 0,4 uM 2,5uL

Taq polymerase 1,0 un/uL 1,0 uM 0,1uL

DNA 10 ng/uL 30 ng 3,0uL

TOTAL 25,0 uL

Fonte: Elaborado pelos autores.

As reagdes foram programadas em uma fase inicial de desnaturacdo a 94°C por 5
minutos; seguida por 35 ciclos de [deshaturacdo (94°C / 1 minuto), anelamento (46°C a
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59°C / 1 minuto) e extensdo (72°C / 2 minutos) ]; e uma fase de extensdo final de 72°C
por 7 minutos. Logo apos o término das ciclagens, o aparelho conservou as reagdes a 4°C,
até a retirada das amostras. Os primers ISSRs utilizados para as amplificacdes compdem
uma colecdo da desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC primer set #9,
Vancouver, Canada) (Costa et al., 2015).
Eletroforese e fotodocumentacéo

Os produtos resultantes das amplificaces foram separados por eletroforese
horizontal com géis de agarose 1,2% (m/v), imersos em tampdo TBE (Tris-Borato 90
mM, EDTA 1 mM), seguindo procedimentos adaptados de Sambrook et al. (1989). No
momento da aplicacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 uL do corante tipo 1V
[0,125% (m/v) de azul-de-bromofenol e 10% (m/v) de sacarose] e 5 uL de GelRed™. Os
géis foram submetidos a uma carga de 120 V, por 3 horas. Findadas as eletroforeses, os
geéis foram analisados por meio de um sistema de fotodocumentacdo (Equipamento
Loccus Biotecnologia, modelo L-P1X), conforme adpaptado de Sambrook et al. (1989).
Biometria de dados moleculares

Os dados foram analisados por meio de matrizes de dados binarios, considerando-
se a presenca (1) e a auséncia (0) de bandas aferidas durante as fotodocumentacées. O
coeficientes para o calculo da matriz de dissimilaridades genéticas foi o complemento
aritmético do indice de "Nei e Li" (Sn.) = [2a/ (2a + b + ¢)]; tal que "a" = ndmero de
coincidéncias do tipo (1)-(1) para cada par de acessos; "b" = numero de discordancias do
tipo (1)-(0) para cada par de acessos; ""¢" = numero de discordancias do tipo (0)-(1) para
cada par de acessos; "d" = numero de coincidéncias do tipo (0)-(0) para cada par de

acessos. Os dados foram analisados por meio do programa GENES (Cruz, 2016).

Resultados e Discussao

Andlises moleculares

De acordo com a Tabela 3, todas as amostras de DNA alcangaram concentragdes
acima de 10 ng/uL, valor recomendado de padronizacdo visando amplificagcbes com
primers ISSRs (Gordwin et al., 1997). A leitura de absorvéancia em 260 nm reflete a
quantidade de &cidos nucleicos na amostra, uma vez que 0s DNASs tém picos de absorcao
nesta faixa. Ja a absor¢do a 280 nm é geralmente associada a presenca de proteinas, que
possuem residuos de triptofano, tirosina e outros polissacarideos (Antunes et al., 2021).

Dessa forma, a raz&o entre esses comprimentos de onda fornece uma estimativa da pureza
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da amostra, diminuindo possiveis contaminacfes que comprometam analises
subsequentes. Recomendam-se razdes de A260 (nm) / A280 (hm) na faixa de 1,2 a 2,2.

Tabela 3: Resultados de quantificacdes de DNAs de acessos de cartamo (Carthamus
tinctorius L.) via espectrofotometria.

\e CODIGO DO A260 A280 A260 (nm)/  [DNA]
ACESSO (nm) (nm) A280 (nm) (ng/uL)
1 IMA 13 0,0635 0,0321 1,98 37,7
2 IMA 22 0,0452 0,0245 1,84 43,2
3 IMA 46 0,1212 0,0799 1,52 63,5
4 IMA 73 0,0417 0,0206 2,02 21,2
5 IMA 117 0,0700 0,0366 1,91 50,0
6 IMA 118 0,0367 0,0287 1,28 46,4
7 IMA 124 0,0414 0,0287 1,44 39,4
8 IMA 129 0,0394 0,0237 1,66 36,1
9 IMA 133 0,0273 0,0144 1,89 18,9
10 IMA 164 0,1223 0,0629 1,94 199,4
11 IMA 193 0,0482 0,0248 1,94 171,2
12 IMA 195 0,0189 0,0104 1,82 55,2
13 IMA 209 0,0488 0,0325 1,50 80,4
14 IMA 211 0,0273 0,0144 1,89 18,9
15 IMA 217 0,1223 0,0629 1,94 199,4
16 IMA 287 0,0700 0,0366 1,91 50,0
17 IMA 312 0,0414 0,0287 1,44 46,4
18 IMA 338 0,0414 0,0287 1,44 39,4
19 IMA 340 0,0394 0,0237 1,66 36,1
20 NOVO 202 0,0358 0,0244 1,47 44,7
21 NOVO 213 0,1361 0,0855 1,59 166,3
22 NOVO 338 0,0769 0,0407 1,89 83,3
23 NOVO 343 0,1447 0,0729 1,98 107,8
24 NOVO 356 0,0406 0,0227 1,79 122,3

N°: Acessos de cartamo (azul).
Fonte: elaborado pelos autores.

Apos a amplificagcdo dos DNAs, foram executados 0s testes de temperaturas de
gradientes anelamentos, intervaladas entre 45°C e 65°C, conforme recurso de

randomizacdo do proprio aparelho termociclador (Eppendorf, Nexus Gradient). Durante

A TRANSFORMAGAO DA AGRICULTURA BRASILEIRA - EDITORA SCIENCE - 2021



CAPITULO 5 - SANGLARD et al., DIVERSIDADE GENETICA EM CARTAMO (Carthamus tinctorius L.) POR MEIO
DE MARCADORES MOLECULARES ISSR.

a execucdo das analises moleculares, foram testados 45 primers ISSRs (codificados em
vermelho), cujos resultados sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados dos testes de gradiente de temperaturas de anelamento, envolvendo
DNAs de cartamo (Carthamus tinctorius L.) testados com primersos ISSRs.

e PRIMERS ISSRs - UBC: UNIVERSITY ANELAMENTO
COLUMBIA BRITANICA (5' — 3") Ta (°C)

1 UBC803 (ATA TAT ATATAT ATATC) N&o amplifica
2 UBCB805 (TAT ATATAT ATATAT AC) N&o amplifica
3 UBCB807 (AGA GAG AGA GAG AGA GT) 54°C

4 UBC808 (AGA GAG AGA GAG AGA GC) 47°C

5 UBCB810 (GAG AGA GAG AGA GAG AT) 47°C

6 UBCB812 (GAG AGA GAG AGA GAG AA) 47°C

7 UBC814 (CTC TCT CTC TCT CTC TA) Monomorfico
8 UBC820 (GTG TGT GTG TGT GTG TC) 46°C

9 UBC821 (GTG TGT GTG TGT GTG TT) Monomorfico
10 UBC823 (TCT CTC TCT CTC TCT CC) 46°C

11 UBCB825 (ACA CAC ACA CAC ACACT) 46°C

12 UBC827 (ACA CAC ACA CAC ACA CG) 52°C

13 UBC828 (TGT GTG TGT GTG TGT GA) 46°C

14 UBC830 (TGT GTG TGT GTG TGT GG) 54°C

15 UBC832 (ATATAT ATATAT ATATYC) Monomorfico
16 UBCB836 (AGA GAG AGA GAG AGA GYA) 46°C

17 UBC838 (TAT ATA TAT ATA TAT ARC) N&o amplifica
18 UBCB842 (GAG AGA GAG AGA GAG AYG) 56°C

19 UBCB843 (CTC TCT CTC TCT CTC TRA) Né&o amplifica
20 UBC844 (CTC TCT CTC TCT CTC TRC) N&o amplifica
21 UBC847 (CAC ACA CAC ACA CAC ARC) 48°C

22 UBC848 (CAC ACA CAC ACA CAC ARG) 46°C

23 UBC849 (GTG TGT GTG TGT GTG TYA) 46°C

24 UBC850 (GTG TGT GTG TGT GTG TYC) 46°C

25 UBC 853 TCT CTC TCT CTC TCT CRT) Monomorfico
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26 UBC 855 (ACA CAC ACA CAC ACACYT) 48°C
27 UBC856 (ACA CAC ACA CAC ACACYA) 56°C
28 UBCB863 (AGT AGT AGT AGT AGT AGT) Né&o amplifica
29 UBC866 (CTC CTC CTC CTC CTC CTC) 56°C
30 UBC867 (GGC GGC GGC GGC GGC GGC) 59°C
31 UBCB870 (TGC TGC TGC TGC TGC TGC) Né&o amplifica
32 UBC876 (GAT AGA TAG ACAGACA) 48°C
33 UBC877 (TGC ATG CAT GCA TGC A) Monomorfico
34 UBC879 (CTT CAC TTC ACT TCA) Monomorfico
35 UBCB883 (BVB TAT ATATAT ATATA) N&o amplifica
36 UBC884 (HBH AGA GAG AGA GAG AG) 46°C
37 UBC886 (VDV CTC TCT CTC TCT CT) 51°C
38 UBC888 (BDB CAC ACA CAC ACA CA) Monomorfico
39 UBCB889 (DBD ACA CAC ACA CAC AC) Monomorfico
40 UBC891 (HVH TGT GTG TGT GTG TG) Monomorfico

41 UBC892 (TAG ATC TGA TAT CTG AAT TCC C)
42 UBC895 (AGA GTT GGT AGC TCT TGA TC)
43 UBC896 (AGG TCG CGG CCG CNN NNN NAT G)
44 UBCB897 (CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G)
45 UBC900 (ACT TCC CCA CAG GTT AAC ACA)

N&o amplifica
N&o amplifica
Monomaérfico
N&o amplifica

N&o amplifica

N°: 45 primers testados (Cddigos foram verdes selecionados). N: (A, G, C, T). R: (A, G); Y: (C, T). B: (C,
G, T)(l.e.notA).D: (A, G, T)(l.e.notC). H: (A, C, T) (1. e. not G). V: (A, C, G) (I. e. not T). Ta (°C):
Temperatura de anelameto na PCR em graus Celsius.

