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Edital MCT/CNPqg/FNDCT/FAPsS/MEC/CAPES/PRO-CENTRO-OES TE N° 031/2010

Anexo | — Modelo Estruturado de Projeto

Selecdo publica de propostas para concessdo de apoio financeiro a projetos de pesquisa
cientifica e tecnoldgica que visem a implantacdo e consolidagdo da Rede Centro-Oeste de
Pés-Graduacao, Pesquisa e Inovacdo — Rede PRO-CENTRO-OESTE.

Edital:

Edital MCT/CNPg/FNDCT/FAPs/MEC/CAPES/PRO-
CENTRO-OESTE N° 031/2010

Coordenador/Proponente:

Cacilda Borges do Valle

Titulo da Proposta:

Melhoramento genético de Brachiaria e avaliacao de fluxo
génico em B. brizantha.

Tipo de Proposta (Projeto de
Pesquisa/Projeto de Rede):

Projeto de Rede

Nome da Rede de Pesquisa:

Desenvolvimento de cultivares de forrageiras nativas e
exoticas: mudancgas climaticas e producédo sustentavel de
proteina animal

Linhas de Pesquisa e Temas:

Linha 1 — Ciéncia, Tecnologia e Inovacéo para
Sustentabilidade da Regido Centro-Oeste

Tema 1 — Plantas de relevancia regional e resisténcia a
estresses bidticos (pragas, ervas daninhas, fungos,
bactérias, virus e nematddeos) e abitticos (alteracbes
climéticas, limitagGes edaficas, entre outros).

Tema 2 — Conhecimento e tecnologias para o
planejamento de sistemas produtivos e ambientalmente
sustentaveis

Linha 3 — Desenvolvimento de Produtos, Processos e
Servicos Biotecnologicos

Tema 2 — Pesquisa, desenvolvimento e inovagdo nas
areas de fronteira de nanotecnologia, gendmica, pés-
gendmica, protedmica e bioinformatica.

Instituicdo Executora:

Embrapa Gado de Corte

Unidade da Federacao:

Mato Grosso do Sul

Instituicdes Colaboradoras:

Embrapa (Embrapa Gado de Corte, Embrapa Cerrados,
Embrapa Acre, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia), Universidade Catdlica Dom Bosco,
Universidade Federal da Grande Dourados, Universidade
Estadual de Maringa

Valor Total Solicitado pelo
Projeto de Pesquisa (R$):

R$ 856.767,20

Prazo de Execucéo:

36 meses
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Titulo do Projeto de Pesquisa: Melhoramento genético de Brachiaria e avaliacdo de fluxo
génico em B. brizantha.

1. identificac@o da proposta, da localidade escolhi da e do tipo de projeto

Projeto de pesquisa componente da Rede: Desenvolvimento de cultivares de
forrageiras nativas e exéticas: mudancas climaticas e producdo sustentavel de
proteina animal, a ser liderado pela Embrapa Gado de Corte (Campo Grande, MS) e
executado no Mato Grosso do Sul e Parana.

2. ldentificacdo da Linha de Pesquisa e Tema da pro  posta

A proposta abordara os temasl (Plantas de relevancia regional e resisténcia a
estresses bidticos (pragas, ervas daninhas, fungos, bactérias, virus e nematédeos) e
abidticos (alteracdes climaticas, limitacdes edaficas, entre outros) e 2: — Conhecimento e
tecnologias para o planejamento de sistemas produtivos e ambientalmente sustentaveis da
Linha 1 — Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo para Sust entabilidade da Regido Centro-
Oeste, bem como o Tema 2 — Pesquisa, desenvolvimento e inovagdo nas areas de fronteira
de nanotecnologia, genémica, pds-genémica, proteémica e bioinformatica da Linha 3 —
Desenvolvimento de Produtos, Processos e Servigos B iotecnolégicos. Por envolver
trabalhos com espécies de Brachiaria, a graminea de grande relevancia para pecuaria
nacional e especialmente para o Brasil Central Pecuario, o projeto tem especial aderéncia a
Linha 1 mas pretende avancar nos conhecimentos sobre o fluxo génico preparando-nos
para trabalhos com plantas transformadas para menor deposicdo de lignina usando
gendmica, portanto abordando também o tema 2 da Linha 3. Essas plantas serdo resultado
de um projeto internacional em colaboracdo com a Australia (Victorian AgriBiosciences
Centre — VABC/DPI Victoria).

3. Identificac@o dos Programas de Pos-Graduacdo env  olvidos na proposta, bem como
dos mecanismos de integra¢do propostos no ambito do projeto de Rede

Os Programas de PoOs-Graduagdo envolvidos serdo os de Mestrado em
Biotecnologia da Universidade Catélica Dom Bosco; Mestrado e Doutorado em Genética e
Melhoramento da Universidade Estadual de Maringd; Mestrado e Doutorado em Agronomia-
Producdo Vegetal da Universidade Federal da Grande Dourados, e o de mestrado em
Zootecnia da UNESP-Botucatu.

As atividades previstas neste projeto serdo realizadas no Centro-Oeste e permitirdo
incorporar alunos das referidas universidades nos trabalhos de melhoramento de Brachiaria
em andamento na Embrapa bem como permitirdo um maior entrosamento com o corpo
docente e pesquisadores das referidas instituicbes. Dois alunos de mestrado (UCDB e
UNESP-Botucatu) ja iniciaram seus estudos com planos de trabalhos integrados a esse
projeto, respectivamente com fluxo génico em B. brizantha, e avaliacdo de progénies de B.
decumbens. Ja existe uma estreita colaboracdo de mais de 10 anos entre a Embrapa Gado
de Corte com a Universidade Estadual de Maringa, que resultou em extensa publicacédo de
importantes resultados para o melhoramento e sele¢do de gendtipos candidatos a cultivares.

A criacdo dessa rede permitira tornar mais efetiva a colaboracdo entre as diferentes
instituicbes e reunides periodicas facilitardo a troca de experiéncias, informacbes e
verificacdo do andamento dos trabalhos visando o atingimento das metas.

4. Principal problema a ser abordado
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Gramineas forrageiras introduzidas especialmente as do género Brachiaria,
contribuiram decisivamente para o desenvolvimento da bovinocultura nacional fazendo do
Brasil o segundo maior produtor e maior exportador mundial de carne (ABIEC, 2010). O
diferencial qualitativo do produto brasileiro é o chamado “boi de capim”, i.e., animais
produzidos em pastagens, portanto sem riscos associados a BSE (Encefalopatia
Espongiforme Bovina) e observando o bem estar animal. Paralelamente, o Brasil € o maior
produtor e exportador de sementes forrageiras tropicais da América Latina e sementes de
cultivares de Brachiaria respondem por 90% de toda sementes forrageira exportada. As
demandas por qualidade e quantidade de sementes vém impulsionando toda a cadeia
produtiva que é fortemente concentrada no Centro-Oeste, pela aptiddo edafica e climética
para producdo de sementes forrageiras tropicais. Houve inclusive o estimulo para promover
a organizacado do setor privado sementeiro em associacdes como a UNIPASTO (Associacdo
para o Fomento a Pesquisa de Melhoramento de Forrageiras Tropicais), parceira da
Embrapa nos projetos de desenvolvimento de cultivares de gramineas e leguminosas
forrageiras. Essa associacdo, além de aportar recursos anualmente para pesquisa em
centros da Embrapa atua como agente de transferéncia das cultivares geradas por
comercializa-las com exclusividade entregando um pacote tecnolégico com as
recomendacdes de uso.

Cultivares de Brachiaria representam cerca de 80% do que estad plantado como
pastagem cultivada no Brasil (SANTOS FILHO, 1996), area essa estimada em 100 milhdes
de hectares. A exploracdo pecuéria na regido dos cerrados, um bioma de cerca de 220
milhGes de hectares e que cobre 24% do Brasil (IBGE, 2004), emprega principalmente
pastagens de B. brizantha cv. Marandu, B. decumbens cv. Basilisk, e B. humidicola
comercial (MACEDO, 1995). Em regides umidas do Nordeste e da Amazdnia a pecuaria tem
utilizado principalmente pastagens de B. humidicola, seguidas da B. decumbens e B.
brizantha cv. Marandu (SIMAO NETO & DIAS FILHO, 1995, DIAS-FILHO, 2005). Capins do
género Brachiaria desempenham um papel primordial na producao de carne e leite no Brasil
por viabilizarem a pecuaria em solos acidos e fracos, por participarem na importante rotacdo
com culturas anuais em sistemas integrados lavoura-pecuaria e por criarem novos poélos de
desenvolvimento gracas a uma pujante industria de producdo de sementes. Apesar disso
poucas sdo as cultivares disponiveis (VALLE et al., 2001) e por serem apomiticas, a
diversidade genética é pequena, colocando em risco todo o sistema de producédo (PEREIRA
et al., 2001; DIAS-FILHO, 2005). O principal problema a ser abordado por este projeto é,
portanto, a reducdo da vulnerabilidade destes extensos monocultivos pela liberacédo de
variedades de Brachiaria que apresentem boa produtividade e alto desempenho animal,
minimizando a necessidade de abertura de novas areas de cultivo.

Estudos realizados desde 1988 pela Embrapa Gado de Corte e parceiros (VALLE &
SAVIDAN, 1996; VALLE & MILLES, 1992); VALERIO et al., 2001; DIAS-FILHO, 2002;
MENDES-BONATO et al., 2002; RESENDE et al., 2002; PEREIRA et al., 2004; LEMPP et
al., 2005; PAGLIARINI et al., 2005; PEREIRA et al., 2005; JUNGMANN et al., 2009a, b;
EUCLIDES et al., 2008, 2009; VALLE et al., 2008, 2009; 2010; BOLDRINI et al., 2009) sobre
o germoplasma de Brachiaria trazido da Africa via CIAT — Centro Internacional de
Agricultura Tropical, constituem uma soélida base para o desenvolvimento de novas
cultivares, superiores as cultivares hoje em uso. O melhoramento genético de gramineas
forrageiras tropicais € atividade recente, mas significativos progressos foram alcancados,
inclusive com a liberacdo de cultivares, cv. Xaraés em 2003 (VALLE et al.2004) e uma
cultivar protegida, a BRS Piatd em 2007 (EUCLIDES et al., 2008, 2009). A primeira cultivar
de B. humidicola protegida, cv. BRS Tupi sera liberada em 2011, como importante
alternativa as cv. Llanero e comum para areas com drenagem deficiente em solos acidos e
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pobres. Informacdes bésicas sobre a diversidade nas colecbes de B. brizantha e B.
humidicola foram estabelecidas usando-se marcadores moleculares RAPD (CHIARI et al.,
2007, 2008) e microssatélites (JUNGMANN et al., 2009a, b). Nesta rede, hibridos
promissores ja entrardo em avaliacdo de valor de cultivo e uso sob cortes e também esta
prevista a instalacdo do primeiro ensaio sob pastejo. O programa de melhoramento genético
em Brachiaria via hibridizacao, teve inicio em 1988 envolvendo principalmente B. brizantha,
B. decumbens e B. ruziziensis, as duas primeiras com uma maioria de acessos apomiticos e
tetraploides naturais e a Ultima caracterizada por sexualidade no nivel dipléide. Acessos de
B. ruziziensis tetraploidizados artificialmente por colchicina formam a populacdo basica para
cruzamentos que visam reunir a alta produtividade de B. brizantha cv. Marandu, com a
tolerancia a solos &cidos e vigor da B. decumbens cv. Basilisk e o alto valor nutritivo,
florescimento concentrado e rapida rebrota da B. ruziziensis. Neste projeto esta prevista a
avaliacdo agrondmica de progénies hibridas de B. humidicola (VALLE et al., 2008) e
também de hibridos intra-especificos de B. decumbens recém obtidos por cruzamentos com
acessos sexuais dipldides recém duplicados (SIMIONI & VALLE, 2009). Nunca antes foi
possivel realizar o melhoramento de B. decumbens que conta apenas com a cv. Basilisk em
uso desde meados do século passado, sendo esta, portanto uma oportunidade inédita de
explorar a variabilidade em B. decumbens.

O envolvimento de novas técnicas de biotecnologia de gendmica deverdo permitir
avancos ainda mais rapidos na producdo de novas variedades apomiticas, como o0 uso de
marcadores para identificar hibridos (CHIARI et al., 2008) e para identificar a apomixia
(ZORZATTO et al., 2010). Algumas das caracteristicas de importancia agronémica como
resisténcia a insetos, valor nutritivo, adaptacdo a solos acidos e tolerancia ao aluminio, ja
foram analisadas com auxilio de marcadores moleculares em outras culturas (revisado por
KUMAR, 1999) e irdo compor atividades em outros projetos da rede (Projetos 2 e 3),
utilizando os genotipos selecionados nesse projeto 1 (Figura 1). Neste projeto a op¢ao por
analise de sequéncias hipervariaveis de DNA, também conhecidas como sequéncias
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), considerados os marcadores que mais
se aproximam do ideal para estudos genéticos, deve-se as seguintes vantagens: 1) sdo
abundantes e uniformemente distribuidos pelo genoma; 2) sdo co-dominantes; 3) sdo
usualmente multialélicos, apresentando grande conteddo informativo por loco génico; 4)
apresentam, geralmente, alto grau de heterozigozidade em espécies aldgamas; e 5) séo
marcadores de baixo custo e facil aplicacdo a analise de um grande nimero de plantas,
guando a técnica esta estabelecida para a espécie (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
Esta técnica vem sendo utilizada com sucesso em diversas gramineas como milho
(SHAROPOVA et al., 2002; NINAMANGO-CARDENAS et al., 2003), cana de acucar
(CORDEIRO et al., 2000) e arroz (MCCOUCH et al., 1997; GARLAND et al., 1999) e mais
recentemente com duas espécies de Brachiaria (JUNGMANN et al, 2009a, b). A
disponibilidade de marcadores microssatélites ira possibilitar ndo apenas a identificacdo de
forma rapida e segura da origem hibrida das progénies no estudo de fluxo génico, mas
também permitira estimar a diversidade genética e modo de reproducéo, e permitira verificar
a identidade das cultivares e hibridos, facilitando o acompanhamento da adocdo das
cultivares liberadas, assegurando a paternidade do material aos seus legitimos geradores.
H& outro projeto em andamento na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia em
colaboracdo com esta equipe, que estuda os mecanismos de regulagcéo temporal e espacial
da apomixia em Brachiaria e que desenvolve processos de transformacdo de Brachiaria
para que com a identificacdo de genes candidatos torne possivel produzir transgénicos.