Fonte: Elaborado pelos autores.

Os 23 primers ISSRs selecionados nos testes de gradientes de temperaturas de
anelamentos foram utilizados na anélise de diversidade genética, envolvendo os 24
acessos de cartamo. As reacOes efetuadas proporcionaram 92 fragmentos amplificados,
dos quais 88 foram polimorficos (95,65%) (Tabela 5). Verifica-se que o ndmero de
fragmentos utilizados variou de dois (UBC808, UBC830, UBC867 e UBC886) a seis
(UBC850), sendo que, do total de 23 oligonucleotideos, 14 geraram pelo menos quatro
fragmentos (60,8%). Embora UBC 850 tenha gerado maior nimero de fragmentos, seu

PICoiigo foi relativamente baixo. E preciso levar em conta a frequéncia dos alelos
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analisados. O valor de P1Coligo € uma medida importante, pois fornece uma estimativa do

poder discriminatorio do marcador, por considerar ndo somente o nimero de alelos por

loco, mas também a frequéncia relativa desses alelos (Jiao et al., 2010).

Tabela 5: Resultados das amplificagbes via PCR envolvendo 24 acessos de cartamo

(Carthamus tinctorius L.) amplificados com 23 primers ISSRs.

PRIMERS ISSRs (5' — 3") TF FM FP  Hoig PlCoiigo
UBC807 (AGA GAG AGA GAG AGAGT) 4 0 4 03985 10,3174
UBC808 (AGA GAG AGA GAG AGAGC) 2 0 2 04065 0,3210
UBC810 (GAG AGA GAG AGAGAGAT) 3 0 3 0,3407 10,2772
UBC812 (GAG AGA GAG AGAGAG AA) 4 0 4 03420 0,2731

UBC820 (GTG TGT GTG TGT GTG TC) 4 0 4 0,2321 10,1939
UBC823 (TCT CTC TCT CTC TCT CC) 5 0 5 0,4553 0,3505
UBC825 (ACA CAC ACA CAC ACACT) 4 0 4 03574 0,2872
UBC827 (ACA CAC ACA CAC ACA CG) 4 0 4 02563 0,2194
UBC828 (TGT GTG TGT GTG TGT GA) 5 0 5 03942 0,3101
UBC830 (TGT GTG TGT GTG TGT GG) 5 3 2 01674 0,1314
UBC836 (AGA GAG AGA GAG AGAGYA) 5 0 5 0,2696 0,2259
UBC842 (GAG AGA GAG AGA GAG AYG) 3 0 3 0,3783 0,3016
UBC847 (CAC ACACACACACACARC) 5 0 5 0,3893 0,3090
UBC848 (CAC ACACAC ACACACARG) 3 0 3 03179 10,2615
UBC849 (GTG TGT GTG TGT GTGTYA) 5 0 5 0,3030 0,2457
UBC850 (GTG TGT GTG TGT GTGTYC) 6 0 6 0,2328 0,2038
UBC855 (ACA CAC ACACACACACYT) 3 0 3 0,4466 0,3466
UBC856 (ACA CAC ACACACACACYA) 5 0 5 03039 0,2554
UBC866 (CTC CTC CTC CTC CTC CTC) 5 0 5 03028 0,2447
UBC867 (GGC GGC GGC GGC GGC GGC) 2 0 2 0,3963 10,3132
UBC876 (GAT AGA TAG ACA GACA) 4 0 4 04640 0,3554
UBC884 (HBH AGA GAG AGA GAG AG) 3 0 3 03795 10,3075
UBC886 (VDV CTC TCT CTC TCT CT) 3 1 2 02809 0,2205

TOTAIS
MEDIAS

92

4

88

4 0,17 3,83 03397 0,2770

UBC: University of British Columbia. TF: Total de Fragmentos. FM: Fragmentos Monomorficos. FP:

Fragmentos Polimdrficos. Hoiigo: Heterozigosidade dos primers ISSR. PICqiigo: Contelido de Informacéo

Polimérfica (Polymorphism Information Content) dos primers ISSRs.

Fonte: Elaborado pelos autores.
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De maneira geral, os valores de PICqiigo foram inferiores aos obtidos para Hoigo
neste estudo, sendo que a média de fragmentos polimérficos dos primers foi estimada em
3,83 (Tabela 5). Comparada a outros trabalhos sobre diversidade com a mesma colegéo
de primers desenvolvidos pela University of British Columbia (UBC primer set #9,
Vancouver, Canada) (Chagas et al., 2015), tem-se que a média deste foi relativamente
inferior. Uma possivel explicacdo seria o fato de este estudo contabilizar apenas 0s
fragmentos com excelentes nitidezes e separagdes verticais nos géis, conforme ilustrado
na Figura 2.

Figura 2: Amplificacdo via PCR dos genomas de 24 acessos de cartamo. As sequéncias
ordinais (1 a 24) referem-se aos produtos eletroforéticos sequenciais das amplificacdes
com os primers ISSRs UBC825, UBC848, UBC849, UBCB850, respectivamente. Cada
uma das amostras continha 25 uL de mix-PCR, 5 uL de GelRed™ e 3 uL de corante tipo
IV, submetida a uma eletroforese em gel de agarose 1,4% (m/v), a 120 V, durante 3 h.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Outra questdo refere-se a natureza dos primers ISSRs, 0s quais sdo classificados
como dominantes. Embora ndo realizem a discriminacdo multialélica, foram pertinentes
para a obtencdzo das estimativas de dissimilaridades, uma vez que ndo demandam
conhecimento prévio do genoma ao qual sejam aplicados (Jiao et al., 2010). Aléem disso,
ao serem utilizados 23 primers, alcangou-se um namero expressivo de fragmentos como
modo de contrapeso aos potenciais discriminantes dos tipos codominantes, sobretudo

pelo elevado grau de polimorfismos eencontrados dos primeiros (Nadeem et al., 2018).

A TRANSFORMAGAO DA AGRICULTURA BRASILEIRA - EDITORA SCIENCE - 2021

65



CAPITULO 5 - SANGLARD et al., DIVERSIDADE GENETICA EM CARTAMO (Carthamus tinctorius L.) POR MEIO
DE MARCADORES MOLECULARES ISSR.

A Tabela 6 apresenta a matriz de de dissimilaridade (distancias genéticas
relativas) para os 24 acessos de cartamos estudados, estimada pelo complemento
aritmético do indice de ‘Nei e Li’ (Cruz et al., 2011).

Tabela 6: Matriz de dissimilaridade genética (%) (indice de ‘Nei e Li’) entre 24 acessos
de céartamo (Carthamus tinctorius L.), estimada com base em 92 fragmentos (locos), a
partir de 23 primers ISSRs previamente caracterizados como sendo polimorficos.

N° 010203040506070809101112131415161718192021222324

01 |0

02 18 0

03 (1908 0

04 121214 0

05 (13141714 0

06 23091917150

07 152115191517 0

08 [19111115191915 0

09 [1819231124181710 0

10 112212232211181611 0

11 19141212231918192816 0

12 1017131218101017271517 O

13 111911161211211210181311 0

14 10171616211011232822121917 0

15 1211181713121714181512121215 0

16 162317162313141810101313121310 0

17 16121314151619172410231719161322 0

18 1512111619181916101617161610141121 0

19 171111121811171128121811171111121811 0

20 16111212111911191811231124181910162018 0

21 [1413111619101113181914121213191819181619 0
22 161619252130121110131015191511181714151120 0
23 12121817281018111714131116191011131814131126 0
24 1219231613121119181821231124181815131114181815 0

N°: NUmeros em azul referem-se aos 24 acessos estudados. Valores grifados referem-se as 08 (0ito)

combinacdes varietais obtidas, o qudo mais divergentes entre si (maiores dissimilarimilares genéticas em
porcentagem).
Fonte: Adapataddo dos dados gerados pelo Programa GENES (Cruz, 2016).
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Ao analisar-se as distancias genéticas relativas (%) entre pares de acessos, 35
apresentaram valores superiores a 20% (Tabela 6). Considerando que a ploidia da espécie
Carthamus tinctorius L. é de 2n = 24, ou seja, possui n® basico X = 12 (Ekin, 2005), tem-
se uma média hipotética de 7,67 locos amostrados por cromossomo, levando-se em conta
0s 92 fragmentos (locos) utilizados na geracdo da matriz. O uso de primers ISSRs em
estudos de diversidade tem sido eficaz para diferentes espécies, devido a sua capacidade
de amplificar regides polimoérficas do genoma sem a necessidade de sequéncias
conhecidas (Godwin et al., 1997; Souframanien e Gopalakrishna, 2004; Mir et al., 2021).
De acordo com (Ng e Tan, 2015), os ISSRs sdo especificos para regifes intervaladas ricas
em microssatélites, que ocorrem em praticamente todos 0s organismos e apresentam altas

taxas de variabilidade, tornando-os altamente informativos.