A citogenética do género Brachiaria ganhou novas dimensfées com o trabalho
realizado em parceria com a Universidade Estadual de Maringa. Pelos trabalhos que vem
sendo conduzidos na ultima década foi possivel descrever as inUmeras anormalidades
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meidticas encontradas e possiveis mutacfes meidticas em acessos da colecao e hibridos do
programa, gerando inimeras publicacbes em perioddicos internacionais e reunida em um
capitulo de livro internacional (VALLE & PAGLIARINI, 2009), além de teses e dissertacfes.
As informacdes geradas auxiliam na explicagdo do baixo potencial de producdo de
sementes em varios dos acessos e especialmente nos hibridos interespecificos,
demonstrando a importancia dessa atividade no programa de melhoramento do género. Foi
estabelecido um novo nimero basico de cromossomos para 0 género (x = 6) descrito para
B. dictyoneura (RISSO-PASCOTTO et.al, 2006a,b) e também confirmado para B. humidicola
(BOLDRINI et al., 2009).

A avaliacdo do valor nutritivo € um parametro crucial na selecdo de genotipos
promissores para utilizagdo por bovinos, porém, andlises completas da composi¢éo quimica,
digestibilidade, consumo e taxa de passagem sdo inexequiveis e onerosas em trabalhos
com numero elevado de acessos ou hibridos. Por isso técnicas e equipamentos, como as
sugeridas por HERRERO & JESSOP (1996) ou HERRERO et al.,(1996) podem ser
utilizadas visando simplificar as avaliagdes de numerosos genoétipos em programas de
melhoramento. Algumas como resisténcia ao cisalhamento WILSON (1965) foram testadas
em Brachiaria com resultados promissores (HUGHES et al., 2000; HERRERO et al., 2001,
FIGUEIREDO et al., 2010). Da boa correlagédo destas técnicas com a composi¢ao quimica e
degradabilidade in vitro e in situ e com a anatomia foliar (LEMPP et al., 2005) poder-se-a
inferir o valor nutritivo precocemente em hibridos de B. humidicola e B. decumbens e com
isso descartar genétipos de menor potencial de ganho de peso. Essas atividades farao parte
de duas teses de mestrado, uma na Universidade Federal de Lavras por Ulisses Figueiredo,
e outra na Universidade Estadual Julio de Mesquita Filho (UNESP- Botucatu) por Simony
Mendonca.

A avaliaco criteriosa e extensa de grandes colecdes de germoplasma permitiu que
as cultivares de gramineas forrageiras liberadas pela Embrapa representem mais de 90% do
mercado de sementes comercializadas no Brasil. Mesmo assim, no caso de cultivares de
braquiaria para formagcdo de pastagens perenes, ha apenas cinco ou seis delas, todas
apomiticas, ou seja de reproducdo assexuada por sementes resultando em monocultivos
clonais, cuja vulnerabilidade coloca em risco os sistemas produtivos, especialmente no
Centro-Oeste, Norte e Sudeste do pais. E, portanto muito importante gerar novas opgdes de
cultivares a fim de reduzir o monocultivo e esse projeto pretende justamente realizar
cruzamentos e avaliar progénies com vistas a selecionar candidatos a cultivares a serem
avaliados em outros projetos integrantes dessa rede. Especialmente criticos sdo 0s casos
de B. decumbens, de excelente adaptacdo a solos &cidos e bom desempenho no periodo
seco, e com uma Unica cultivar em uso desde a década de 1960 e o de B. humidicola, que
mesmo sendo praticamente a Unica opc¢do de forrageira para solos com drenagem
deficiente, possui apenas trés cultivares registradas no MAPA. Ademais, com as mudanga
climaticas previstas torna-se ainda mais relevante o desenvolvimento de novas cultivares do
género Brachiaria, com maior produtividade, adaptadas a condi¢cdes climéaticas néo
favoraveis e de melhor valor nutritivo visando mitigar a emissdo de gases de efeito estufa
pelos bovinos pastejo, de forma a garantir a sustentabilidade desse agronegocio. Um projeto
colaborativo entre o instituto Victorian AgriBiosciences (VABC) na Austrdlia e a Embrapa
Gado de Corte visa produzir as primeiras plantas transgénicas de Brachiaria brizantha com
biossintese de lignina modificada por meio de down-regulation da expressdo de genes
especificos de lignificacdo (CCR e COMT). O silenciamento desses genes devera melhorar
a digestibilidade dessa forrageira com conseqiiente menor emissdo de gas metano por
bovinos em pastejo, tornando a producdo de proteina animal menos poluente. Os trabalhos
ja se encontram em andamento na Austrdlia e os primeiros 500 eventos deverdo ser
disponibilizados a partir do final de 2011, para avaliacdo em contencdo (casas de
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vegetacdo). Dai a preméncia da realizacdo dos estudos de fluxo génico previstos nesse
projeto, que permitirdo trabalhar com biosseguranca e estabelecer distancias seguras e
limitar escape de genes em futuros trabalhos envolvendo eventos transgénicos no campo.
Esse estudo seré o trabalho de mestrado do aluno Bruno Paniago, no programa da UCDB.

A grande importancia dos trabalhos de melhoramento genético reside exatamente na
possibilidade de criar e selecionar novos gendtipos indefinidamente e com isso promover a
diversificag&o local, regional e nacional das pastagens. Os trabalhos de melhoramento vém
sendo realizados desde a década de 1990 e ja existem genotipos elite para integrar todos o0s
projetos dessa rede, tanto para avaliagdo sob estresse biodticos, abidticos, producdo de
sementes sendo que dois hibridos deverao integrar os testes de DHE, VCU corte e um deles
VCU sob pastejo. Novos hibridos elite serdo selecionados ao final das avaliagbes de
progénies de B. humidicola e de B. decumbens previstas neste projeto.

5. Objetivos Gerais

O objetivo geral do projeto € oferecer novas op¢des de Brachiaria pela geracéo e selecéo de
gendtipos candidatos a novas cultivares para formacéo de pastagens. Visa ainda determinar
o fluxo génico em B. brizantha a fim de estabelecer padrdes de biosseguranca para futuros
ensaios de campo com plantas transformadas.

5.1 Objetivos Especificos

1. Obter progénies de primeira geracdo de selecdo em populacdo sexual de
melhoramento, com base no intercruzamento de hibridos sexuais previamente
selecionados;

2. Analisar a variabilidade intrapopulacional das progénies de meios-irméos sexuais
com vistas a estimar componentes genéticos, fenotipicos e ambientais para os
caracteres de valor agrondmico (produtividade, porcentagem de folhas, incidéncia de
pragas, florescimento e producao de sementes);

3. Determinar por meio de analises citogenéticas, o comportamento cromossémico e
viabilidade polinica dos genitores a serem usados na selecao recorrente, bem como
dos hibridos selecionados.

4. Avaliar as caracteristicas quimicas, fisicas e anatémicas das folhas como subsidio a
selecdo de genitores de maior valor nutritivo para ruminantes;

5. Selecionar genitores e individuos das progénies na populagdo sexual avaliada
experimentalmente, com base em seus valores genéticos preditos para os caracteres
de valor agronémico;

6. Realizar cruzamentos controlados entre genitores apomiticos e sexuais com alta
capacidade especifica de combinacéo, divergentes quanto a tolerancia aos estresses
abidticos, visando a obtencdo da populagédo F; e, a seguir, a primeira geracdo de
autofecundagao (S,);

7. Realizar cruzamentos controlados entre genitores apomiticos e sexuais com alta
capacidade especifica de combinacao, divergentes quanto a resisténcia a cigarrinha-
das-pastagens, visando a obtencdo da populacdo F; e, a seguir, a primeira geracao
de autofecundagéo (S,);

8. ldentificar individuos hibridos dos resultantes de auto-fecundacdo e apomiticos
daqueles sexuais com base em marcadores moleculares. (RAPD e SSR) em
progénies de B. decumbens e de B. humidicola.
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9. Determinagéo do fluxo génico por dispersédo de pdlen e de sementes, com o uso de
marcadores moleculares do tipo microssatélites, a fim de estabelecer padrées de
biosseguranca para ensaios de campo com Brachiaria transgénica.

6. Metas

Meta

Estado Atual

Indicador da Meta

Realizar parte do primeiro
ciclo de selecdo recorrente
reciproca no melhoramento
genético de Brachiaria

Processo nao iniciado

50% do processo realizado
até o final do projeto

Caracterizar 20 hibridos e 10

Trés hibridos e cinco

NuUmero de gendtipos

genitores/ano quanto  ao | genitores com caracterizados quanto a
comportamento anormalidades e niveis citogenética
cromossémico e viabilidade | variados de esterilidade

polinica

Caracterizar 20 hibridos e 10
genitores/ano  quanto  a
anatomia foliar relacionada
ao valor nutritivo

Cinco genitores sexuais e
trés apomiticos estudados

NuUmero de gendtipos
superiores identificados

Caracterizar 50 hibridos e 3
genitores (B. decumbens)
gquanto a resisténcia ao
cisalhamento foliar
relacionada ao valor nutritivo

Dois genitores (um
apomitico e outro sexual) 50
hibridos sendo estudados na
progénie de B. humidicola

Numero de gendtipos
superiores identificados

Realizar cruzamentos SEX x
APO entre genitores
divergentes para obter 20 a
40 hibridos com tolerancia a
cada estresse

Dois hibridos APO com
resisténcia a cigarrinhas

NUmero de hibridos
identificados

Realizar autofecundacao
para obter hibridos sexuais
divergentes quanto a
tolerancia a seca,
alagamento, aluminio téxico,
e resisténcia a cigarrinha-
das-pastagens

Nenhuma populacéo

Numero de populacdes de
150 a 200 hibridos sexuais
divergentes

Estabelecer distancias de
dispersdo de pdlen de B.
brizantha no campo para
estudos de fluxo génico

Campos experimentais
disponiveis para anélise de

fluxo transgénico com
plotagem circular, mas
nenhuma informacéo
disponivel guanto a

dispersao de polen

Distancia maxima em metros
onde ocorreu polen viavel de
B. brizantha e introgresséo
de genes da cv. Marandu

Avaliagdo em hibridos
produzidos a campo (fluxo
génico por meio de pdlen de
B. brizantha) por meio de

Primers de marcadores
microssatélites

diferenciadores disponiveis

NUmero de hibridos
encontrados a distancias
pré-estabelecidas
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marcadores moleculares

Avaliagdo no campo, da | Metodologia definida para | NUmero de sementes viaveis
dispersdo de sementes de | quantificar a dispersdo por | encontradas a distancias
Brachiaria sementes pré-estabelecidas

7. Insercdo do projeto na Rede

Esse projeto, conforme ilustrado na Figura 1 constitui o inicio do processo de
desenvolvimento de novas cultivares de braquiaria, por envolver atividades de geracédo de
hibridos e de selecéo preliminar de gendtipos promissores. A partir dos resultados obtidos
neste projeto serdo identificados os gendtipos a integrarem as atividades dos demais
projetos. Ao mesmo tempo, resultados de selecdo frente a estresses bidticos e abidticos e
de producdo de sementes retro-alimentardo o melhoramento, pois permitirdo identificar
gquais materiais deverdo compor como genitores os novos ciclos de recombinacdo. Como o
programa de melhoramento ja vem caminhando a mais de uma década no caso de hibridos
interespecificos, j& existem gendtipos superiores selecionados para compor essa rede em
toda a sua extensdo, isto €, todos os projetos ilustrados na Figura 1 tém gendétipos de
Brachiaria, entre outros, para serem avaliados no processo de desenvolvimento de novas
cultivares. No caso dos programas com B. humidicola e B. decumbens o processo esta
ainda na fase inicial. Quanto ao estudo de fluxo génico, a expectativa € iniciar avaliacbes de
eventos transformados em casa de vegetacao ja a partir de 2012 e no campo entre 2014-
2015 dentro de um processo de desenvolvimento de uma cultivar derivada da B. brizantha
cv. Marandu com menores teores de lignina até 2017.

8. Metodologias

SUB-PROJETO 1 - OBTEN(;AO DE POPULACOES MELHORADAS C OM FOCO NA
EXPLORACAO DE ESPECIES APOMITICAS

Acdo 1.1: Recombinagdo e selecdo em populagbes sexu ais geradas a partir de
materiais apomiticos

Sera utilizada a metodologia de sele¢do recorrente proposta por SOUZA JUNIOR
(1987) com modificagBes, onde sdo obtidas progénies do ciclo de sele¢do seguinte ao
mesmo tempo em que se realiza a recombinacdo das progénies selecionadas do ciclo
anterior. Isto é, em um ciclo, serdo produzidas as progénies de meios-irmados a serem
utilizadas tanto para avaliacdo (unidade de selecdo) como para recombinacdo (unidade de
recombinagcdo). No ciclo seguinte, como unidade de selecdo, também serdo utilizadas
progénies de meios-irméos. Entretanto, para recombinagdo, serdo utilizados os genitores
que deram origem a estas progénies selecionadas.