Considerac0es Finais

A partir dos dados moleculares, foram realizadas hibridac¢des entre 0s acessos que
resultaram nas dez maiores porcentagens de dissimilaridades genéticas (%) entre si,
subsidiando o inicio de programa de melhoramento desta cultura. O processo inicial de
avaliacdo da diversidade genética, ora executado neste trabalho, potencializa as chances
de identificacdo de genitores adequados a obtencdo de hibridos com maiores efeitos
heter6ticos, quais sejam 0s caracteres de interesse (maiores vigores hibridos). Nao
obstante, tal estratégia potencializa significativamente as persperctivas de eventos
recombinantes em geragdes subsequentes, aumentando as probabilidades de gendétipos

superiores durante a conducdo de populacBes segregantes.
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Resumo

A técnica LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) tem se destacado como uma ferramenta eficaz
e versdtil para a fiscalizacdo de fraudes em produtos agricolas, abrangendo diversas aplicagdes. A técnica
é capaz de detectar adulteracfes em misturas com alta especificidade e em menos de 45 minutos. No caso
de produtos olegainosos e mel, a técnica diferencia amostras puras das adulteradas, garantindo a certificagdo
de produtos orgénicos e com denominacéo de origem. Para cereais e grdos, a LAMP identifica Organismos
Geneticamente Modificados (OGMs) e rotulagens incorretas, oferecendo uma alternativa agil a PCR
convencional. Em carnes e derivados, a técnica assegura a identificacao de espécies animais e sua sanidade,
mesmo em produtos processados, contribuindo para o controle de qualidade em frigorificos e mercados.
Em produtos a base de frutas, a LAMP detecta adulteracdes com agucares ou misturas ndo declaradas,
auxiliando na conformidade de rétulos e auditorias industriais. Além disso, a técnica tem sido aplicada no
combate ao desmatamento ilegal e a comercializagdo de madeiras protegidas, como mogno e jacaranda,
permitindo fiscalizagBes rdpidas e eficazes em areas de fronteira. O desenvolvimento de kits portateis,
compostos por reagentes prontos e métodos de detecgdo visuais, amplia a aplicabilidade da LAMP em
operagdes de campo, oferecendo uma solugdo pratica e acessivel para regides com infraestrutura limitada.
A incorporacdo da LAMP em politicas pablicas promove maior agilidade e confiabilidade na fiscalizacéo,
com impactos positivos em seguranca alimentar, controle de OGMs, autenticidade de produtos e
preservacao ambiental, consolidando-se como uma ferramenta estratégica para decisdes regulatorias e
juridicas.

Palavras-Chave: amplificacdo isotérmica, fiscalizacdo de fraudes, seguranga alimentar, produtos
adulterados, Kits portateis
Abstract

The LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) technique has emerged as an effective and versatile
tool for monitoring fraud in agricultural products, covering a variety of applications. The technique is
capable of detecting adulterations in mixtures with high specificity and in less than 45 minutes. In the case
of oil products and honey, the technique differentiates pure samples from adulterated ones, ensuring the
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certification of organic products with designation of origin. For cereals and grains, LAMP identifies
Genetically Modified Organisms (GMOSs) and incorrect labeling, offering a fast alternative to conventional
PCR. In meat and meat products, the technique ensures the identification of animal species and their health,
even in processed products, contributing to quality control in slaughterhouses and markets. In fruit-based
products, LAMP detects adulterations with undeclared sugars or mixtures, assisting in label compliance
and industrial audits. Furthermore, the technique has been applied to combat illegal deforestation and the
commercialization of protected woods, such as mahogany and rosewood, allowing for fast and effective
inspections in border areas. The development of portable Kits, composed of ready-made reagents and visual
detection methods, expands the applicability of LAMP in field operations, offering a practical and
affordable solution for regions with limited infrastructure. The incorporation of LAMP into public policies
promotes greater agility and reliability in inspection, with positive impacts on food safety, GMO control,
product authenticity and environmental preservation, consolidating itself as a strategic tool for regulatory
and legal decisions.

Keywords: isothermal amplification, fraud monitoring, food safety, adulterated products, portable Kits

Introducéo

A seguranga alimentar e a autenticidade de produtos agricolas sdo temas de
crescente importancia na atualidade. A globalizagdo do mercado de alimentos e o
aumento da demanda por produtos de alta qualidade elevaram as preocupacdes
relacionadas as fraudes nos produtos agricolas. Essas fraudes podem incluir a substituicdo
de espécies, a falsificacdo de origens geogréficas, a adicdo de substancias ndo declaradas
e a adulteracéo de produtos processados (Becherer et al., 2020; Shibata, 2021).

As consequéncias das fraudes agricolas vao além da esfera econémica. Elas
representam riscos significativos a salde publica e podem comprometer a confianca dos
consumidores nos sistemas de producdo e fiscalizacdo alimentar. Por exemplo, a
adulteracdo de azeites de oliva com Oleos mais baratos pode resultar em perdas
econbmicas substanciais para os produtores legitimos, além de expor os consumidores a
possiveis riscos a salude, como alergias ndo previstas (Molin et al., 2019; Costa et al.,
2020). Nas averiguagOes conduzidas por Machado et al. (2021), casos semelhantes séo
registrados em cereais, carnes e frutas processadas, onde a detecc¢do rapida de adulterantes
ou substituicBes pode proteger ndo apenas a economia, mas também a integridade dos
consumidores.

Neste contexto, a necessidade de ferramentas rapidas, precisas e acessiveis para
verificacdo da autenticidade de produtos tem impulsionado a pesquisa cientifica em
metodologias moleculares. A técnica LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification)
ou "Amplificacdo Isotérmica Mediada por Lago" tem se destacado como uma solugéo
promissora por sua simplicidade operacional, alta especificidade e custo acessivel
(Delgado-Ortiz et al., 2019; Soroka et al., 2021).
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Os métodos tradicionais de detec¢do, como cromatografia e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), sdo frequentemente eficazes, mas possuem limitacOes significativas.
Estas incluem custos elevados, necessidade de equipamentos sofisticados e demanda por
técnicos altamente treinados. Além disso, tais métodos ndo séo facilmente adaptaveis para
analises rapidas em campo, 0 que os torna inadequados para certas operacdes de
fiscalizacdo imediata (Mendoza-Avilés et al., 2021).

As fraudes alimentares ndo apenas afetam a economia e a confianca do
consumidor, mas também representam um desafio ético e regulatorio para os setores
publico e privado (Albres, 2018). Estima-se que as perdas econémicas associadas a
fraudes alimentares superem dezenas de bilhdes de ddlares por ano, sendo que produtos
agricolas como azeite, mel, vinho, carne e cereais estdo entre 0s mais vulneraveis
(Correia, 2018; Paiva, 2021). Essas fraudes prejudicam a reputacdo de cadeias produtivas
inteiras e comprometem os esforcos de paises em fortalecer exportacdes agricolas.

A fiscalizac@o de produtos como madeira e derivados também enfrenta desafios
similares. O contrabando de espécies florestais e a falsificacao de certificados de origem
sdo problemas globais que afetam a conservacdo ambiental e a economia de paises
exportadores (Leal et al., 2015). Estudos indicam que uma grande porcentagem de
madeiras comercializadas globalmente tem origem ilegal, e a deteccdo rapida é essencial
para combater esse cenario (Waldhoff e Vidal, 2019; Saraiva, 2021; Sousa Junior et al.,
2021).

Nesse contexto, a técnica LAMP justifica-se pela sua capacidade de proporcionar
andlises rapidas, precisas e independentes de infraestrutura complexa. Ela pode ser
aplicada diretamente em amostras alimentares e florestais, oferecendo resultados em
menos de uma hora e permitindo respostas ageis a suspeitas de fraude em produtos
agricolas e florestais (Notomi et al., 2015; Machado et al. 2021). O presente capitulo
busca explorar o potencial e as aplicacdes da técnica LAMP na fiscalizacdo destas
modalidades de fraudes.

Metodologia

A andlise apresentada neste capitulo foi baseada em uma revisao sistematica da
literatura, conforme proposto por Galvédo e Ricarte (2019), de modo a abranger artigos
cientificos, dissertacOes, teses e relatdrios técnicos (publicagdes desde sua proposicédo
tedrica no ano 2000, considerando suas aplicacdes até 2021). Foram consultadas bases de

dados como Scopus, Web of Science, PubMed, Google Scholar, Repositérios
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Universitarios, Comunicados Técnicos de Orgéos de Pesquisas e Midia (YouTube), tendo
como modelos palavras-chave: "Loop-Mediated Isothermal Amplification”, "LAMP",
"fraudes alimentares", "autenticidade alimentar”, "deteccdo de madeira" e "técnicas
moleculares”.

Os critérios de inclusdo adotados envolveram a selecdo de publicagdes revisadas
por pares (Brizola e Fantin, 2016), as quais apresentassem evidéncias empiricas ou
discussdes tedricas relevantes sobre a aplicacdo da LAMP em produtos agricolas e
florestais. Alem disso, foram priorizados estudos que abordassem cenarios praticos de
fiscalizacdo, com foco na deteccdo de adulteracGes e autenticidade de produtos

alimenticios e madeireiros.