Neste ciclo inicial serdo obtidas progénies de meios-irmaos, tanto para avaliagdo
guanto recombinacdo. Para tal, serd instalada uma area de cruzamentos arranjada em
esquema de blocos casualizados, com 8 repeticdes, e parcelas quadradas de 1m x 1m,
formadas com plantas clonadas de cada material genético a ser recombinado (20 hibridos
interespecificos ja avaliados de B. ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha), onde espera-
se a obtencéo de pelo menos 20 progénies. Essa area sera isolada fisica e espacialmente,
visando evitar a contaminacdo por pélen externo proveniente de plantas apomiticas. Além
disso, sera realizada a manutencdo periddica do experimento e entorno visando a
eliminacdo de braquiarias diferentes daquelas que estarao sob recombinagéo.
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Seréo realizadas correcdo e adubacao necessaria determinada pela andlise do solo do
local, onde a adubacdo de manutencdo sera aquela adequada a inducao de florescimento e
producdo de sementes. Caso seja necessario, sera empregada irrigacdo. Acompanhar-se-a
a fenologia do florescimento e da produgéo de sementes, sendo que estas serdo colhidas de
parcelas individuais para obtencdo das progénies de meios-irmaos da populacdo sexual.
Devido a degrana natural das sementes, serdo usadas telas junto ao solo visando facilitar
esta coleta.

Acao 1.2: Avaliacdo experimental das progénies de m  eios-irmdos de B. humidicola

Sera realizado um teste de progénies de meios-irméos de B. humidicola, visando a
selecdo entre e dentro de familias. Neste, serdo selecionados os melhores genitores com
base na progénie e, também, os melhores individuos dentro das progénies. Para tal, o
delineamento experimental ser4d em blocos ao acaso, com 10 repeticdes e parcelas com 5
plantas, avaliadas individualmente para producdo de matéria seca foliar, do colmo e total;
capacidade de rebrota e producdo de sementes.

As 20 melhores plantas por familia serdo avaliadas quanto a forca de cisalhamento,
caracteristicas morfolégicas e composicdo quimica, caracteres esses associados a
gqualidade da forragem (HUGHES et al.,, 2000; HERRERO et al., 2001). Para tal, serdo
amostradas 15 laminas de cada planta selecionada, no periodo das aguas (4 avaliac@es) e
da seca (1 avaliagdo). Pesar-se-a (g) cada grupo de trés folhas, através de balanca
analitica, para cada um dos genotipos obtidos. A seguir, ser& medido o comprimento de
cada lamina (cm), utilizando-se uma régua. Medir-se-a também a largura da folha nas 3
laminas de cada grupo. A resisténcia ao cisalhamento das trés folhas agrupadas sera
medida através de aparelho Texturbmetro, dotado de Ilamina tipo Warner-Blatzer,
comumente utilizada para avaliar maciez em carne. Os seguintes parametros serdo
calculados: densidade linear (média do peso/ média do comprimento), resisténcia por
unidade de largura (média da forca/ média das larguras) e resisténcia por unidade de
densidade linear (média da for¢a/ densidade linear). Além disso, uma amostra seca e moida
das folhas serd utilizada para determinacdo da matéria organica, proteina bruta,
digestibilidade in vitro, fibora em detergente neutro, fibora em detergente acido, celulose e
lignina, usando-se espectrometria de refletancia por infravermelho proximo (NIRS), segundo
MARTEN et al. (1985). Cerca de 10% das amostras serdo analisadas via Uumida: matéria
organica, proteina bruta segundo AOAC (1990), digestibilidade in vitro da matéria orgéanica
segundo TILLEY e TERRY (1963) modificado por MOORE e MOTT (1974), e fibra em
detergente neutro, fibra em detergente acido e lignina de acordo com GOERING e VAN
SOEST (1970).

Acdo 1.3: Geracdo de populacBes superiores a partir do cruzamento de cultivares
apomiticas elites e sexuais selecionadas

Serdo realizados cruzamentos controlados entre genitores apomiticos e sexuais
previamente selecionados. As caracteristicas dos parentais sdo apresentadas na Tabelal.
Para obtencao dos cruzamentos, serdo adotadas duas estratégias:

1) com lotes isolados a campo, onde 0s genitores sexuais serdo dispostos em touceiras
isoladas e circundados por cada um dos genitores apomiticos, totalizando quatro blocos
de cruzamentos e trés touceiras de cada genitor sexuais por bloco (Figura 2);

2) em casa de vegetagcdo, com 0S genitores sexuais em vasos. Nesta, por ocasido do
florescimento, sera utilizado polen coletado em inflorescéncias dos genitores apomiticos
trazidos do campo e mantidos em vasos com &gua no laboratério. Espera-se a
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obtencdo de pelo menos 12 progénies de irmdos germanos, que serdo submetidas a
selecdo entre e dentro das progénies.

Tabela 1. Genitores utilizados para obtencéo das progénies de irmaos germanos
Genitor masculino
Espécie Caracteristicas
B. brizantha Apomitica, resistente a cigarrinha-das-pastagens, alta produtividade,
(cv. Marandu) intolerante ao alagamento

5. Féllzzg; ha Apomitica, resistente a cigarrinha-das-pastagens, alta produtividade
B. brizantha . vel & cigarrinh | -
(B166) Apomitica, suscetivel a cigarrinha-das-pastagens, alta produtividade

B. decumbens Apomitica, suscetivel a cigarrinha-das-pastagens, média-alta
(.cv Basilisk) produtividade, tolerante a seca e a mais tolerante ao aluminio toxico
' entre as gramineas cultivadas

Genitor feminino
Caracteristicas

Espécie
B. ruziziensis Sexual, suscetivel a cigarrinha-das-pastagens, elevada qualidade
(R41) protéica
B. ruziziensis Sexual, suscetivel a cigarrinha-das-pastagens, elevada qualidade
(R44) protéica
B. ruziziensis Sexual, suscetivel a cigarrinha-das-pastagens, elevada qualidade
(R46) protéica

+ + + + + +

B. brizantha (cv. Marandu) B. brizantha (B140)

L S *  x W

B. brizantha (cv. Marandu) B. brizantha (B140)

@ O @ O @ O

+ + + + + +

B. brizantha (B166) B. decumbens (cv. Basilisk)

* w0 *® * W

B. brizantha (B166) B. decumbens { cv. Basilisk)

@ O @ ® @ ®

+ B. ruziziensis (R41) -*- B. ruziziensis (RAD@ B ruziziensis (RA6)

Figura 1: Esquema de cruzamento a campo, envolvendo genitores sexuais e

apomiticos em Brachiaria
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Nesta etapa, as progénies serdo avaliadas experimentalmente quanto ao potencial
produtivo para todos os critérios de selecdo comumente empregados em gramineas
forrageiras (acumulo de matéria seca do colmo, foliar e total, capacidade de rebrota e
producdo de sementes). O delineamento experimental ser4 de blocos ao acaso com 10
repeticbes de cinco plantas por parcela. Também sera realizada a identificacdo do modo de
reproducdo dos mesmos, pois individuos apomiticos sdo candidatos a nova cultivar,
usufruindo-se da vantagem da apomixia no género.

Para a determinacdo da forca de cisalhamento, caracteristicas morfolégicas e
composi¢cado quimica sera utilizada a mesma metodologia descrita para as progénies de
meios irmaos.

As analises dos dados obtidos nas atividades 3 e 4 serdo realizadas empregando-se 0
Software Selegen Reml/ Blup (RESENDE, 2002b). Serdo estimados os parametros
genéticos e fenotipicos, em modelos univariados, e preditos os valores genéticos e
genotipicos dos materiais sob selecdo para cada varidvel e, também, com base em indice
de selecdo visando o ganho em mais de uma variavel como critério de sele¢cdo. Sempre com
base nessas analises, serdo selecionadas progénies para continuarem nas sucessivas
etapas do programa de melhoramento.

Como resultado dos cruzamentos entre genoétipos apomiticos e sexuais obtém-se
progénies hibridas, segregando em 1:1 para modo de reproducdo apomitico:sexual. As
progénies de irmdos germanos (resultantes dos cruzamentos entre acessos sexuais de B.
ruziziensis e acessos apomiticos elites) serdo caracterizadas quanto ao modo de
reproducdo por meio de analise de sacos embrionéarios clarificados, segundo técnica
descrita por YOUNG et al. (1979), analisados por microscopia de contraste de interferéncia.
Tal procedimento serd adotado apenas para 0os materiais selecionados. Deve-se enfatizar
gque os individuos apomiticos resistentes e tolerantes aos estresses deverdo ser avaliados
agronomicamente, pois serdo candidatos a novas cultivares, uma vez que 0s cruzamentos
foram realizados entre genitores com elevada capacidade especifica de combinagdo. Os
individuos sexuais divergentes serdo autofecundados para obtencdo da geracdo S1. A
identificacdo de plantas resultantes de autofecundacéo acidental podera ser realizada por
marcadores moleculares sempre que os mesmos estejam disponiveis, para que se trabalhe
especificamente com hibridos dos cruzamentos planejados.

Acdo 1.4: Avaliagdo de hibridos de B. decumbens quanto a produtividade e
caracteristicas fisicas, e quimicas anatébmicas (tem a de mestrado de Simony
Mendonca — UNESP-Botucatu)

O experimento serd conduzido Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS, em solo
Latossolo Roxo Alico. Numa avaliagdo preliminar e individual de hibridos intraespecificos,
obtidos a partir de cruzamentos entre acessos sexuais tetraploidizados artificialmente de B.
decumbens e a cv. Basilisk apomitica, serdo selecionados os 50 mais promissores, com
base em caracteres qualitativos de vigor, densidade de folhas, e florescimento.

O ensaio sera instalado no delineamento de blocos ao acaso com quatro plantas por
parcela e quatro repeticbes. A implantacdo do ensaio serd por mudas e incluirdo os 50
hibridos, e seus dois genitores como testemunhas. O espagamento entre plantas nas linhas
sera de 1m e 1,5m entre linhas, com &rea (til da parcela de 3m?. A avaliacdo da producéo
de progénies de B. decumbens serd feita com base na produgdo de matéria seca total,
foliar, colmo e material morto (kg.ha™); porcentagem de folhas; rebrota e vigor (notas de 1 a
5), que serdo avaliados em cinco cortes por ano, sendo trés cortes de chuvas e um corte no

11
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meio da seca e outro ao final da seca, em todas as plantas na parcela, apdés um corte de
uniformizacéo.

O valor nutritivo sera obtido através de andlises quimicas para determinacdo da
matéria organica, proteina bruta, digestibilidade in vitro, fibora em detergente neutro (FDN),
fibra em detergente &cido (FDA), celulose e lignina, em amostras usando-se espectrometria
de infravermelho (NIRS - MARTEN et al., 1985) em todos os cortes.

A caracterizagdo do modo de reproducao dos hibridos serd avaliada por meio das
caracteristicas morfologicas do saco embrionario usando o clareamento de ovarios (YOUNG
et al., 1979) e microscopia por contraste de interferéncia.

A andlise dos dados sera realizada empregando-se o Software SELEGEN
REML/BLUP (RESENDE, 2002b). Como cada variavel sera avaliada em varias medicdes
em cada ano, sera realizada uma andlise univariada para cada corte, visando considerar a
guestdo da heterogeneidade de variancia entre cortes. Desta forma sera empregado o um
modelo linear misto (avaliacdo de clones, no delineamento em blocos ao acaso, avaliando-
se o total de parcela, uma medicao por individuo, um so caréter).

As avaliacBes anatdbmicas serdo conduzidas nos 50 hibridos e nos dois genitores de
duas repeticdes. As avaliacbes anatbmicas serdo realizadas na UFGrande Dourados,
Dourados, MS e compreender&o a proporcao relativa dos tecidos, observacao dos sitios de
compostos fendlicos ao longo da secdo transversal, arranjo dos diferentes tecidos e
arquitetura das células da epiderme. Serdo amostrados fragmentos das laminas foliares da
forragem e processados segundo DAYKIN e HUSSEY (1985) para avaliagdo da proporcao
relativa dos tecidos. As amostras serdo coradas e analisadas segundo HAGQUIST (1974). A
mensuracdo dos tecidos sera feita por sistema analisador de imagens acoplado a um
microscopio binocular. As observagfes dos sitios de compostos fendlicos serdo feitas em
microscopio 6ptico e secdes representativas serdo registradas. As células da epiderme,
abaxial e adaxial, serdo isoladas utilizando-se o método descrito por THEUNISSEN (1989).
O arranjo e sinuosidade das células, bem como da silica serdo verificados por meio de
microscopio binocular. Para analise estatistica das resultados das analises por microscopia,
utilizar-se-4 o delineamento com casualizacdo completa, fazendo-se andlises para aguas e
seca separadamente. A comparacdo de médias de quantidade de tecidos e freqiiéncia de
ocorréncia de estruturas seréa realizada pelo teste de Tukey (significAncia de 5%). Para a
andlise dos dados utilizar-se-4 o PROC GLM, do pacote estatistico SAS (1996).