Resultados e Discussao

A aplicacdo da técnica LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) para a
fiscalizacdo de fraudes em produtos agricolas vem crescendo exponencialmente desde
sua introducdo em 2000 (Notomi et al., 2000). A LAMP é uma ferramenta robusta que
tem se mostrado promissora em diversas aplicacfes relacionadas a autenticidade de
alimentos, fiscalizacdo de madeiras e identificacdo de produtos adulterados (Wierzbicki
et al., 2021). Sua rapidez, especificidade e simplicidade operacional a tornam uma
solucdo vidvel para fiscalizagdes em campo, com potencial significativo para
implementacdo em politicas publicas massivas por meio de kits portateis para érgaos
reguladores (Souza Almeida et al., 2016; Ferreira et al., 2018). A evolucdo da técnica,
aliada ao desenvolvimento de dispositivos portateis, amplia seu alcance, promovendo
maior eficiéncia e agilidade no combate a fraudes (Silva Reis et al., 2020; Wierzbicki et
al., 2021).
Avancos tecnologicos e principios fundamentais da técnica LAMP

A LAMP é uma técnica molecular baseada na amplificacdo isotérmica de DNA,
utilizando quatro a seis oligonucleotideos (primers) especificos que identificam multiplas
regibes-alvo da sequéncia de interesse (Figura 1). Esse principio torna a técnica
extremamente precisa e sensivel, minimizando a ocorréncia de resultados falsos positivos
ou negativos. O diferencial mais notavel da LAMP em relagdo & PCR tradicional é a
capacidade de operar em temperaturas constantes (geralmente entre 60°C e 65°C),
eliminando a necessidade de termocicladores e permitindo amplificacdo em dispositivos
simples e portateis (Notomi et al., 2000; Droste, 2017; Flauzino, 2021; Wierzbicki et al.,
2021).
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A reacdo LAMP é amplificada em alta velocidade pela enzima Bst DNA
polimerase, que possui atividade de deslocamento de fita. O resultado é um produto de
DNA em grande quantidade, que pode ser visualizado de maneira simples. Métodos de
visualizacao incluem: (i) A precipitacdo de pirofosfato durante a amplificacdo torna o
meio turvo, visivel a olho nu; (ii) A adicdo de corantes, como SYBR Green, produz
mudancas visiveis de cor, e; (iii) A presenca de DNA amplificado pode ser detectada por

fluorescéncia, facilitando o uso de sensores 6pticos.

Figura 1: Esquema basico de amplificacdo pela técnica LAMP (Loop-Mediated

Isothermal Amplification) ou "Amplificacdo Isotérmica Mediada por Lago".

Loop

_ mediated
isothermal
amplification

Fonte: Gomes (2021): https://www.youtube.com/watch?v=RrFOrleMI5s

Essa simplicidade operacional torna a LAMP ideal para locais com infraestrutura
limitada, permitindo analises rapidas diretamente no campo (Panno et al., 2020).
Ademais, a técnica suporta amostras complexas, como alimentos processados, que
frequentemente desafiam métodos tradicionais de deteccdo (Focke et al., 2013). Portanto,
a técnica LAMP tem sido amplamente validada para diversos produtos, destacando seu
potencial em fiscalizacbes complexas e seu papel crucial no combate a fraudes agricolas.
Deteccdo de fraudes em azeites e 0leos vegetais

A adulteragdo de azeite de oliva é uma das fraudes mais frequentes e prejudiciais
ao consumidor. Estudos recentes demonstraram que a técnica LAMP pode identificar com
precisdo a presenca de DNA de 6leos adulterantes, como canola e soja, mesmo em

misturas extremamente diluidas. Nogueira et al. (2019) e Gois (2021) relatam que a
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deteccdo pode ser realizada em menos de 45 minutos, com alta especificidade e
sensibilidade: (i) A aplicacdo em barreiras alfandegérias permite fiscalizagbes rapidas
durante importacédo e exportacdo; (ii) Kits portateis desenvolvidos para azeite podem ser
utilizados diretamente em mercados para garantir a conformidade dos produtos expostos,
e; (iii) A técnica pode ser integrada com dispositivos mdveis para envio imediato dos
resultados a bases de dados centrais.
Identificacéo de adulteragdo em mel

O mel é frequentemente adulterado com xaropes artificiais a base de glicose ou
frutose. Vazquez Iglesias et al. (2020) validaram a LAMP como uma ferramenta eficaz
para identificar DNA floral no mel, diferenciando amostras puras das adulteradas de
modo que: (i) A LAMP pode ser usada para certificar mel organico e com denominagao
de origem; (ii) Sua aplicacdo fortalece a rastreabilidade dos produtos em cooperativas e
mercados consumidores, e; (iii) Em testes comparativos, a LAMP mostrou-se mais rapida
e econbmica do que métodos cromatograficos convencionais.
Autenticidade de cereais e graos

A rotulagem incorreta de grdos e a presenca de Organismos Geneticamente
Modificados (OGMs) sdo desafios recorrentes no mercado agricola. Singh et al. (2019)
aplicaram a LAMP para a deteccdo rapida de OGMs (Organismos Geneticamente
Modificados) e cultivares adulterados, proporcionando uma alternativa viavel e
econémica a PCR convencional. Neste caso: (i) Facilita a fiscalizacdo de exportacdes em
portos e fronteiras; (ii) A técnica permite a deteccdo de misturas em gréos a partir de
amostras trituradas, mesmo em pequenas concentragdes, €; (iii) Reduz o tempo de anélise
para menos de uma hora, garantindo maior agilidade em mercados dinamicos.
Deteccao de substituicfes em carnes e derivados

A substituicdo de carnes nobres por cortes de menor valor ou por espécies ndo
declaradas é uma fraude comum no mercado de alimentos. Rajagopal et al. (2021);
Ribeiro et al. (2021a) demonstraram que a LAMP pode detectar DNA especifico de
espécies animais, como bovinos, suinos, aves e peixes, mesmo em produtos altamente
processados. Dessa maneira pode-se atuar em: (i) Aplicacdo em frigorificos para controle
interno de qualidade; (ii) OperacGes de fiscalizagdo podem realizar analises rapidas em
mercados e pontos de distribuicéo, e; (iii) A LAMP ¢é especialmente util para combater
fraudes em produtos exportados, onde padrdes regulatorios sao rigorosos.

Produtos processados a base de frutas
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A adulteracdo de sucos e polpas de frutas com agucares e misturas ndo declaradas
compromete a qualidade e a transparéncia dos rotulos. Harper et al. (2010); Silva et al.
(2016); Beltran-Beache et al. (2021) validaram a técnica LAMP para identificar o DNA
em questbes fitossanitarias de frutas especificas e produtos processados. Isso tem
possibilitado: (i) Aplicacdo na indudstria para controle de qualidade; (ii) Facilitacdo de
auditorias em fabricas de processamento de alimentos, e; (iii) Auxilio no cumprimento de
normas de rotulagem, beneficiando o consumidor final.

Fiscalizacdo de madeiras e produtos florestais

A comercializacdo ilegal de madeiras de espécies protegidas, como mogno e
jacaranda, é um problema ambiental global. (Waldhoff e Vidal, 2019; Saraiva, 2021;
Sousa Junior et al., 2021) aplicaram a LAMP para identificar o DNA de espécies
florestais em amostras de madeira. A fiscalizacao € facilitada, pois: (i) A técnica permite
verificar rapidamente certificados de origem; (ii) Facilita fiscalizacbes em areas de
fronteira e operagfes de combate ao desmatamento ilegal, e; (iii) A LAMP pode ser
integrada com dispositivos portateis em viaturas ambientais.

Desenvolvimento de Kits portateis

Os kits LAMP sdo projetados para uso direto a campo, com baixo custo e alta
praticidade (Neto et al., 2021). Séo realizadas a identificacdo de marcadores genéticos
relevantes por meio de bancos de dados gendémicos, para selecionar genes ou sequéncias
especificas, como aquelas relacionadas a espécies ou fraudes agricolas. (Naveca et al.,
2017). Todas as sequéncias deverdo ser Unicas, facilmente amplificaveis e conservadas
em diferentes situacdes, diminuindo a possibilidade de opgdes cruzadas.

De acordo com Santos e Cunha (2016), a técnica LAMP utiliza quatro a seis
primers capazes de reconhecer regides distintas do gene-alvo, incluindo ‘forward inner
primer’ (FIP) e ‘backward inner primer’ (BIP). Ferramentas como ‘Primer Explorer’ ou
‘LAMP Designer’ auxiliam neste processo (Bernadelli et al., 2016). A validacdo in silico,
ou seja, as especificidades dos primers, é avaliada usando um software bioinformatico,
como ‘BLAST’, para garantir que ndo haja amplificacdes de sequéncias sem relagdo com
0 alvo da fiscalizacdo (Ribeiro et al., 2021b).

Sua composicéo inclui: (i) Reagentes prontos para uso, como oligonucleotideos
(primers), enzimas e corantes portateis em refrigeradores de pequeno porte; (ii)
Dispositivos de aquecimento compactos e eficientes (banhos-maria), e; (iii) Métodos de
detec¢do visuais em coloracdo de turvamento ou fluorescéncia.

Impactos juridicos no potencial de implementacéo de politicas publicas massivas
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A LAMP tem potencial para transformar politicas publicas em areas como
seguranca alimentar, combate ao desmatamento ilegal e controle de OGMs. Na analise
de Naveca et al. (2017), sua incorporagdo em viaturas de fiscalizagdo amplia o alcance
das operac0es, beneficiando a sociedade como um todo.

A adocdo da fiscalizacdo LAMP apresenta vantagens juridicas e operacionais
razoaveis em relacdo ao recolhimento convencional de amostras para andlise em
laboratério especializado (Tremori, 2018). Em contrapartida, os métodos tradicionais de
analise exigem transporte, processamento e tempo prolongado para obtencdo de
resultados, abrindo espaco para questionamentos sobre a validade temporal da prova
(Neves, 2021).

Além disso, a técnica oferece uma resposta eficaz em contextos emergenciais
(Dias et al., 2020), como surtos sanitarios ou riscos ambientais, onde a rapidez e a

precisdo sao essenciais para embasar decisdes imediatas.