Acdo 1.5: Estudo do comportamento citolégico em ace ssos e hibridos intra e
interespecificos de Brachiaria (temas de po6s-graduacdo de alunos na Universidade
Estadual de Maringd)

Inflorescéncias jovens, ainda envolvidas pela folha bandeira, serdo colhidas e fixadas
em 6:3:2 (partes de alcool etilico: 3 partes de cloroférmio: 2 partes de acido propiénico) por
24 horas. Apos este periodo, o material sera lavado com alcool 70% e transferido para novo
alcool a 70% e, em seguida, acondicionado sob refrigeragcédo, até o momento de se iniciar as
andlises meidticas. Os microspordcitos serdo preparados pela técnica de esmagamento e
corados com carmim propibénico a 0,5%.

Para determinacdo do numero de cromossomos serdo analisadas, no minimo, 20
células por acesso, nas fases de diacinese ou metéfase l/anifase |. Para esta andlise,
procurar-se-4 selecionar as células que estiverem apresentando o0 mesmo grau de
condensacao cromossémica. Durante a contagem dos cromossomos e avaliacdo do grau de
afinidade genbmica entre as espécies, as associacdes cromossdmicas serao
cuidadosamente desenhadas, levando-se em consideragdo a presenga de cromossomos
univalentes e associacfes cromossémicas multivalentes. Para o estudo do comportamento
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meidtico, serdo analisadas aproximadamente 1.000 células por acesso, representando as
diferentes fases da divisdo. ApGs a meiose, a microgametogénese sera avaliada. Naqueles
acessos em que se fizer necessario, esta sera detalhadamente avaliada com relacdo ao
desenvolvimento do grdo de polen. Testes de fertilidade de pdlen através do uso de
diferentes corantes serdo efetuados em diferentes épocas de florescimento. Todas as
anormalidades meiédticas serdo consideradas e as mais representativas serdo fotografadas
em filme preto e branco, Kodak Imagelink — HQ Asa 25.

Acdo 1.6: Avaliagdo multilocacional de hibridos de B. humidicola e hibridos de B.
decumbens.

Os experimentos serdo conduzidos nas Embrapas Gado de Corte, Campo Grande,
MS; Cerrados, Planaltina, DF e Acre, Rio Branco, AC. Os ensaios serdo instalados no
delineamento de blocos ao acaso com trés plantas por parcela e 4 repeticbes. A
implantacdo do ensaio serd por mudas. O ensaio incluird 15-20 clones hibridos além de
seus dois genitores e a cultivar comercial como testemunha. O espacamento entre plantas
nas linhas sera de 1 m e 2 m entre linhas, sem bordaduras.

Os parametros avaliados incluirdo:

— Producéo:

Os caracteres producdo de matéria seca total, foliar, colmo e material morto (kg.ha™);
porcentagem de folhas; rebrota e vigor (notas de 1 a 5) serdo avaliados em trés cortes por
ano, em todas as plantas na parcela. Os cortes nas parcelas serdo duas vezes no periodo
de chuvas (Fevereiro e Abril) e outra no final do periodo seco (setembro).

— Valor nutritivo:

Anadlises quimicas apenas de amostras secas e moidas das folhas e colmos serédo
utilizadas na determinacdo da matéria organica, proteina bruta, digestibilidade in vitro, fibra
em detergente neutro (FDN), fibra em detergente &cido (FDA), celulose e lignina, usando-se
espectrometria de infra vermelho (NIRS - MARTEN et al., 1985) nos trés cortes a cada ano.

— Avaliagéo qualitativa:

Antes de cada corte serdo feitas avaliagdes qualitativas , por meio de notas, do vigor
(1 = baixo a 5 = alto), estagio de florescimento (1 = vegetativo; 2 = inicio; 3 = franco e 4 =
final) e presenca ou auséncia de insetos (1 e 0, respectivamente), para todas as parcelas.

— Rebrota:

A rebrota sera estimada sete dias ap0s o corte, com notas de densidade (1= menos de
20 % dos perfilhos rebrotados; 2= 20-40 %; 3= 40-60 %; 4= 60-80 %; e 5= mais de 80 %) e
velocidade de colmos rebrotados (baixa, média e alta de crescimento em altura). A nota final
de rebrota é dada por uma combinacdo das duas notas.

A andlise dos dados sera realizada empregando-se o Software SELEGEN
REML/BLUP (RESENDE, 2002b). Como cada variavel foi avaliada em véarias medi¢cdes em
cada ano, serd realizada uma andlise univariada para cada corte, visando considerar a
gquestdo da heterogeneidade de variancia entre cort’es. Desta forma sera empregado o
seguinte modelo linear misto (avaliacdo de clones, no delineamento em blocos ao acaso,
avaliando-se o total de parcela, uma medicao por individuo, um so caréter):

y=Xb + Zg + e, em que:

y, b, g e e: vetores de dados, dos efeitos de blocos (fixos), de efeitos genotipicos de
clones (aleatorios) e de erros aleatorios.

X e Z: matrizes de incidéncia para b e g, respectivamente.

A sequéncia de colunas no arquivo de dados para analise no software SELEGEN
REML/BLUP (modelo 20) sera:

Individuo Clone Bloco Planta Variaveis
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Baseados nos resultados dessa analise inicial, se necessério, os dados de todos os
caracteres serdo padronizados, considerando o periodo (seca ou chuvas), usando o
seguinte procedimento:

Pi = média do corte x (1 - Opm/OFc) + Dado bruto x O'Fm/O'FC , em que:
0., : desvio padrao fenotipico médio (todos os cortes dentro do periodo)

O.. : desvio padrédo fenotipico do carater no corte.

Para a andlise conjunta dos cortes, as variaveis padronizadas serdo analisadas
considerando todos os cortes em cada periodo, segundo modelo univariado de clones, em
blocos, com varias plantas na parcela (total de parcela) e medidas repetidas. Modelo linear
misto:

y=Xb+Zg+Tp + e, em que:

p: vetor de efeitos permanentes;

T: matriz de incidéncia para p.

A seqliéncia de colunas no arquivo para analise (modelo 29) seré:

Individuo Clone Bloco-Medicdo Permanente Planta (coluna de 1) Varidveis

Neste modelo sera ajustado um unico efeito fixo (denominado combinag&o bloco-
medi¢cdo) procedimento estatisticamente correto, bem como, desejavel e necessario do
ponto de vista computacional (RESENDE, 2002a).

Estimar-se-4 a herdabilidade individual no sentido amplo no bloco em uma dada
medicéo; a repetibilidade individual no bloco; o coeficiente de determinacdo dos efeitos de
bloco e o coeficiente de determinacéo dos efeitos permanentes.

Na selecdo de clones (individuos), visando o melhoramento genético e ganho para
varios caracteres simultaneamente, nos periodos de 4guas e seca, serd adotado o seguinte
indice:
= il Vg x peso ix(l/cg‘)’ em que:
vgs :valor genotipico do clone para o carater i;
pesoi: importancia proporcional do caréter i;

G- desvio padréo genotipico estimado para o caréter i (para padronizacéo da unidade de

g

medicao).
Os clones serdo ordenados com base no indice, para fins de selecdo. Com base nas
informacdes globais geradas neste trabalho sera feita a selecdo de hibridos promissores, a
serem multiplicados para ensaios especificos de resisténcia a cigarrinhas e ensaios
regionais.
Na andlise conjunta dos varios locais e cortes, as variaveis serdo analisadas considerando
todos os cortes em todos os locais, segundo modelo linear misto: Modelos 69 e 151 (com
estabilidade e adaptabilidade via BLUP)

y=Xb+Zg+ Tp + Si+ e, em que:

i: vetor dos efeitos de interacdo G x E

SUB-PROJETO 2: DETERMINACAO DO FLUXO GENICO EM BRACHIARIA

Serdo feitos estudos baseados em campo para avaliar a dispersdo de sementes, a
dispersdo de polen e o fluxo génico, em funcdo da distancia, utilizando-se diferentes
espécies de Brachiaria (genoétipos apomiticos e sexuais). As coletas de braquidrias nativas
serd realizada pelo Dr. José Francisco de Montenegro Valls (Embrapa Cenargen) para
incorporacdo ao Banco Ativo de Germoplasma na Embrapa Gado de Corte, a fim de
determinar modo de reproducdo e numero de cromossomos, com vistas a estabelecer
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possibilidade de fluxo génico entre a B. brizantha cv. Marandu e as braquiérias nativas.
Estardo incluidas neste subprojeto as avaliagcbes moleculares de fluxo génico e com
marcadores moleculares do tipo microsatélites (SSR), bem como analises citoembrioldgicas
para determinag&o do modo de reprodugao.

Acao 2.1: Implantacdo do ensaio em campo:

Serd conduzido um experimento no campo experimental da Embrapa Gado de Corte,
municipio de Campo Grande-MS. Os ensaios serdo instalados em dois locais, com
delineamento concéntrico (Figura 2). No centro dos ensaios serdo transplantadas oito
mudas da cultivar Marandu, em uma area de 1 m de didmetro, com espacamento de 0,5 m
entre as touceiras, de forma a garantir quantidade de pélen suficiente para manter a
homogeneidade do estudo.

Mudas de gendtipos de B. ruziziensis tetraploidizadas artificialmente, com mesma época de
florescimento e sexualmente compativeis com a cultivar Marandu serdo transplantadas em
15 linhas circulares concéntricas, distanciadas 3 m entre si, totalizando um raio de 45 m de
avaliacdo. As touceiras de B. ruziziensis serdo espacadas em 0,7 m em cada uma das
linhas. O experimento serd implantado em areas livres de ocorréncia de B. brizantha e B.
ruziziensis. A avaliacdo serd feita em dois anos consecutivos, apos o florescimento e a
maturacdo das sementes.

Area livre de Braquidria

@ Marandu

Linhas de B. ruziziensis (letrapldides
sexualmente compaltiveis com B. Brizantha)

® Plantas de B. ruziziensis cujas progénies serdo
avaliadas com marcadores microssatélites

Figura 2: Esquema de experimento com delineamento concéntrico envolvendo B. brizantha
(cultivar Marandu) como genitores apomiticos e gendtipos de B. ruziziensis como genitores
sexuais
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Acdo 2.2: Avaliacdo da dispersédo de sementes:

Para avaliar a dispersdo de sementes que sdo deiscentes, serdo utilizadas telas sobre o
solo e sob as touceiras da cultivar Marandu e ao longo dos raios de avaliacdo. Quando do
florescimento sera acompanhada a queda de sementes e varredura das telas a cada dois
dias. As sementes colhidas serdo beneficiadas em soprador, separando-se sementes cheias
de sementes chochas. Sementes das duas espécies podem ser separadas fenotipicamente
pela pilosidade e formato da espigueta. Sementes hibridas serdo germinadas
separadamente para andlises moleculares.

Acéo 2.3: Avaliagéo da disperséo de pdlen:

A dispersdo de pdlen serd realizada utilizando-se armadilhas caca-pdlen. O pdlen
preso na armadilha seréd coletado e analisado para verificar sua viabilidade, por meio de
corantes (Carmim propibnico, TCC e Lugol) e por germinacdo in vitro em solucdo de
agarose. A contagem de polen viavel serd feita em microscoépio 6tico comum, contando-se
sempre mais do que 100 graos de polens em pelo menos cinco campos 6ticos distintos.

Acao 2.4: Avaliacdo do fluxo génico com marcadores moleculares:

Marcadores moleculares do tipo microssatélites, previamente desenvolvidos por nosso
grupo de pesquisa para B. brizantha, e que sabidamente amplificam os genoétipos de B.
ruziziensis utilizados no experimento, serdo testados nos parentais a fim de que sejam
identificados os dez melhores locos para discriminagcdo alélica dos mesmos, utilizando-se
géis de poliacrilamida, conforme descrito por JUNGMANN (2009) e JUNGMANN et al.
(2009a). Nos ensaios serdo definidos 12 raios distanciados em 30°% O fluxo génico de B.
brizantha sera avaliado nas progénies das plantas de B. ruziziensis localizadas nas
interseccdes entre os circulos concéntricos e estes raios, totalizando 180 familias. Seréo
colocadas para germinar em casa de vegetacao 20 sementes de cada familia e, dentre as
gue germinarem, dez individuos serdo escolhidos aleatoriamente para extracdo de DNA de
amostras foliares segundo DOYLE e DOYLE (1987). Os DNAs dos individuos selecionados
serdo submetidos a reacdes de PCR em bulks de dez individuos, sendo um bulk por familia,
para analise com os 10 marcadores microssatélites previamente selecionados nos
parentais. Os bulks cujas reacdes de PCR apresentarem alelos exclusivos de B. brizantha
serdo abertos para avaliacfes isoladas dos individuos da progénie.

As reacoes de PCR serdo conduzidas em volume final de 25 ul contendo 20 mM Tris-HCI,
50 mM KCI; 1,5 mM MgCl; 50 ng DNA genémico; 0,8 uM cada primer; 150 uM dNTPs e 1 U
Tag DNA polimerase (Invitrogen), em programa consistindo de um ciclo inicial de
desnaturacdo de 94 (1 min), seguido de 30 ciclos de amplificacdo [94C (1 min), XT (1
min), 72T (1 min)] e uma etapa final de extensdo d e 72T (7 min), sendo XT a temperatura
especifica de cada primer conforme descrito por JUNGMANN (2009) e JUNGMANN et al.
(2009a). Caso seja necessario, ajustes de temperatura serdo realizados utilizando-se
termociclador com gradiente de temperatura. Os primers utilizados serdo marcados com
fluorescéncia (6-FAM e HEX). Os produtos de amplificacdo serdo submetidos a eletroforese
em géis de poliacrilamida (sele¢cdo de primers nos genitores) e eletroforese capilar (testes
nas progénies) utilizando-se sequenciador automético Genetic Analyzer 3130 (Applied
Biosystems).