Considerac0es Finais

As perspectivas futuras para a técnica sdo promissoras € apontam para avancos
inovadores na amplificacgdo de DNA e no diagnostico molecular. A principal
caracteristica que impulsiona seu potencial futuro é a simplicidade operacional da técnica,
que elimina a necessidade de termocicladores complexos, tornando-o ideal para
aplicacdes em ambientes com infraestrutura limitada (Conceicdo, 2021). A possibilidade
de execucdo rapida, a alta especificidade e sensibilidade da LAMP levaram ao seu uso
crescente em diagndsticos clinicos, veterinarios e agricolas, com foco em doencas
infecciosas, deteccdo de patdgenos em alimentos e indiretamente em plantas (Becherer,
et al., 2020).

No campo da pesquisa, espera-se um aumento no desenvolvimento de protocolos
automatizados e integrados a microfluidica (Duran Alvarez et al., 2021), com dispositivos
portateis que combinam LAMP com biossensores avangados e sistemas de detecgdo em
tempo real (Dinar et al., 2018). Isso permitira diagnésticos ainda mais rapidos, acessiveis
e de baixo custo, ampliando sua aplicabilidade em regiGes remotas e em programas de
salde publica (Lacerda et al., 2014; Fontoura, 2016). Além disso, Cao et al. (2021)
argumentam que a integracdo com tecnologias digitais, como aplicativos mdveis para
leitura e analise de resultados, devera facilitar a interpretacdo e 0 monitoramento em larga

escala.
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Outro ponto de destaque é a expansdo da LAMP para estudos gendmicos mais
complexos, como a identificacdo de variantes genéticas associadas a doencas hereditarias
(Araujo Scapin et al., 2021) e ao melhoramento genético (Agung et al., 2004). Isso inclui
sua aplicacdo em programas de melhoramento molecular (Grabicoski et al., 2020), na
selecdo assistida e em estudos de diversidade genética, especialmente em setores como
agricultura e pecuéria. A combinacdo com ferramentas de edicao génica, como CRISPR-
Cas (Bao et al., 2020; Pang et al., 2020; Zhang et al., 2021), também abre caminhos para
validacdes rapidas de alteracdes genéticas.

Por fim, a medida que novos marcadores moleculares e tecnologias de detec¢édo
fluorescente ou colorimétrica se desenvolvam, a técnica LAMP sera ainda mais robusta
e adaptada as novas demandas cientificas e industriais. A reducdo de custos, a
portabilidade e a eficiéncia tornam o LAMP um pilar essencial na democratizacdo do
diagnostico molecular e na inovacéo tecnoldgica global (Yamanaka, 2020). A tendéncia
é que ela continue a ser aperfeicoada, consolidando-se como uma ferramenta
indispensavel para enfrentamento de desafios emergentes em salde (pandemias),

seguranca alimentar e sustentabilidade.
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Resumo

O estudo investigou a validacdo de marcadores SCAR para monitorar genes de resisténcia & mancha-
angular em feijoeiro-comum, utilizando populag¢des F2 oriundas de cruzamentos entre os cultivares ‘MAR-
2°, ‘BAT 332’ e ‘Rudé’. A resisténcia foi avaliada por inoculagdo de diferentes racas de Pseudocercospora
griseola (63.39 e 63.47), com escalas fenotipicas e analises moleculares baseadas em PCR. Trés marcadores
SCAR (SEO04¢40a, SAO12950, € SAAD7950a) foram validados, mostrando ligacéo significativa com os genes
de resisténcia. As andlises confirmaram segregacdo monogénica dominante, com propor¢des esperadas de
3:1, e distancias genéticas entre marcadores e genes variando de 4,92 cM (SAAO07gs504), 6,03 cM (SE04640a)
e 7,02 cM (SAO12gs0,), estimadas pela fungdo de mapeamento de Kosambi. Os marcadores demonstraram
alta especificidade para as fontes de resisténcia estudadas, auxiliando a selecéo assistida em programas de
melhoramento genético. Os marcadores SE04¢40, especifico de ‘MAR-2, além de SAO12¢50, € SAAOQ7 9504,
exclusivos de ‘BAT 332, destacaram-se pela eficiéncia no monitoramento de genes de resisténcia. Como
desfecho, o trabalho reforca a relevancia dos marcadores SCAR em estratégias de piramidacdo de genes de
resisténcia, visando combinar multiplos genes em um Unico gendtipo para maior durabilidade e eficiéncia
no manejo da mancha-angular em feijoeiro.

Palavras-Chave: feijoeiro, doenca fingica, mancha-angular, marcadores SCAR, mapeamento genético
Abstract

This study investigated the validation of SCAR markers to monitor resistance genes to angular leaf spot in
common bean, using F2 populations from crosses between cultivars “MAR-2’, ‘BAT 332’ and ‘Rudé’.
Resistance was evaluated by inoculation of different races of Pseudocercospora griseola (63.39 and 63.47),
with phenotypic scales and PCR-based molecular analyses. Three SCAR markers (SE04640a, SAO12950a
and SAAQ79s02) Were validated, showing significant linkage with resistance genes. The analyses confirmed
dominant monogenic segregation, with expected proportions of 3:1, and genetic distances between markers
and genes ranging from 4.92 cM (SAAQ7gs0a), 6.03 ¢M (SE046405) and 7.02 cM (SAO129s04), estimated by
the Kosambi mapping function. The markers demonstrated high specificity for the studied resistance
sources, aiding assisted selection in genetic improvement programs. The markers SE04s404, Specific to
‘MAR-2’, in addition to SAO12gs50a and SAAQ7gs04, exclusive to ‘BAT 332, stood out for their efficiency
in monitoring resistance genes. As a result, the work reinforces the relevance of SCAR markers in resistance
gene pyramiding strategies, aiming to combine multiple genes in a single genotype for greater durability
and efficiency in the management of angular leaf spot in common bean.

Keywords: common bean, fungal disease, angular leaf spot, SCAR markers, genetic mapping

Introducéo

A interacdo planta-patdgeno é um dos principais fatores limitantes na produgéo
agricola global, representando uma ameaca significativa a produtividade e a qualidade
das culturas (Peyraud et al. 2017). No feijoeiro-comum (Phaseolus vulgaris L.), a

mancha-angular, incitada pelo fungo Pseudocercospora griseola, € uma das doengas mais
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devastadoras, resultando em perdas de produtividade que podem ultrapassar 80% em
condicGes favoraveis ao patdgeno (Rodriguez et al., 2019; Canpolat e Maden, 2020). O
estudo das interacdes planta-patdgeno, aliado a aplicagdo de tecnologias gendémicas, tem
permitido avancos na compreensao dos mecanismos de defesa das plantas, promovendo
a identificacdo de genes de resisténcia e estratégias para manejo integrado de doencas
(Brown, 2015; Lamichhane et al., 2017; Nelson et al., 2018).

As interacBes entre patdgenos e plantas hospedeiras sdo complexas e
frequentemente reguladas por redes genéticas que controlam os mecanismos de defesa,
como reconhecimento de efetores do patdgeno, sinalizacdo hormonal e producdo de
compostos antimicrobianos (Martin et al., 2020). Nesse contexto, 0os marcadores
moleculares desempenham um papel crucial na identificacdo de genes associados a
resisténcia, oferecendo uma abordagem de alta precisao e eficiéncia para o0 melhoramento
genético. Em particular, os marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified
Regions), devido a sua especificidade e reprodutibilidade, destacam-se como uma
ferramenta poderosa na selecdo assistida por marcadores, permitindo a introducéo de
genes de resisténcia em cultivares comerciais (Meziadi et al., 2016; Madakbas et al.,
2016).

Apesar de sua ampla utilizacdo na década de 1990 e inicio dos anos 2000, a técnica
RAPD tem sido substituida, pois apresenta desvantagens que limitam seu uso
generalizado. A baixa temperatura necessaria para o anelamento do primer ao molde torna
0 processo bastante dependente das condicdes de amplificagdo. Mudangas no
termociclador, na DNA polimerase e outros reagentes da mistura da reacdo podem afetar
significativamente o padrdo de amplificacao.

Para contornar tais problemas, marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) podem ser convertidos em marcadores SCAR. A banda de DNA de
interesse, proveniente do marcador RAPD, é excisada, purificada e clonada. A partir do
sequenciamento dos fragmentos clonados, um par de novos primers € sintetizado e
utilizado para amplificar a mesma regido do genoma. Esta estratégia ja fora empregada
anteriormente para a cultura do feijdo (Beraldo et al., 2009; Miklas et al., 2009; Ragagnin
et al., 2009) mas, a medida que novas racas quebram as resisténcias, faz-se necessario
novos procedimentos (Miller et al., 2018; Assefa et al., 2019)

O marcador OPEOQ4e40a estd ligado ao loco de resisténcia a raca 63.39 de P.
griseola, presente em ‘MAR-2’ (Ferreira et al., 2000). Da mesma forma, Caixeta et al.

(2003) concluiram que os marcadores OPAO12950. € OPAAQ7 9504 eStd0 ligados ao loco
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de resisténcia a raca 61.41 de P. griseola, presente em ‘BAT 332’. Este trabalho teve por
objetivo a validacdo de marcadores SCAR desenvolvidos previamente em nossos
laboratérios (Damasceno, 2007) a partir dos marcadores RAPD OPE04640a, OPAO129504
e OPAAO79s0a ligados a genes de resisténcia a mancha-angular.