A presenca de alelos exclusivos de B. brizantha nas progénies de B. ruziziensis sera
indicativa de efetividade na polinizacdo destas plantas pelo genitor masculino testado. Apos
a coleta de dados, sera aplicada metodologia estatistica adequada ao delineamento do
experimento visando estimar a significancia dos resultados.

Acéo 2.5: - Avaliacdo do modo de reproducéo
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Flores em antese dos mesmos 10 hibridos selecionados para extracdo de DNA serdo
colhidas para verificagdo do modo de reproducéo e comprovacao de hibridacdo. O modo de
reproducdo dos hibridos sera avaliado por meio das caracteristicas morfolégicas do saco
embrionério. Para cada planta seréo coletadas 40 inflorescéncias pela manha e fixadas em
FAA (Formaldeido: Acido Acético: Alcool) por 24 horas em temperatura ambiente,
transferidas para alcool 70% e acondicionadas em refrigerador, até a sua utilizacdo. Os
ovarios serdo extraidos com auxilio de lupa e depois desidratados e clarificados de acordo
com o protocolo proposto por YOUNG et al. (1979). As analises serdo realizadas em
microscopio, por contraste de interferéncia: ovarios com um Unico saco meibtico
caracterizam plantas com modo de reproducdo sexual engquanto ovarios com sacos
embrionarios mdultiplos ou apospérico Unico caracterizam plantas apomiticas. A taxa de
sexualidade sera calculada com base no numero de ovarios contendo apenas sacos
meiodticos em pelo menos 50 ovarios.

9. Principais contribuicbes cientificas ou tecnolég icas da proposta, com énfase nos
beneficios esperados para a Regido Centro-Oeste;

Este projeto tem condicdes de gerar informacdes de grande relevancia para o
desenvolvimento de cultivares bem como identificar e selecionar genétipos promissores para
serem avaliados em fases mais avancadas do processo. As contribuices esperadas
incluem avangcos no conhecimento da herdabilidade de caracteristicas agronémicas
relevantes em Brachiaria, o fortalecimento da interacdo entre as diferentes instituicoes
envolvidas pela capacitacdo de jovens profissionais dentro dos programas de poOs-
graduacéo parceiros, resultando em publicacdes e participacbes em eventos que projetardo
a regido Centro-Oeste como expoente no melhoramento de Brachiaria.

A regido Centro-Oeste serd a grande beneficiada por novas cultivares para pastagens
visando a diversificacdo e a reducdo de riscos ambientais dos grandes monocultivos atuais.
A melhoria da produtividade e qualidade da forragem permitird incrementos de producao
sem a necessidade de abertura de novas areas. A producdo de sementes forrageiras esta
fortemente concentrada no Centro-Oeste e esse setor também serd beneficiado pela
geracdo de novas cultivares mais adaptadas, produtivas e com melhor valor nutritivo
minimizando a emissédo de gas metano por bovinos em pastejo.

10. Orcamento detalhado, incluindo previsdo de part icipacdo de reunides internas
de acompanhamento e integracdo dos projetos da Rede

Coordenacao do Projeto

Custeio

Discriminagéo do item Valor Quantidade Valor total
unitario

Servigos de terceiros (pessoa fisica ou juridica) 5.000,00 1 5.000,00

— Conserto de equipamentos de laboratério e

manutencado de lupas e microscopios

Total Custeio 5.000,00

Passagens e diarias

Passagens para participacdo em reunides 1.500,00 3 4.500,00

anuais de acompanhamento e avaliacdo

Passagens para atividades de pesquisa em 1.000,00 5 5.000,00
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biologia molecular em Brasilia
Diarias para participacdo em reunides anuais 187,83 15 2.817,45
de acompanhamento e avaliacdo do projeto
Diarias para atividades de pesquisa em Brasilia 187,83 20 3.756,60
16.074,05
Bolsas
Mestrado - GM 1.200,00 2 bolsas (24 57.600,00
meses)
Bolsa de Apoio técnico NS 2 bolsas (36 39.600,00
550,00
meses)
Total Bol sas 97.200,00
TOTAL 118.274,05
Subprojeto 1
Discriminagéo do item Valor unitario | Quantidade | Valor total
Custeio
Adubos e corretivos diversos 1 2.000,00
Material de embalagem (sacos de papel e diversos 1 4.000,00
plasticos)
Estacas de identificacdo, etiquetas, material de diversos 1 3.000,00
expediente, material de processamento de
dados
Reagentes para andlises de valor nutritivo diversos 1 8.000,00
Reagentes para andlises citogenéticas diversos 1 3.000,00
Total Custeio 20.000,00
Subprojeto 2
Discriminacéo do item Valor unitario | Quantidade | Valor total
Custeio
Adubos e corretivos diversos 1 5.000,00
Formicida e herbicida diversos 1 3.000,00
Telas para coleta de sementes 50,00/m 100 m 5.000,00
Reagentes para determinacdo do modo de diversos 1 3.500,00
reproducdo e viabilidade polinica
Reagentes para extracdo de DNA (Tris, EDTA, diversos 1 12.000,00
NacCl, CTAB, HCI, 2-mercaptoetanol,
Cloroférmio, Alcool Isoamilico, Isopropanol,
Etanol e RNAse)
Reagentes para confeccdo de géis de diversos 1 15000,00
poliacrilamida (Acrilamida, Bis-Acrilamida,
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Persulfato de Amodnio, TEMED, Tris, Acido
Bérico, EDTA, Uréia, Hidroxido de Sddio)

Reagentes para coloragdo de géis de diversos 1 10.000,00

poliacrilamida (Acido Acético, Etanol, Acido

Nitrico, Nitrato de Prata, Carbonato de Sadio,

Formaldeido)

Primers marcados com fluorescéncia 602,19 16 9635,04

Tag DNA polimerase 280,00 42 11.760,00

Capilares para eletroforese em Analisador 2265,89 33 74774,37

Automatico de DNA ABI PRISM modelo 3130.

Suficiente para 150 corridas

Polimero de Performance Otimizada POP 7 para 1358,32 21 28524,72

andlise de fragmentos de DNA. Utilizado como

matriz para eletroforese Analisadores

Automaticos de DNA Applied Biosystems 3130 e

3130xl. Suficiente para 960 amostras

Formamida Hi-Di, suficiente para 80 corridas 92,88 30 2786,40

Solugdo tampdo EDTA, suficiente para 200 2092,65

corridas

Padrdo de Peso Molecular Genescan-500 LIZ, 28225,75

marcados com fluorescéncia, suficiente para até

800 analises

Padrédo de Matriz DS-33 (6-FAM,VIC,NED,PET e 1474,44

LIZ)

Vidrarias e plasticos consumiveis (placas de 10000,00 1 10000,00

PCR, ponteiras e tubos)

Total Custeio 222.773,37
Capital

Sistema de Fotodocumentagcdo Molecular Imager| US$ 13150 1 26.300,00

GelDoc XR System BioRad com impressora

Despesas com importacao (18%) 4734,00

Justificativa s quanto a imprescindibilidade:

acrilamida corados com nitrato de prata.

Este sistema de fotodocumentagéo sera impresecindivel para a documentacdo dos géis de
agarose corados com Brometo de Etidio e para a documentacéo e analise dos géis de poli-

Termociclador C 1000 Thermal Cycler com| US$ 11250 1 22.500,00
modulos de reacdo para 96 amostras (com

gradiente de temperatura) e 384 amostras

Despesas com importacdo (18%) 4050,00

Justificativas quanto a imprescindibilidade:

Este termociclador serd imprescindivel para a realiza¢cdo do projeto, uma vez que somente
através da sua aquisicao sera possivel processar o grande nimero de reacdes de PCR com
marcadores microssatélites estimado (cerca de 20.000 reacdes). O modulo de 96 amostras
estd sendo solicitado porque com ele é possivel conduzir rea¢cbes de PCR utilizando-se
gradiente de temperatura, 0 que se fard necessario para ajuste das condi¢des térmicas de

19




Qcnrg

Clentffico e Tecnolégico

amplificagdo dos microssatélites em B. ruziziensis e suas progénies. O modulo de 384
amostras esta sendo solicitado para permitir que um grande numero de rea¢des de PCR
possam ser conduzidas simultaneamente, 0 que permitira que o projeto seja realizado
dentro do prazo previsto. O Laboratdrio de Biotecnologia da Embrapa Gado de Corte ndo
conta atualmente com nenhum equipamento que tenha esta capacidade de processamento
de amostras.

Computador Dell Vostro Desktop 1 3.000,00

Justificativas quanto a imprescindibilidade: Este computador estd sendo solicitado para
realizacdo das andlises estatisticas pertinentes ao projeto e para ser utilizado por dois
estudantes de mestrado que estardo envolvidos no projeto, para elaboracdo de suas teses

Conjunto de 3 micropipetas monocanais (1-10ul,| US$ 2000 1 4.000,00
10-100ul, 100-300ul)

Despesas com importacdo (18%) 720,00
Justificativas quanto a imprescindibilidade: Este conjunto de micropipetas esta sendo

solicitado para ser utilizado no processamento das amostras durante a extragdo de DNAs
das plantas a serem analisadas, uma vez que os DNAs vegetais serdo extraidos de cada
individuo isoladamente.

Conjunto de 3 micropipetas multicanais (1-10ul,| US$ 4000 1 8.000,00
10-100ul, 100-300ul)
Despesas com importacéo (18%) 1440,00

Justificativas quanto a imprescindibilidade:

Este conjunto de micropipetas esta sendo solicitado para ser utilizado na montagem das
reacbes de PCR em placas de 96 e 384 pogos e no preparo das amostras para serem
submetidas a eletroforese em géis de poli-acrilamida e a eletroforese capilar. A utilizacdo de
pipetas multicanais nesta etapa visara a reducdo de erros de pipetagem que comumente
acontecem quando se trabalha com placas contendo muitas amostras (especialmente
placas de 384 pogos), o que resultard na economia de reagentes. Além disso, 0 emprego
destas micropipetas multicanais permitira a otimizacdo do tempo de montagem das placas
de PCR, garantindo a factibilidade do projeto dentro do prazo.

Agitador orbital de bancada marca Thermo| US$ 2737 1 5.474,00
Scientific
Despesas com importacéo (18%) 985,32

Justificativas quanto a imprescindi  bilidade:

Este agitador sera utilizado no processo de coloragédo de géis de acrilamida mediada por
prata, durante a fase de incubacdo com nitrato de prata que requer agitagdo constante e
homogénea por 30 minutos para cada placa. O Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Gado de Corte ndo conta com equipamento que possa substituir este agitador.

Moinho para processamento de amostras foliares| US$ 1175 1 4.700,00
IKA Works A1l Basic Mill
Despesas com importacéo (18%) 846,00

Justificativas quanto  a imprescindibilidade: Estes moinhos estdo sendo solicitados para
moagem das amostras foliares dos individuos que seréo analisados.

Workstation epMotion Eppendorf 5075 LH, basic| US$ 62434 1 124.868,00
device for liquid handling, 200-240V, incluso

acessorios

Despesas com importacéo (18%) 22.476,24
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Justificativas quanto a imprescindibilidade:

Este equipamento consiste em um sistema de pipetagem automatico da marca Eppendorf
gue devera ser utilizado para a realizacdo das pipetagens rotineiras de extracdo de DNAS,
montagem e distribuicdo (em placas) de mixes de PCR e preparo de amostras para
submisséo a eletroforeses. Sua aquisigdo se justifica 1) pelo grande numero de reagfes de
extracbes de DNA (no minimo 1800 individuos) e de reacdes de DNA (cerca de 20.000
reacoes); 2) pela reducdo de erros amostrais em pipetagens realizadas por este tipo de
aparelho, resultando assim em economia de insumos e 3) pela expressiva reducdo da
necessidade de mao de obra proveniente do seu uso. Além da sua aplicacdo direta na
realizacao deste projeto, este equipamento devera ser multi-usuarios e sera utilizado na
conducdo de outros projetos em andamento no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Gado de Corte. Com a sua aquisicdo, a capacidade de trabalho da equipe de
Biotecnologia Vegetal da Embrapa Gado de Corte sera triplicada, 0 que representara maior
produtividade sem que haja necessidade de contratacdo de méo de obra especializada. I1sso
ampliard as perspectivas da equipe para abracgar projeto de maior envergadura na area de
genética molecular de espécies forrageiras tropicais. O uso do equipamento devera
beneficiar ainda projetos em andamento nas Universidades locais (Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul e Universidade Catdlica Dom Bosco), dada a parceria em Biologia
Molecular existente entre a Embrapa Gado de Corte e estas instituicbes. O sistema de
pipetagem aqui solicitado estd sendo pedido em sua versdo mais béasica e podera,
futuramente, ser submetido a upgrades de acordo coma necessidade de uso. Todavia,
apesar de estar sendo solicitado em uma versdo bésica, todos os acessorios necessarios
para a sua utilizacdo (com excec¢ao dos consumiveis) estdo inclusos no valor requerido.

Estacdo meteoroldgica compacta (com instalacao) 1 34.913

Justificativas quanto  a imprescindibilidade:

Essa estacdo compacta sera utilizada para monitorar as condi¢cdes climaticas no
experimento de fluxo génico (dispersdo de pélen e de sementes) de B. brizantha:
poderemos acompanhar a direcdo e velocidade do vento, temperatura do ar, umidade
relativa e pluviosidade, contando com data logger para armazenamento de dados e baterias
solares para manutencdo da unidade.

Casa de vegetacdo 1 230.000

Justificativas quanto a imprescindibilidade: Essa casa de vegetacdo € imprescindivel
para a conducdo de cruzamentos controlados, germinacdo de hibridos, estudos de
viabilidade polinica e ser& construida visando atender os requisitos de biossegurancga a fim
de requerer CQB para poder avaliar eventos transgénicos do projeto em colaboracdo com a
Australia. Estes deverdo ser disponibilizados em 2012 para avaliagdo sob contencdo na
Embrapa Gado de Corte. A outra casa de vegetacdo da Embrapa Gado de Corte j4 esta
completamente comprometida com os outros programas de melhoramento da instituicdo.

Total Capital 463.755

Despesas com importacéo 35.251,56

RESUMO DO ORCAMENTO CONJUNTO (Sub-projetos 1 e 2)

CUSTEIO
Coordenacéao do projeto 7.817,45
Sub-projeto 1 20.000,00
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Sub-projeto 2 222.773,37
Despesas importacdo 35.251,56
TOTAL CUSTEIO 285.842,38
Passagens e diarias 16.074,05
CAPITAL

Sub-projeto 2 463.754,34
TOTAL BOLSAS 97.200,00
TOTAL GERAL 862.870,77

11. Cronograma fisico-financeiro

DISPENDIO Ano 1 Ano 2 Ano 3 TOTAL
Semestre | Semestre Sub- | Semestre | Semestre Sub- | Semestre | Semestre Sub-
Financeiro 1 2 total 1 2 total 1 2 total GERAL
CUSTEIO
Material de
consumo 52139 50800 102939 55500 41052 96552 42260 32048 74308 273799
STPJ 0 5000 5000 0 5000
Passagens 1000 2500 3500 1500 2000 3500 2500 2500 9500
Diarias 939,15 1878,3 2817,45 939,15 1878,3 2817,45 1878,3 1878,3 7513,2
CAPITAL
Equipamentos | 230000 108887 338887 124868 124868 0 463755
BOLSAS
Mestrado 14400 14400 28800 14400 14400 28800 0 57600
AT NS 6600 6600 13200 6600 6600 13200 6600 6600 13200 39600
Total Geral 856767,2
12. Disponibilidade efetiva de infraestrutura e de apoio técnico para o

desenvolvimento do projeto

A Embrapa Gado de Corte, a Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB), a
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), e a Universidade Estadual de
Maringd tem se destacado em relacdo a producdo cientifica, com grande numero de
projetos aprovados (FUNDECT, CNPq, FINEP, EMBRAPA), orientacbes e trabalhos
publicados, o que permitiu a implantacdo e a qualidade dos Programas de Pds-Graduacao
em Biotecnologia da UCDB (mestrado), e em Ciéncia Animal da UFMS (mestrado e
doutorado), mestrado e doutorado em Genética e Melhoramento (UEM).

A Embrapa (Gado de Corte, Cerrados e Acre) tem é&rea fisica em solos
representativos do bioma cerrados e Amaz6nia, e contam com infra-estrutura e laboratorios
equipados para a realizacdo da maioria das atividades de campo propostas. Contam com
campos experimentais, veiculos e pessoal de apoio, além dos laboratdrios para analises. A
solicitacdo de uma casa de vegetacdo para a Embrapa Gado de Corte visa nao
comprometer as atividades em casas de vegetacdo de outros programas ja em andamento.
Esta devera ser construida para atender os requisitos de biosseguranca ( para concessao
de Certificado de Qualidade em Biosseguranca a CTNBIo) e com isso poder avaliar eventos
transgénicos de um projeto em colaboracdo com a Austrdlia que deverdo ser
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disponibilizados em 2012 para avaliagdo sob contencdo na Embrapa Gado de Corte. Dai a
importancia em conduzir os estudos de fluxo génico neste projeto.

Os laboratérios de citogenética e de nutricdo animal contam com o0s equipamentos
(microscopios de contraste de interferéncia, estereoscépios, Analisador de Ploidia,
Equipamento NIRS, etc.) para realizar as analises previstas.

As universidades envolvidas (Universidade Catdlica Dom Bosco, Universidade
Federal da Grande Dourados, Universidade Estadual de Maringd) ja sdo parceiras nas
atividades de melhoramento de Brachiaria e também contam com pesquisadores
experientes na conducdo de experimentos, aliado ao crescente nimero de alunos de
graduacdo e poés-graduacdo envolvidos, além de boa infra-estrutura, laboratérios e apoio
técnico para realizar com sucesso as atividades propostas.

As atividades de melhoramento contam com aporte parcial de recursos de outras
fontes (EMBRAPA, CNPg e UNIPASTO), porém sera imprescindivel poder contar com as
bolsas de mestrado a fim de viabilizar a formag&o dos dois alunos envolvidos e duas bolsas
AT NS para conseguir cumprir as metas das atividades de campo e laboratério nos dois
subprojetos.
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13. identificac@o dos participantes do projeto, des

crevendo as atividades de cada um deles;

Integrante

Titulacéo

CPF

Vinculagéo
institucional

Atividades

Dedicacao
em
horas/Més

Dr. Allan Kardec Braga Ramos

Doutorado

121.794.000-63

EMBRAPA

Responsavel pela acdo 1.6: plantio e
conducdo das avaliagBes agron6micas de
hibridos de B. humidicola

20

Dr2. Cacilda Borges do Valle

Doutorado

754.853.708-53

EMBRAPA

Coordenacdo da Rede; coordenacdo do
projeto e responsavel pelas acdes: 1.2, 1.4,
2.1, 2.2, 2.3, 2.4; plantio de experimentos,
avaliagcbes agronOmicas, cruzamentos
controlados, dispersdo de sementes,
dispersédo de pédlen. Orientadora do
mestrando Bruno Paniago e co-orientadora
de Simony Mendonca.

60

Dr. Luis Carlos Vinhas itavo

Doutorado

128.276.138-24

uCbB

Colaborador no sub-projetos 1 e 2: acdes
1.2, 1.4, 2.2 e 2.3 — avaliacdo de fatores de
valor nutritivo nos hibridos de B. humidicola
e B. decumbens

12

Dr. Sergio Raposo de Medeiros

Doutorado

118.164.118-76

EMBRAPA

Colaborador no sub-projetos 1 e 2: acdes
1.2, 1.4, 2.2 e 2.3. Avaliacdo de fatores de
valor nutritivo nos hibridos de B. humidicola
e B. decumbens

20

Dr. Celso Dornelas Fernandes

Doutorado

453.918.316-87

EMBRAPA

Colaboracdo nas acfes 1.2, 1.4, 1.6.
Levantamento de doencas nas progénies
de B. humidicola e B. decumbens

10

Dr2, Beatriz Lempp

Doutorado

434.171.676-04

UFGD

Colaboradora na acao 1.2, e 1.4. Anatomia
de folhas de hibridos de B. decumbens

20

Dr2, Rosangela Maria Simeéo

Resende

Doutorado

631 410 786-53

EMBRAPA

Responsavel pela acbes 1.1 e 1.3.
Conducéo dos experimentos de
cruzamento a campo entre plantas sexuais,
e no bloco de apomiticas; analises
estatisticas dos experimentos do projeto.

20

Dr2. Jaqueline Rosemeire Verzignassi

Doutorado

080.351.768-89

EMBRAPA

Colaboradora na acdo 1.2, e 1.4
Levantamento da producdo de sementes
nessas acdes e avaliagcdo da qualidade de

10
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sementes

Dr. Manuel Claudio Motta Macedo

Doutorado

618.722.298-91

EMBRAPA

Coordenacéo do sub-projeto 2.
Acompanhamento da fertilidade dos solos e
das condicdes meteorolégicas do
experimento de fluxo génico.

10

Dr2. Liana Jank

Doutorado

031.120.498-88

EMBRAPA

Colaboradora nas acdes 1.1, 1.2, 1.4, e 1.6.
Apoio nos ensaios de cruzamentos a
campo e nas analises estatisticas

10

Dr2, Maria Suely Pagliarini

Doutorado

173 484 719-00

UEM

Responsavel pela acdo 1.5 e colaboradora
na acao 2.3. Andlises citolégicas e
citogenéticas dos hibridos de B. humidicola
e B. decumbens

20

Dr. Marcelo Ayres Carvalho

Doutorado

329.980.581-91

EMBRAPA

Colaborador nas acfes 1.4 e 1.6. Apoio ao
plantio e conducdo das avaliacdes
agrondémicas de hibridos de B. humidicola

10

Dr2. Giselle Mariano Lessa de Assis

Doutorado

028.152.317-78

CPAF-ACRE

Colaboradora na acdo 1.6. Plantio e
conducdo das avaliagBes agron6micas de
hibridos de B. humidicola.

20

Dr. José Raul Valério

Doutorado

220 984 026-00

EMBRAPA

Colaboracdo nas acfes 1.2, 1.4, 1.6.
Levantamento de pragas nas progénies de
B. humidicola e B. decumbens

20

Dr2, Leticia Jungmann Cancado

Doutorado

809 882 961-87

EMBRAPA

Responsavel pela acéo 2.4 e colaboradora
na 2.1, 2.2, 2.3. Avaliagdo molecular das
progénies para determinacdo do fluxo
génico. Apoio no estudo de dispersdo de
poélen e de sementes- co-orientadora do
mestrando Bruno Paniago

60

Dr2. Lucimara Chiari

Doutorado

174 020 388-74

EMBRAPA

Colaboradora na acdes 1.2, 1.4, e 2.4-
apoio as analises moleculares para
identificacdo de hibridos de B. humidicola e
B. decumbens e ao projeto de fluxo génico.

40

Dr. José Francisco Montenegro Valls

Doutorado

008 843 240-87

EMBRAPA

Colaborador nas acgdes 2.2, 2.3 realizando
coleta de braquiarias nativas para
determinacdo do modo de reproducédo e
ndmero de cromossomos
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14. Indicacdo de colaboracdes ou parcerias ja estab elecidas com outros centros
de pesquisa na area, incluindo contrapartida das in  stituigcBes participantes;

As instituicdes envolvidas neste projeto, com excec¢do da Universidade Catélica Dom
Bosco, vém realizando trabalhos em conjunto ha quase uma década e associadas a varias
outras instituicbes que compdem essa Rede, foram responsaveis pela liberacdo de
cultivares que respondem por mais de 80% do que é plantado nas pastagens do Brasil para
a producdo de bovinos. No ambito desse programa ja foram liberadas a cv. Xaraés, a cv.
BRS Piatéa (cultivar protegida) e em 2011 sera liberada a cv. BRS Tupi (cultivar protegida).

Além das instituicbes participantes dessa proposta, 0 programa de melhoramento
genético de Brachiaria tem projetos aprovados pelo CNPq (Edital MCT/CNPqg N °© 14/2009 —
Universal e EDITAL MCT/CNPg/CT-Agronegocio N ° 29/2008 - Apoio a expansdo e
consolidacdo dos programas de melhoramento genético convencional de plantas), além de
aporte de recursos do convénio Embrapa/UNIPASTO, visando a liberagdo de cultivares
forrageiras.

Outros centros de pesquisa que colaboram com o programa sdo a CEPLAC/CEPEC
na Bahia, a Universidade Estadual de Campinas, a Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho (UNESP-Botucatu), a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia e no
ambito internacional o Victorian AgriBiosciences Centre (VABC) no projeto “Molecular
Breeding of Pasture Plants for Climate Change Adaptation and Mitigation”, com o propdésito
de modificar a Brachiaria brizantha cv. Marandu para menores teores de lignina por
silenciamento de genes.

A Universidade Federal de Lavras (UFLA) é outra parceira do programa de
melhoramento com a participacdo do mestrando Ulisses Figueiredo sob orientacdo de
Cacilda Borges do Valle, e do professor Dr. José Airton Rodrigues Nunes, no estudo de
herdabilidade de caracteristicas de valor nutritivo em progénies de B. humidicola.

O melhoramento de forrageiras tropicais € uma atividade relativamente recente e
ainda pouco prestigiada nas universidades brasileiras. Através desse projeto pretende-se
estimular a participacédo de novos alunos de pds-graduacéo nas universidades envolvidas a
fim de aumentar os profissionais nessa area ainda tdo deficiente no Brasil, que é o Unico
pais tropical realizando melhoramento genético de forrageiras.

15. Estimativa dos recursos financeiros de outras f  ontes que serdo aportados por
eventuais parceiros;

Recursos financeiros de outras fontes poderdo ser aportados pela UNIPASTO, cujo
plano anual de trabalho e negociado ano a ano com a diretoria executiva da Associacao de
Produtores de Sementes e em algumas atividades, poderdo ser complementados por
projeto submetido ao Macroprograma 2 da Embrapa para 2011-2014.

16. indicacdo do grau de interesse e comprometiment o de agentes dos setores
publico e privado ou de organizac¢des sociais com o escopo da proposta, quando for o
caso;

Conforme ja mencionado na identificacdo do problema, existe uma forte demanda por
novas cultivares que sdo prontamente absorvidas pelos produtores, devido a caréncia de
opcbes no mercado. A parceria com o setor privado sementeiro facilita enormemente a
transferéncia tecnoldgica das cultivares, pois ao comercializarem as sementes levam
também as recomendacdes de cultivo e uso repassadas aos parceiros da UNIPASTO em
workshops anuais e discussdes de Planos de marketing. Com as perspectivas de iniciarem
os trabalhos com plantas transformadas sera particularmente importante conhecer as
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demandas e as rea¢fes dos produtores frente a essas novas tecnologias bem como integra-
los ao processo de avaliacdes desde o inicio para maior facilidade de absorcéo da cultivar.

O grau de interesse e total comprometimento dos parceiros neste projeto sdo
evidentes e mediante a consolidagdo dessa rede, agora agregando a UCDB e a UNESP-
Botucatu devera estimular novas parcerias para projetos futuros.