A validacdo de marcadores SCAR para genes de resisténcia a mancha-angular ndo
s6 melhora a eficiéncia dos programas de melhoramento, mas também atende a
necessidade urgente de cultivar variedades mais resilientes frente a pressdo de patdgenos
em constante evolucéo (Zhang et al., 2019). Além disso, o impacto do controle eficaz de
doencas na reducdo de perdas econdmicas € amplamente documentado (Gaikpa e
Miedaner, 2019; Van Esse et al., 2020; Fernando et al., 2021) destacando a relevancia

dessas tecnologias para a sustentabilidade da cultura do feijoeiro.

Metodologia
Material genético e cruzamentos

As sementes dos acessos foram fornecidas pelo Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria, da Universidade Federal de Vigosa (BIOAGRO/UFV). Os
acessos ‘MAR-2’ e ‘BAT 332’ foram hibridados com a variedade ‘Ruda’, a qual foi usada
como genitor feminino. Para assegurar a assertividade dos cruzamentos, analisou-se a cor,
formato, tamanho e brilho das sementes F, (Figura 1).
Figura 1: Aspectos da forma, tamanho, cor e brilho das sementes dos genitores e suas

respectivas populagdes F. derivadas.

MAR-2 Ruda BAT 332 Ruda

F, MAR-2 x Ruda F,BAT 332 x Ruda

Fonte: Elaborados pelos autores (2021).
As populagbes segregantes F> foram usadas para a validagdo dos marcadores
SCAR (Tabela 1).
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Tabela 1: Genitores, racas, populacdes e marcadores SCAR utilizados nas validagdes.
TAMANHO DA MARCADOR

GENITORES RAGA POPULACAO F2 SCAR*
MAR-2 x Ruda 63.39 376 SEO04640a
BAT 332 x Ruda 63.47 376 SAO12¢50a

63.47 376 SAA07950a

*a: acoplamento.

Racas e preparo do inoculo

As avaliagdes da reacdo a mancha-angular foram realizadas com as ragas 63.39
para F2 (MAR-2 x Rudd) e 63.47 para F» (BAT 332 x Rudd), as quais foram caracterizadas
por Nietsche et al. (2002) e Balbi et al. (2009), respectivamente. O indculo de cada raga
consistiu de uma suspensao de conidios preparada raspando-se superficialmente col6nias
do fungo de 12 dias de idade crescendo a 24°C sobre placas contendo uma mistura dgua
destilada, molho de tomate, agar e carbonato de calcio (CaCOs). Essa suspensdo foi
filtrada em gase e posteriormente ajustada para a concentracdo final de 2,0 x 10*
conidios/mL (Sanglard et al., 2009).

Inoculagéo e avaliagdo dos sintomas

As inoculacBes foram realizadas em ambas as superficies da primeira folha
trifoliolada com o auxilio de um atomizador, acionado por um compressor elétrico. Apos
a inoculacdo e rapida secagem ao ar, as plantas foram transferidas para uma camara de
nevoeiro (20°C e umidade relativa > 95%), onde permaneceram por 48 h, sob fotoperiodo
de 12 h. Apos esse periodo, foram novamente transferidas para a um viveiro de plantas,
onde permaneceram até serem avaliadas.

A severidade da doenca foi avaliada visualmente aos 18 e 21 dias apds a
inoculacéo, utilizando-se uma escala com nove graus de severidade proposta por Pastor-
Corrales e Jara (1995): 1 - plantas sem sintomas da doenca; 2 - presenca de até 3% de
lesbes; 3 - presenca de até 5% de lesdes foliares, sem esporulacdo do patogeno; 4 -
presenca de lesdes esporuladas cobrindo 10% da &rea foliar; 5 - presenca de vérias lesdes
esporuladas entre 2 e 3 mm, cobrindo 10-15% da area foliar; 6 - presenca de numerosas
lesGes esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre 15-20% da area foliar; 7 - presenca
de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, cobrindo entre 20-25% da area
foliar; 8 - presencga de numerosas lesdes esporuladas maiores que 3 mm, que cobrem entre
25-30% da &rea foliar, associadas a tecidos; e 9 - sintomas severos da doenca, resultando

em queda prematura de folhas e morte da planta. Neste trabalho, as plantas que
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apresentaram graus 1 a 3 foram consideradas resistentes e as com grau 4 ou maior,
suscetiveis.
Anélises moleculares

As extracOes de DNA seguiram os procedimentos adaptados de Doyle e Doyle
(1990). Antes das execucdes das amplificagdes propriamente, foram realizados testes de
gradientes de temperaturas de anelamento (Carvalho et al, 2019), por meio de
termocicladores com esse recurso (Equipamentos da marca Eppendorf, modelo Nexus
Gradient). As maquinas foram configuradas para o espectro de 50°C a 70°C, sendo
utilizados DNAs de dois individuos aleatorios de cada uma das populacoes.

As reacOes de amplificagdo foram feitas em um volume total de 15 uL, contendo
Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl> 2 mM, 100 uM de cada um dos
desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 5 pmoles de cada primer especifico
(Tabela 2), uma unidade da enzima Tag polimerase e 10 ng de DNA. As reacGes foram
programadas para uma etapa a 94°C por 3 min; 35 ciclos a 94°C por 30 s, cada valor do
gradiente (50,0°C; 50,3°C; 51,5°C; 53,4°C; 55,7°C; 58,3°C; 61,0°C; 63,7°C; 66,1°C;
68,0°C; 69,4°C e 70,0°C) por 1 min, e 72°C por 90 seg. Apds os 35 ciclos, foi realizada
uma etapa final de extensdo a 72°C por 7 min. Os primers SCARs testados estdo descritos
na Tabela 2.

Tabela 2: Primers SCAR desenvolvidos a partir dos marcadores moleculares RAPD,
visando monitorar genes de resisténcia a mancha-angular do feijoeiro-comum.
PRIMER SEQUENCIA DO PRIMER (5°—3’)* Tr (pb)
SAOL? F: GGTCTCAAGCTACAGCGAAA 950
R: CGGTCTCGATGGTTCTGACT
SAAO7 F: CGCTCACTTATCGAAGATCG 050
R: CGCTCACTGATTATAGACAAAATTACC
F: TGACATGCCCCACTTAGTTAGA

SEO04 640
R: CATGCCATGATTACCTTCC

*Sequéncias obtidas por Damasceno (2007). Te (pb): produto de amplificacdo em pares de bases. F:

Foward. R: Reverse. Fonte: Elaborado pelos autores (2021).

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,4%, em SB 1X (hidréxido de sddio 10 mM, pH 8,5 ajustado com acido bérico)
(Brody & Kern, 2004). No momento da aplicacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3
uL do corante tipo 1V [0,125% (m/v) de azul de bromofenol e 10% (m/v) de sacarose] e
5 uL de GelRed™, Os geéis foram submetidos a uma carga de 120 V, por 3 horas. Findadas
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as eletroforeses, os géis foram analisados por meio de um sistema de fotodocumentacéo
(Loccus Biotecnologia, modelo L-PIX), conforme adaptado de Sambrook et al. (1989).
Determinacdo das distancias genéticas

As frequéncias genotipicas esperadas na populacdo F, utilizando marcadores
dominantes ligados em fase de aproximacao podem ser observadas na Tabela 3.
Tabela 3: Frequéncias genotipicas esperadas na populagdo F> utilizando marcadores
dominantes ligados em fase de aproximac&o, derivadas de cruzamentos entre individuos

com genotipos MMGG x mmgg.

) ) FREQUENCIA
GENOTIPO CODIGO N°OBS PI(RIG)
ESPERADA
11, e 1l 2r
M G 4-4 al pl—EJrZ(l r) _4(2+s) (_)3r—2r+r2
1 g plple !
M_gg 4-2 2 p=, -, 0-rf=20-5) ey
1 Yo plple !
mmG_ 2-4 a3 p=, -, 0-) _4(1 s?) ey
mmgg 2-2 a4 p, = %(1— ry = %sz 0,0

M/m: loco relacionado & marca molecular. G/g: loco do gene de interesse. N° Obs: nimero observado. P,
(RIG): probabilidade de que um gameta seja recombinante, dado o gendtipo dos locos. s = (1-r). Fonte:

Elaborado pelos autores (2021), em detrimento de adaptac@es de Cruz (2016).

O teste de qui-quadrado (x4, ,,,) foi efetuado com o auxilio do programa GQMOL

(Cruz, 2016) visando avaliar se houve ajuste para as proporcdes de 9:3:3:1, considerando
3 graus de liberdade. Também foi decomposto o qui-quadrado obtido na analise das
quatro classes fenotipicas, em qui-quadrado associado a hipotese de segregacdo do gene
de resisténcia “G/g”, da marca molecular “M/m”, e de forma conjunta; estando todos

associados a 1 grau de liberdade. As seguintes expressdes foram calculadas a 5% de

probabilidade pela decomposicéo do qui-quadrado (y2,,,), onde N = al + a2 + a3 + a4:

) (al+a2-3a3-3a4) . |, (a1-3a2+a3-3a4)’. ,  (al-3a2-3a3-9a4)

X(M/m) 3N v X(cig) = 3N " Aconjunta = 9N

Os dados das reacdes de amplificacdo com marcadores SCAR foram codificados
como presenca (4) e auséncia (2) nos individuos das populacdes F> (MAR-2 x Ruda) e F»
(BAT 332 x Rudd). Codificagdo semelhante foi utilizada para os individuos resistentes

(4) e suscetiveis (2) destas populagdes, com base nas inoculagdes. A determinacdo da
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distancia genética entre as marcas moleculares e 0s genes de resisténcia também foi feita
com o auxilio do software GQMOL, acoplado ao programa computacional GENES
(Cruz, 2016). Marcadores e genes de resisténcia foram agrupados, utilizando-se valor de
LOD minimo igual a 3,0 e maxima recombinacdo igual a 30%. Para a estimacdo da
porcentagem de recombinacdo, foi utilizada a funcdo de méxima verossimilhanca
disponivel na interface do programa.
Nomenclatura dos primers SCAR

A nomenclatura dos marcadores SCAR foi derivada da numeracéo do RAPD que
o0 originou, precedida pela letra ‘S’. As designac6es F para ‘forward’ e R para ‘reverse’
foram utilizadas para diferenciar cada primer SCAR. Portanto, como exemplo, a
representacdo SEO4r se refere ao primer SCAR forward originado da sequéncia do

fragmento OPE04640a.