17. Outras consideracdes

Na Embrapa Gado de Corte em Campo Grande, MS, encontra-se o0 banco de
germoplasma de Brachiaria no Brasil, com uma colecdo de 446 acessos apomiticos e
sexuais, com dindmico programa de selecao e melhoramento genético de Brachiaria. Conta
ainda com a maior equipe trabalhando no desenvolvimento de novas cultivares de
forrageiras, ndo apenas de Brachiaria mas também de Panicum e Stylosanthes, entre os
centros de pesquisa da Embrapa. A equipe de pastagens da Embrapa, reunindo colegas da
Embrapa Cerrados, Embrapa Pecuéaria Sudeste, Embrapa Gado de Leite, Embrapa Acre,
Embrapa Amazodnia Oriental, além da Embrapa Gado de Corte, tem notoriedade nacional e
internacional, com ampla participacdo como palestrantes em sessdes plendrias de
congressos nacionais e internacionais - Reunides Anuais da Sociedade Brasileira de
Zootecnia, Proceedings of the International Grassland Congress, 1989, 1993, 1997, 2001,
2005, 2008, participando ativamente na formacdo de recursos humanos has principais
escolas de agronomia, zootecnia e veterinaria do Brasil. O grupo participou em projeto
colaborativo com a Unido Européia, participa do projeto internacional com a Australia,
prestou consultoria em projetos internacionais (CIAT, 1988 a 1991), bem como participou
em reunides lideradas pela FAO e IPGRI (International Plant Genetic Resources Institute) no
que tange a conservacéo e utilizacdo dessas forrageiras.

Ademais, a experiéncia dos pesquisadores na &rea resultou na obra escrita sobre
Brachiaria: “Brachiaria: Biology, agronomy, and improvement” (J.W. MILES, B.L. MAASS e
C. B. DO VALLE (Eds), 1998), versbes em inglés e espanhol, com participacdo de seis
colegas da equipe de pastagens; varios capitulos de livros, entre eles o primeiro sobre
“Melhoramento de Forrageiras Tropicais” (Rosangela Resende, Cacilda B. do Valle e Liana
Jank, (Org.). 2008); e outro “Biology, cytogenetics, and breeding of Brachiaria” (VALLE;
PAGLIARINI, 2009) publicado pela CRC Press além de artigos em periddicos nacionais e
internacionais sobre citogenética, modo de reproducéo, caracteristicas agronémicas, valor
nutricional, desempenho animal em pastejo, resisténcia a cigarrinha-das-pastagens;
ocorréncia de doencas em sementes; apresentacdo de resultados em eventos nacionais e
internacionais; lideranca de um projeto em cooperacdo com a Unido Européia entre 1994-
1997 no estudo da apomixia em Brachiaria.

E, portanto oportuno consolidar-se essa rede de trabalhos visando o desenvolvimento de
forrageiras no Centro-Oeste, com reflexos na producéo animal de todo o Brasil e da América
Tropical que depende totalmente das cultivares geradas no Brasil por ndo possuirem o
know-how ou o clima e tecnologia para produzir sementes forrageiras. Com isso espera-se
promover a integracdo das universidades, Embrapa e o setor privado, tornando efetiva a
colaboracao e potencializando os esfor¢os para a geracdo de novas cultivares.
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Plano de Gestdo da Rede

a) Titulo da Rede de Pesquisa
Desenvolvimento de cultivares de forrageiras nativas e exoticas: mudancgas climaticas e
producdo sustentavel de proteina animal

b) Coordenador da Rede: Cacilda Borges do Valle

c¢) Objetivos da formacédo da Rede de Pesquisa

Objetivo Geral:

Essa rede visa integrar de forma efetiva e consequliente as varias instituicdes envolvidas em
atividades de geracdo de novas cultivares de forrageiras nativas e exdéticas com vistas a
diversificar as pastagens visando a producdo sustentavel de proteina animal. Visa ainda
fortalecer e consolidar programas de pds-graduacdo em agronomia, zootecnia e biologia na
regido Centro-Oeste do Brasil.

Objetivos especificos:

« Oferecer novas opcBes de Brachiaria para pastagens pela geracdo e selecdo de
gendtipos candidatos a novas cultivares. Visa principalmente determinar o fluxo génico
em B. brizantha a fim de estabelecer padrdes de biosseguranca para futuros ensaios de
campo com plantas transformadas.

» Selecionar genotipos de gramineas e leguminosas forrageiras resistentes a estresses
biéticos, determinando a etiologia de doengas, avaliando resisténcia a insetos-praga,
usando técnicas de biologia avancada (pirosequenciamento massal e sequéncias
diferencialmente expressas, construir mapa de QRL) na busca de genes de resisténcia,
e estabelecendo estratégias de controle biolégico.

« Fenotipar gramineas e/ou leguminosas forrageiras tropicais divergentes quanto a
toler&ncia ao aluminio, a eficiéncia de uso aos nutrientes: Ca, Mg e P, ao alagamento e
ao déficit hidrico, identificando os gendtipos mais contrastantes para a obtencdo de
popula¢des segregantes a fim de dinamizar os programas de melhoramento.

* Identificar e/ou validar genes relacionados a tolerédncia ao aluminio em Brachiaria
decumbens, e contribuir para consolidar o uso de técnicas e estratégias avancadas de
biologia molecular no dia-a-dia dos programas de melhoramento, para a sele¢cdo
assistida.

» Gerar conhecimentos e tecnologias para definir estratégias de manejo visando a

produtividade e a qualidade fisiolégica das sementes forrageiras, tais como corte
seguido de adubacgbes, uso de herbicidas no controle de invasoras, quantificando o
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efeito dos fatores genéticos e ambientais. Visa ainda desenvolver método para
superacao de dorméncia nas sementes e desenvolver polimeros para revestir sementes
e assegurar bom estabelecimento da pastagem.

e Avaliar valor nutricional e identificar e quantificar aspectos de anti-qualidade de
forrageiras nativas e exoéticas em genétipos promissores dos géneros Brachiaria,
Panicum e Stylosanthes, com potencial para maximizar a produgéo de proteina animal
em sistemas de producédo baseada em pastagens nos biomas do Cerrado e Pantanal
como alternativas sustentaveis de sistemas de producado de proteina animal.

» Determinar o valor agronémico de acessos e hibridos de forrageiras sob cortes e
pastejo e com base nos resultados, selecionar o(s) melhor(es) para registrar como
nova(s) cultivar(es) visando a diversificagcdo das pastagens tropicais. Estabelecer os
descritores morfologicos dos candidatos potenciais a fim de proceder ao registro e
protecdo junto ao Ministério de Agricultura Pecuéaria e Abastecimento.

e Objetivo geral: Identificar os patdégenos relacionados com a morte de capim-marandu
presentes em raiz e parte aérea e, com isso, gerar produtos e processos capazes de
reverter o quadro de mortalidade de pastos nas regides abrangidas por este projeto.

* Potencializar a interag&do entre o ensino, pesquisa e extensao, em diferentes instituicoes
do Centro Oeste e do pais, em prol da diversificacdo de pastagens com
sustentabilidade usando forrageiras nativas e exdéticas selecionadas.

e Capacitar pessoal e formar pesquisadores competentes e capazes de incrementar o
desenvolvimento cientifico da regido Centro-Oeste.

d) Projetos que estéo incluidos na Rede e suas car  acteristicas

Projeto 1: Melhoramento genético de Brachiaria e determinagdo de fluxo génico em
Brachiaria brizantha. Coordenador: Cacilda Borges do Valle . Este projeto visa gerar
novos genotipos superiores candidatos a cultivares e que reunam caracteristicas de
resisténcia a estresses bidticos e abibticos, boa producdo de sementes, e com bom valor
nutritivo e menor emissdo de metano. A determinacdo de fluxo génico objetiva preparar o
caminho para avaliar eventos transgénicos (por silenciamento de genes de deposicao de
lignina) de B. brizantha visando uma menor emissao de metano.

Projeto 2. Desenvolvimento de estratégias sustentaveis para a sanidade de forrageiras
tropicais nativas e exdticas. Coordenador: Celso Dornelas Fernandes.  Este projeto visa
estabelecer estratégias de reducdo de perdas de produtividade/qualidade de forrageiras
tropicais devido a patégenos e pragas por meio de fontes de resisténcia e controle biolégico.

Projeto 3: Estratégias de fenotipagem e biotecnologia para a caracterizagdo de forrageiras
nativas e exéticas quanto a tolerdncia a estresses abidticos visando a adaptacdo as
mudancas climaticas e a solos acidos e de baixa fertilidade. Coordenador: Valdemir

Antonio Laura. Este projeto visa fenotipar gramineas e leguminosas forrageiras tropicais
divergentes quanto a tolerancia ao aluminio, a eficiéncia de uso dos nutrientes: Ca, Mg e P,
ao alagamento e ao déficit hidrico, identificando 0s genétipos mais contrastantes para
produzir populacdes segregantes visando a busca de genes. Finalmente, visa contribuir para
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consolidar o uso de técnicas e estratégias avancadas de biologia molecular no dia-a-dia dos
programas de melhoramento, para que com a selecdo assistida possa dinamizar os
programas de melhoramento.

Projeto 4 : Inovacdes tecnoldgicas para producdo de sementes de forrageiras tropicais
nativas e exoticas. Coordenador: Jaqueline Rosemeire Verzignassi. Este projeto relune
diferentes competéncias a fim de definir estratégias de manejo visando a produtividade e a
gualidade fisiol6gica das sementes forrageiras de genétipos pré-selecionados e de cultivares
em uso, seja por manejo com cortes e adubacao, seja desenvolvendo polimeros ou métodos
de quebra de dorméncia.

Projeto 5: Avaliacdo nutricional e anti-nutricional de forrageiras nativas e exoéticas.
Coordenador: Luiz Carinhas itavo.  Este projeto caracteriza-se por avaliar a qualidade das
forrageiras a fim de identificar cultivares de gramineas com elevado potencial nutritivo que
atendamr as demandas dos animais e aumentem sua eficiéncia produtiva. Visa ainda
identificar teores de fatores de anti-qualidade de cultivares ja em uso e a fim de explicar
fendbmenos de intoxicacdo animal.

Projeto 6 : Avaliacao de gendtipos de forrageiras tropicais para a determinacdo do Valor de
Cultivo e Uso (VCU) e estabelecimento de critérios de distinguibilidade, homogeneidade e
estabilidade (DHE) que permitam registrar a(s) nova(s) cultivar(es) junto ao Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Coordenador: Rodrigo Amorim Barbosa.
Esse projeto representa a etapa final de avaliacdo de genétipos promissores com vistas a
liberar o(s) mais vantajoso frente as cultivares em uso. Para tanto os testes sdo conduzidos
sob corte e outros sob pastejo a fim de atender os requisitos para registro e protecdo junto
ao MAPA, e com isso minimizar insucessos junto aos produtores.

Projeto 7 : Levantamento da ocorréncia, identificacdo e controle de patdgenos associados as
raizes e parte aérea de Brachiaria brizantha cv. Marandu no Mato Grosso. Coordenador:
Daniel Cassetari Neto. Espera-se com essa linha fornecer informag¢des com respeito a
identificacdo e o controle de diversos agentes fitopatogénicos que possam estar causando
sérios problemas na imensa area cultivada com o capim marandu.

e) Como os projetos de pesquisa interagem e de que maneira os resultados de uma
pesquisa complementardo a outra e, ainda, de que fo rma os resultados
complementares atingirdo o objetivo global proposto pela Rede

Essa rede formada por pesquisadores de reconhecida experiéncia nas areas componentes
pretende consolidar o trabalho multidisciplinar envolvendo, agrénomos, zootecnistas,
bidlogos, e professores em diversas instituicbes do Centro-Oeste que trabalhando de forma
harménica avancem genoétipos promissores que avaliados em comparacdo com cultivares
atuais em todos os projetos possam ser liberados como novas cultivares. Assim um
genotipo superior criado por cruzamentos no projetol, devera ser avaliado quanto a
resisténcia a estresses bidticos no projeto 2 e depois ou concomitantemente no projeto 3
guanto a estresses abidticos. Apds a multiplicacdo por sementes deverdo ser avaliados em
ensaios sob corte e pastejo a fim de determinar-se o valor nutritivo e producdo de sementes
para finalmente poderem ser liberados e comercializados com um forte aporte de
recomendaces embasadas no desempenho animal. Como os trabalhos de selecdo e
melhoramento de gramineas e leguminosas forrageiras estdo em andamento a mais de uma
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década ja existem candidatos a cultivares para serem avaliados em todos os projetos dessa
rede, enquanto novos genotipos serdo criados no projeto 1.

Com a estruturacdo dos trabalhos sob a forma de Rede de pesquisa e pos-graduacao a
execucdo desses projetos ficard mais dindmica e integrada, constituindo-se assim uma
“linha de producdo” que contribuird para a geracdo de conhecimento, dados, inovacgao,
tecnologias e formacado de recursos humanos para a regido Centro-Oeste.

Por intermédio de estreita comunicacdo, workshops e visitas pretende-se atingir o objetivo
global da rede que é gerar novas cultivares para diversificacdo das pastagens levando em
consideracdo o equilibrio ambiental e a sustentabilidade ao mesmo tempo em que investe
na formacao de recursos humanos hoje muito deficientes nesse setor.