Resultados e Discussao

Neste trabalho trés primers SCARs foram validados quanto ao monitoramento de
genes de resisténcia a mancha-angular do feijoeiro-comum. Inicialmente, a populacéo F>
(MAR-2 x Ruda) foi inoculada com a raca 69.39 de P. griseola, sendo esta, a mesma
utilizada no trabalho de identificagdo do marcador OPEQ4e40a, cOnduzido por Ferreira et
al. (2000).

A raca 61.41, a qual originalmente foi utilizada na identificacdo dos marcadores
OPAAO079502 € OPAO12950s tendo ‘BAT 332’ como fonte de resisténcia (Caixeta et al.,
2003), ndo estava mais disponivel. Dessa forma, foi necessario testar outras ragas para as
andlises de co-segregacao.

A partir do trabalho realizado por Balbi et al. (2008), foi verificado que ‘BAT
332’ ¢é resistente as ragas 15.7, 63.7, 47.39 e 63.47. Estas foram inoculadas em grupos
individuais de 50 plantas da populacdo F. (BAT 332 x Ruda). Como resultado, foi
utilizada a raga 63.47 por proporcionar melhor discriminagdo das reagdes ao patogeno e
pelo padréo de segregacgdo 3:1 (resisténcia condicionada por um gene com relacao alélica
de dominéancia completa).

Apbs os testes de gradiente, foram consideradas apropriadas as temperaturas de
60°C, 62°C e 65°C referentes aos marcadores SAAQ79s0a, SAO12950a € SE04640a,
respectivamente. As sequéncias, a natureza dos marcadores, e as condi¢des de

amplificagcdo na PCR estdo resumidas na Tabela 4.
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Tabela 4: Sequéncias e condi¢Ges de amplificacdo para marcadores moleculares SCAR
ligados a genes de resisténcia @ mancha-angular.

CARACTERISTICAS DA PCR Ti=
PRIMER* b TIPO
Ciclos Desnaturacdo Anelamento Extensao (pb)

SAQO12 35 94°C/30's 62°C/1min  72°C/90s 950 Dom
SAAO07 35 94°C/30's 60°C/I min  72°C/90s 950 Dom
SEO4 35 94°C/30's 65°C/1 min  72°C/90s 640 Dom

*Primers obtidos por Damasceno (2007). Te (pb): Tamanho do produto de amplificacdo em pares de bases.

Dom: Dominante. Fonte: Elaborado pelos autores (2021).

Ao se lancar a hipotese de independéncia de segregacdo entre dois locos quaisquer
(Hirani et al., 2018), a razdo de segregacdo esperada € igual a 9:3:3:1. Essa proporc¢éo
pode ser testada pelo teste de qui-quadrado (x?), considerando todas as quatro classes
fenotipicas e trés graus de liberdade (Cruz, 2016). No entanto, a rejeicdo desta hipotese
ndo implica que os locos estejam ligados, pois € possivel que, no caso de uma validacao
de marcador molecular, um gene de resisténcia “G/g” ou o loco para o marcador “M/m”,
n&o estejam segregando na proporcao esperada de 3:1 (Michel et al., 2018). Para verificar
essa possibilidade, foram decompostos os qui-quadrados obtidos das trés classes: qui-
quadrados associados a hipotese de segregacao do gene “G/g”, do loco marcador “M/m”,
e de forma conjunta (Tabelas 5 e 6).

Em todos os casos, foi observado que os locos relacionados aos genes de
resisténcia e aos respectivos marcadores moleculares, segregaram, individualmente,
como esperado, na proporcdo 3:1. O padrdo de heranca monogénica dominante também
ja havia sido descrito para os genotipos ‘MAR-2’ e ‘BAT 332’ na identificacdo dos
respectivos marcadores RAPD (Ferreira et al., 2000; Caixeta et al., 2003). Neste trabalho,
as segregacdes conjuntas foram rejeitadas sob a hipo6tese de independéncia, confirmando
a ligacdo entre os marcadores e 0s genes de resisténcia.

A mensuracao da frequéncia de gametas recombinantes entre dois locos constitui
procedimento importante para o calculo das distancias genéticas (Pefialba e Wolf, 2020).
Diversos tratamentos estatisticos podem ser usados para estimar a frequéncia de
recombinantes, entre eles, de acordo com Song et al. (2021), 0 método analitico obtendo a

funcdo de méxima verossimilhanca.
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Tabela 5: Andlise da segregacdo do gene que confere resisténcia a raca 63.39 de P.
griseola e do marcador SEO4s40a Na populacéo F2 (Ruda x MAR-2).
PROPORCAO PROPORCAO

LOCO 1 P(%) cM
ESPERADA  OBSERVADA
M/m 31 277:99 0,3546 55,1515
Glg 31 285:91 0,1276 72,0871
M/m Gl/g 9:3:3:1 270:7:15:84 272,3404 0 6,03

M/m: loco relacionado ao marcador SEQ4e40.. G/g: loco do gene de resisténcia a raca 63.39 de P. griseola.
P(%): probabilidade associada ao teste de qui-quadrado (y?). cM: distancia genética (centiMorgans) obtida
por meio da funcdo de mapeamento de Kosambi (1944). Fonte: Elaborado pelos autores (2021), em

detrimento de adaptagtes de Cruz (2016).
Tabela 6: Andlise da segregacdo do gene que confere resisténcia a raca 63.47 de P.

griseola e dos marcadores SAAQ07950a € SAO129504 Na populacdo F2 (Ruda x BAT332).
PROPORCAO PROPORCAO

LOCO 1 P(%) cM
ESPERADA OBSERVADA
M1/m1 31 285:91 0,1276 72,0871
M2/m2 31 280:96 0,0567 81,1728
Glg 31 285:91 0,1276 72,0871
M1/m1 G/g 9:3:3:1 276:9:9:86 293,1489 0 4,92
M2/m2 Glg 9:3:3:1 272:8:10:86 290,7905 0 7,02
M2/m2 M1/m1 9:3:3:1 277:3:5:91 94,6678 0 2,10

M1/m1: loco relacionado ao marcador SAAQ7gs0a. M2/m2: loco relacionado ao marcador SAO12gs0.. G/g:
loco do gene de resisténcia a raga 63.47 de P. griseola. P(%): probabilidade associada ao teste de qui-
quadrado (¥?). cM: distancia genética (centiMorgans) obtida por meio da funcdo de mapeamento de
Kosambi (1944). Elaborado pelos autores (2021), em detrimento de adaptac6es de Cruz (2016).

O intervalo de confianca para a frequéncia de recombinagéo pode ser estabelecido
por meio do LOD escore (Halldorsson et al., 2019). Este por sua vez representa a razao
de verossimilhanca, em que no numerador é disposta a funcdo que possui a estimativa de
méaxima verossimilhanca de r; e, no denominador, a funcdo de verossimilhanca
considerando r = 0,5 (auséncia de ligacdo). Para facilitar a interpretacdo, essa razéo €
colocada no logaritmo com base 10, sendo este termo definido como LOD score (Kong
etal., 2021). Por exemplo, de acordo com Blanton (2021), um valor de LOD escore igual
a 3,0 implica que h4 uma probabilidade 1000 vezes maior da presenca de ligacdo do que

da auséncia de ligacdo entre os locos em estudo.
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Assim, o intervalo suporte (ou intervalo de confianga) pode ser obtido a partir da
curva dos valores de LOD escore, em funcdo dos valores da porcentagem de
recombinacéo entre os locos. Este intervalo é delimitado pelos pontos correspondentes da
porcentagem de recombinacdo obtidos a partir da reducdo em uma unidade do LOD
representativo do ponto de maximo da curva (Gonda et al., 2019). Nas Figuras 2, 3 e 4
sdo apresentados os gréaficos contendo os intervalos de confianca dos valores de
recombinacdo referentes aos marcadores SAAO7950s, SAO12950a € SEO04640a,
respectivamente.

Figura 2: Valores de LOD escore em funcao das frequéncias de recombinacao, relativos
a analise entre o marcador SAAQ7gs04 € 0 gene de resisténcia a raca 63.47 de P. griseola.
As colunas verdes delimitam o intervalo de confianca da estimativa de recombinacéo.

LOD méaximo = 61,6314; limite inferior = 2,90; limite superior = 7,70.

[(Empu]

ns

=

10 a0 a0 a0 =0
FreqNEecE de recombleagSo i

Fonte: Elaborado pelos autores (2021), em detrimento de adapta¢des de Cruz (2016).

Figura 3: Valores de LOD escore em funcgéo das frequéncias de recombinacéo relativos
a analise entre o marcador SAO12950a € 0 gene de resisténcia a raga 63.47 de P. griseola.
As colunas verdes delimitam o intervalo de confianga da estimativa de recombinacéo.

LOD méaximo = 62,0790; limite inferior = 2,90; limite superior = 7,70.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2021), em detrimento de adaptacdes de Cruz (2016).
Figura 4: Valores de LOD escore em func¢éo das frequéncias de recombinacéo relativos

a andlise entre o marcador SEO4e402 € 0 gene de resisténcia a raca 63.39 de P. griseola.
As colunas verdes delimitam o intervalo de confianca da estimativa de recombinacdo.

LOD maximo = 57,3513; limite inferior = 3,70; limite superior = 9,10.

3l

10

-2

n] 10 a = u] i =0
F req WEwc: i ok recom ble 38

Fonte: Elaborado pelos autores (2021), em detrimento de adaptacdes de Cruz (2016).
Alguns aspectos importantes para a obtencéo dos intervalos de confianca e maior

precisdo das estimativas das frequéncias de recombinacéo entre dois locos, se referem ao
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tipo e tamanho das populagdes utilizadas, além da natureza do marcador molecular. Nos
trabalhos de simulacdo realizados por Pefialba e Wolf (2020) foram obtidos os tamanhos
minimos de determinadas populacdes necessarios para se obterem as frequéncias de
recombinacdo entre dois locos em fungdo da precisdo desejada. Considerando uma
populacdo F», trabalhada com um marcador dominante em fase de acoplamento, e no
nivel de significancia o de 5%; seriam necessarios pelo menos 310 individuos. Neste
trabalho, foram utilizadas popula¢des com 376 individuos, atendendo ao critério para esta
precisdo das estimativas.

Embora a frequéncia de recombinantes indique a medida de distancia entre dois
locos ao longo de determinado cromossomo, o ideal é que as distancias usadas na
construcdo de mapas genéticos sejam totalmente aditivas, de modo que, ao atribuir novos
locos (marcadores) a0 mapa, ndo seja necessario ajustar as distancias ja estabelecidas
(Ramekar et al., 2018). Entretanto, as frequéncias de recombinacdo ndo séo aditivas;
sendo, portanto, inadequadas como medidas diretas de distancias entre dois locos a serem
mapeados, ou no caso de ligacdo entre genes de interesse e marcadores moleculares com
0 intuito de selecdo assistida (Zhang et al., 2018; Wang et al., 2019).

Para estabelecer a relacdo entre as distancias genéticas entre dois locos em um
mapa e a frequéncia de gametas recombinantes, séo utilizadas as chamadas fungdes de
mapeamento. Neste estudo, foi utilizada a fungdo de Kosambi (Kosambi, 1944), a qual
admite a ocorréncia de permutas proximas como eventos ndo independentes (presenca de
interferéncia). Assim, esta funcdo assume a interferéncia completa entre regibes
arbitrariamente proximas, sendo decrescente para locos mais distantes, e iguais a zero
para locos independentes (Veller et al., 2019). Na Figura 5 s@o representadas as posi¢oes
relativas e distancias genéticas cromossémicas entre 0s SCARS e 0s genes de resisténcia

a mancha-angular, para os quais foram validados.
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Figura 5: Posicgdes relativas e distancias genéticas entre os marcadores moleculares e 0s

genes de resisténcia a mancha-angular, para os quais foram validados.

cM cM
AO12,, E04,,,
2,10
AA07 .
6,03
4,92

ene de resisténcia

a raca 63.39
ene de resistencia

a raca 63.47

Fonte: Elaborado pelos autores (2021), em detrimento de adapta¢des de Cruz (2016).
No estudo realizado por Ferreira et al. (2000), constatou-se que 0 marcador RAPD

OPEO4¢40a estava ligado ao loco de resisténcia a raga 63.39, presente em ‘MAR-2’, a uma
distancia de 5,80 cM. No caso dos marcadores OPAO129s50a € OPAAO7 9504, as distancias
foram de 5,83 cM e 5,10 cM, em relacdo ao loco de resisténcia a raga 61.41, oriundo de
‘BAT 332’ (Caixeta et al., 2003). Neste trabalho, foram estimadas as distancias de 6,03
cM, 7,02 cM e 4,92 cM, referentes aos marcadores SEO4s40a, SAO12950a € SAAO7 9504,
respectivamente. De acordo com Uffelmann et al. (2021), essas variacbes podem ser
explicadas pelas diferencas nos tamanhos das populacdes usadas na obtencdo das
estimativas das distancias, e pela substituicdo da raca 61.41 por 63.47, considerando 0s
marcadores SAO129s0a € SAAD7950a.

Nietsche et al. (2002) avaliando a reagdo de nove cultivares de feijoeiro a 60
isolados de P. griseola, classificados em 25 ragas, relataram os genotipos ‘México 54° e
‘MAR-2’ como sendo importantes fontes de resisténcia a mancha-angular. Considerando
0 estudo de alelismo conduzido por Caixeta et al., (2005), quando utilizada a raca 63.39
de P. griseola, ndo foi observada segregacdo da populacdo F. oriunda do cruzamento
entre ‘México 54’ e ‘MAR-2’, comprovando a presenca de um loco em comum. Estes

dois genotipos apresentam diferentes reacdes, quando testados contra um conjunto de
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racas do patogeno, sugerindo que, os fatores presentes naquele loco em comum néo sao
0 mesmo alelo e, sim, formas alélicas distintas. Deste modo, ‘México 54’ possuiria o alelo
Phg-5 ¢ ‘MAR-2’ o alelo Phg-5%, sendo possivel que as isolinhas derivadas destes
gendtipos possuam apenas formas alélicas de um mesmo gene, o que seria inviavel do
ponto de vista da piramidacgédo (Alemu, 2021).

Os marcadores RAPD OPEOQ4640a € OPEO46504, 0S quais monitoram os genes de
resisténcia presentes em ‘MAR-2’ ¢ ‘México 54°, respectivamente, geram produtos
especificos. A banda amplificada a partir do DNA de ‘MAR-2’ ndo se manifesta em
‘México 54°, e vice-versa. Entretanto, as posicdes das bandas de tamanhos especificos
ligadas a cada loco de resisténcia, aparecem muito préximas, o que impossibilita sobre a
inferéncia de genétipos que possuam as duas marcas simultaneamente, o que ndo é
incomum (Boopathi e Boopathi, 2020). Neste trabalho foi observado que o marcador
SEO04e40a, validado na populagdo F2 (MAR-2 x Rudd), também gerou banda em posigado
similar quando testado com o DNA de ‘México 54°, o que inviabiliza seu uso no caso do
intercruzamento de materiais derivados destes gendtipos. Além disso, foi observada uma
segregacdo independente na tentativa de validacdo do marcador SE04e40a por meio da
populacdo F> (México-54 x Ruda) e a raca 63.19.

O genotipo ‘BAT 332’ tem uma especial importancia por apresentar uma
resisténcia complementar as outras fontes de resisténcia (Nietsche et al., 2002; Balbi et
al., 2009). Os marcadores SAO12950. € SAAD79504, identificados no presente trabalho,
podem auxiliar a incorporagdo da resisténcia desse gendtipo, em outros backgrounds
genéticos de interesse. Esses marcadores foram testados nas fontes de resisténcia ‘Meéxico
54°, ‘MAR-2’, ‘Cornell 49-242° e ‘AND 277, sendo que a banda s6 foi amplificada em
‘BAT 332’. Este resultado demonstra a especificidade dos marcadores ao gene Phg-62 de
‘BAT 332’, facilitando a identificagdo deste quando linhagens derivadas das fontes forem
cruzadas e os diferentes genes combinados.

Os marcadores SCARs desenvolvidos estdo sendo utilizados em trabalhos de
piramidacdo de genes de resisténcia a mancha-angular conduzidos pelo Laboratorio de
Biotecnologia da UFMG (Campus Montes Claros). Estes tém sido utilizados em
associacdo com dados de avaliacdo fenotipica, visando o aumento da eficiéncia de

selecao.
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Considerac0es Finais

O presente estudo consolidou conhecimentos relevantes ao validar marcadores
SCAR associados a resisténcia a mancha-angular no feijoeiro-comum, reforcando sua
utilidade como ferramentas praticas em programas de melhoramento genético. A
utilizagéo dos marcadores SE04640a, SAO129502 € SAAQ7 9502, Obtidos de suas modalidades
RAPD, geraram distancias genéticas confiaveis e especificidades comprovadas,
destacando seu papel no monitoramento de genes de resisténcia em populacbes de
melhoramento que visam aumentar o espectro da resisténcia a macha-angular do
feijoeiro-comum.

A aplicacdo desses marcadores em estratégias de selecdo assistida fortalece um
tecnicamente os programas de melhoramento, contribuindo para o desenvolvimento de
cultivares mais resilientes e adaptadas para diferentes regides. A validacdo de marcadores
com base em analises fenotipicas e moleculares reafirma a importancia da integracdo de
metodologias tradicionais e biotecnoldgicas para a obtencdo de resultados consistentes e
aplicaveis.

A piramidacdo de genes, essencial para a obtencdo de gendtipos com resisténcia
duravel no tempo, destaca-se como um desfecho promissor para o controle sustentavel de
doencgas, contribuindo efetivamente para a economia com fungicidas e manejos
integrados a partir de diferentes fontes de resisténcia (tolerancia a amplos espectros e
viruléncias de racas de um patégeno. Em sintese, foram validados os marcadores
SAA0D7950a, SAO129502 € SE04640a cOMO Sendo ligados a locos de resisténcia a mancha-
angular do feijoeiro comum. Os marcadores SAA07950a € SAO12950a monitoram o loco
de resisténcia a raga 63.47, presente em ‘BAT 332°, as distancias de 4,92 cM e 7,02 cM,
respectivamente. O SEQ4e402 esta ligado a 6,03 cM do loco de resisténcia a raga 63.39,

presente em ‘MAR-2’.
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