O envolvimento do setor privado sementeiro (UNIPASTO) seja trazendo as demandas do
setor produtivo seja realizando a eficiente transferéncia de tecnologias ao campo é um forte
estimulo ao trabalho multidisciplinar e complementar nessa rede, pois assegura a rapida
adocao das cultivares dada a grande necessidade em diversificar as areas de pastagens
com elevados niveis de producao animal.

f) As metas a serem atingidas, incluindo os produto S a serem gerados e as principais
contribuic@es cientificas e/ou tecnoldgicas da Rede

As metas previstas nos diferentes projetos sdo realisticas e exequiveis e deverao resultar
em pelo menos duas cultivares registradas e liberadas até o final do projeto.

Ao longo dos experimentos para estabelecer as recomendacgdes de cultivo e uso, serdo
desenvolvidas novas metodologias de triagem, identificados novos gendtipos com
resisténcia a estresses e com valor nutritivo e produgdo de sementes compativeis com 0s
requisitos de uma nova cultivar. O avancgo cientifico nos trabalhos com biotecnologia
deverdo subsidiar os programas de selecdo e melhoramento contribuindo para uma mais
rapida e eficiente identificacdo de gendtipos superiores bem como permitir a busca de genes
e QTLs para um futuro melhoramento assistido. As contribuigBes cientificas e tecnolégicas
geradas serdo divulgadas por meio de publicacbes, teses e dissertacdes, resumos e
participacdes em congressos e similares.

g) Atividades de formacao de recursos humanos acadé mica e técnica

As acbes a serem desenvolvidas pelos sete projetos componentes da Rede serdo
executadas com a participagéo direta de alunos de diferentes niveis, contribuindo assim com
atividades técnicas e académicas de formagéo de recursos humanos desde apoio técnico,
mestrado, doutorado e pos-doutorado. Essas atividades foram discriminadas dentro de cada
projeto componente e sera viabilizada pelos programas de pds-graduacao na regido Centro-
Oeste envolvidos além de outros programas de pos-graduacao parceiros em outras regides
geograficas no Brasil

h) Estratégias de divulgacdo cientifica/leducacdo am  biental, de modo adequado ao
publico beneficiario, com envolvimento de equipe in terdisciplinar desde o inicio da
pesquisa

A apropriacdo dos resultados obtidos pela presente proposta sera negociada entre as
Instituicbes parceiras e integrantes da Rede CULTIFOR e o CNPg. Os pesquisadores
envolvidos no projeto participardo dos produtos gerados (publicacfes, patentes, processo e
produtos) de acordo com a intensidade de envolvimento no trabalho relacionado. A inclusédo
do nome do pesquisador na equipe do projeto ndo assegura a co-autoria em trabalhos
publicados e/ou possiveis patentes geradas, para isso, seré levado em consideragéo o grau
de envolvimento do pesquisador na execucao das atividades previstas.
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Na ocorréncia de resultados passiveis de protecdo intelectual, a divulgacdo de qualquer
dado s6 ocorrera apés sua protecdo por depésito de patente. Portanto, esta sera registrada,
segundo as normas do CNPq e a legislacdo vigente no pais sobre propriedade intelectual
(www.mct.gov.br/legis/prop _intelec.htm), junto ao INPI (Instituto Nacional de Propriedade
Intelectual).

A transferéncia de tecnologias geradas serd realizada por meio da negociacdo e
licenciamento do direito de producdo ou comercializagdo junto a empresas de interesse.
Esses direitos serdo definidos pelas parceiros envolvidos na Rede proposta.

Os resultados e os conhecimentos gerados por esta proposta serdo difundidos em dias de
campo, eventos cientificos, bem como em simpdsios e similares. Serdo escritos artigos
técnicos para revistas informativas de agropecuéria e publicagfes de conselhos de classe e
outras correlatas. Serdo geradas publicacBes para revistas cientificas indexadas com corpo
editorial de alto impacto cientifico e tecnolégico.

i) Orcamento consolidado de gastos totais da Rede d e Pesquisa (além do orcamento
consolidado dos projetos de pesquisa da Rede, inclu ir previsdo de gastos para o
funcionamento da Rede, tais como organizacdo de reu  nides internas de integracéo e,
ainda, previséo de recursos em diarias e passagens para participacdo em reunides de
acompanhamento e avaliagdo anuais da Rede PRO-CENTR O-OESTE);

(Vide quadros ao final do projeto)

i) Previsdo e regularidade de reunibes anuais inter nas de acompanhamento e
integracdo dos projetos da Rede

A Rede CULTIFOR contard com o Grupo Gestor composto pelos coordenadores de cada
projeto e por vice-coordenadores por eles indicados.

A Rede CULTIFOR sera gerenciada de forma integrada e articulada entre os projetos
componentes e seus respectivos coordenadores. Para tanto serdo realizadas reunifes
anuais de acompanhamento de cada projeto conduzida pelo coordenador do projeto com
participacdo do Grupo Gestor da Rede, seminarios anuais de avaliagdo da rede conduzida
pelo Coordenador e pelo Grupo Gestor da Rede, e visitas técnicas in loco realizadas pelo
grupo gestor da rede.

k) Indicadores de sustentabilidade da proposta, mec  anismos de monitoramento de

impactos ambientais e sociais no contexto do desenv olvimento em larga escala do

projeto

Impactos cientificos e tecnoldgicos

e Liberacdo de novas cultivares que impactam diretamente os sistemas de producédo na
regido Centro-Oeste

Impactos sociais

e Contribuir para o incremento da oferta de proteina animal (carne, leite e derivados) da
regido Centro-Oeste e no Brasil;

e Contribuir para a qualidade de vida da populacdo pela oferta de alimentos de origem
animal certificados e com qualidade superior;

«  Promover o aumento da geracao de empregos nas cadeias produtivas animal;
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Impactos ambientais

e Contribuir para a reducdo do uso de pesticidas, e outras substancias nocivas ao meio
ambiente;

»  Contribuir para a reducdo pela pecuaria da emissdo de gases de efeito estufa pela
otimizacao e incremento da produtividade pecuéria;

e Contribuir para a reducdo do uso de insumos para a producdo de proteina animal e
derivados;

e Garantir a ndo imposicao de barreiras ambientais e correlatas aos produtos brasileiros de
origem animal (bovino, ovino e caprino);

Impactos econdmicos

»  Contribuir para o incremento da producdo pecuéria da regido Centro-Oeste do Brasil;

e Contribuir para o incremento de renda do produtor rural e dos atores envolvidos nas
cadeias produtivas pecuarias na regido Centro-Oeste;

e Contribuir para o aumento da exportacdo de produtos de origem animal de alta qualidade,
seguros e certificados; e

« Aumentar a participacdo da cadeia produtiva animal na arrecadacédo de divisas para a
regido Centro-Oeste e para o Pais.

[) Outras consideracfes

A producdo de bovinos de corte no Brasil tropical é baseada no uso de pastagens, com
predominancia de poucas cultivares de forrageiras. Apesar da liberagdo de novas cultivares
na ultima década ainda predomina o monocultivo de gramineas no Brasil pecuério cobrindo
milhGes de hectares. Esta baixa diversidade genética gera grande vulnerabilidade nos
sistemas de producéo causando problemas tais como a expansédo de pragas que causou a
dizimacdo de B. decumbens por cigarrinhas-das-pastagens na década de 70-80 na
Amazobnia e mais recentemente a sindrome da morte de B. brizantha cv. Marandu na
Amazobnia legal e de forma mais geral, a degradacdo de pastagens, particularmente no
Centro-Oeste. Portanto, o objetivo principal desta REDE € obter novas cultivares
selecionando entre acessos e hibridos de diferentes espécies e géneros, nativos e exoticos,
comprovadamente importantes para a produgéo animal, a fim de diversificar as pastagens
tropicais com genotipos que reunam bom desempenho animal e resisténcia a estresses
bidticos e abidticos com boa producdo de sementes. A REDE sera composta por seis
Projetos e a gestdo da Rede serd compartilhada com um grupo gestor constituido pelos
responsaveis por cada Projeto. O objetivo dessa gestdo € assegurar o cumprimento do
cronograma e contornar eventuais problemas de execucdo bem como auxiliar nos possiveis
entraves nha conducdo das atividades. Esta prevista a organizacdo de pelo menos um
workshop de discusséo de resultados dos projetos componentes a partir do segundo ano de
conducdo da Rede. O Projeto 1 aborda as atividades de melhoramento a fim de gerar as
populacdes melhoradas e segregantes para genes de interesse visando identificar genotipos
candidatos a cultivares a serem incorporados aos projetos seguintes como ilustrado na
Figura 1. e ainda visa estudar o fluxo génico em Brachiaria brizantha cv. Marandu em
preparacdo para estudos com plantas transformadas para menor teor de lignina como
analises de citogenética, caracterizacdo molecular da diversidade de duas das espécies
mais importantes usando microssatélites que nao foi finalizada no projeto anterior, € um
estudo de fluxo génico da B. brizantha cv. Marandu, prevendo trabalhos com cultivar
geneticamente modificada em futuro proximo. A obtencéo de faz parte do PA 3. Nele seréo
geradas e avaliadas progénies resultantes de hibridagéo intra e interespecifica com sele¢éo
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de hibridos e genitores por meio de ensaios conduzidos em diferentes ambientes. O PA 4
incluird os ensaios de apoio visando reunir as informac8es necesséarias para registro e
protecao de cultivares (DHE e VCU corte e pastejo) bem como para recomendacdes de uso,
como a determinagdo de resisténcia a estresses bidticos e abidticos, em condi¢cbes
controladas e em parcelas no campo. Finalmente, a determinagdo do desempenho animal
sera abordada no PA 5 conduzindo-se ensaios em pastejo em pelo menos um local por
bioma visando liberag&o da cultivar com as informagdes requeridas para determinar o Valor
de Cultivo e Uso (VCU). Estas atividades dardo sequiéncia as que ja resultaram na liberagéo
da cv. Xaraés, registro, protecdo das cvs. BRS Piatd, em 2007 e da B. humidicola BRS Tupi
em 2009, com previsdo de liberacdo de pelo menos mais duas novas cultivares até o final
do projeto. As atividades serdo conduzidas por uma grande equipe e uma rede de
instituicdes (Embrapa, institutos estaduais e universidades) e contard com o0 apoio da
UNIPASTO, assegurando a transferéncia das recomendacdes e perfeita integragcdo com o
setor produtivo.

O lancamento de uma cultivar € um processo longo e criterioso conforme discutido por
VALLE et al. (2010). O uso de um conjunto de metodologias e estratégias, e principalmente,
uma equipe engajada é essencial para que ao final, novas cultivares venham a corresponder
a grande demanda por sustentabilidade e produtividade dentro da pecuaria nacional.
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Orcamento consolidado (por Projeto e Total da Rede)
D.ISpend.lo Projeto1 | Projeto2 |Projeto3 |[Projeto4 [Projeto5 H rojeto6 | Projeto7 Total Rede
Financeiro (R$)
Material bibliografico 0 5.500,00 0 2.000,00 0 0 2.500,00 10.000,00
Custeio 278.799,00 | 410.476,90 | 566.310,00 | 164.763,80 | 193.005,00 | 502.194,92 | 68.090,30 | 2.183.639,92
Diarias 7513,20 | 24.417,90 | 14.900,00 | 10.330,65 | 6.761,88 | 13.148,10 | 15.965,55 93.037,28
Passagens 9.500,00 | 15.750,00 | 26.200,00 | 14.500,00 0 20.730,84 | 13.500,00 | 100.180,84

Equipamentos e | 455 755 00 | 190.760,00 | 294.800,00 | 63.050,00 | 353.350,00 | 37.460,00 | 17.950,00 | 1.421.125,00
material permanente

Bolsas 97.200,00 | 252.600,00 | 70.560,00 | 108.000,00 | 235.984,00 | 149.784,00 | 28.800,00 942.928,00

Total (R$) 856.767,20 | 899.504,80 | 972.770,00 | 362.644,45 | 789.100,80 | 723.317,86 | 146.805,85 | 4.750.911,00

Projeto 1: Melhoramento de Brachiaria e estudo de fluxo génico em Brachiaria brizantha.

Projeto 2: Desenvolvimento de estratégias sustentaveis para a sanidade de forrageiras tropicais nativas e exoéticas

Projeto 3: Estratégias de fenotipagem e biotecnologia para a caracterizagdo de forrageiras nativas e exoticas quanto a tolerancia a estresses
abioticos visando a adaptacdo as mudancgas climaticas e a solos acidos e de baixa fertilidade

Projeto 4: Inovacdes tecnoldgicas para producao de sementes de forrageiras tropicais nativas e exéticas

Projeto 5: Avaliacdo nutricional e anti-nutricional de forrageiras nativas e exéticas

Projeto 6: Avaliacdo de genotipos de forrageiras tropicais para determinacdo do Valor de Cultivo e Uso (VCU) e estabelecimento de
Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabilidade (DHE)

Projeto 7: Levantamento da ocorréncia, identificacdo e controle de patégenos associados as raizes e parte aérea de Brachiaria brizantha cv.

Marandu em Mato Grosso
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Previsdo de gastos para o funcionamento da Rede CULTIFOR

DISPENDIO Ano 1 Ano 2 Ano 3 TOTAL
Financeiro Semestre 1 Semestre 2 Sub-total Semestre 1 Semestre 2 Sub-total Semestre 1 Semestre 2 Sub-t otal GERAL
CUSTEIO 47.523,76 47.523,76 47.523,76 47.523,76 47.523,76 47.523,76 142.571,28
Material de

consumo 5.000,00 5.000,00 5.000,00 5.000,00 5.000,00 5.000,00 15.000,00
STPJ
Passagens 24.000,00 24.000,00 24.000,00 24.000,00 24.000,00 24.000,00 72.000,00
Diarias 13.523,76 13.523,76 13.523,76 13.523,76 13.523,76 13.523,76 40.751,28
CAPITAL
Total 47.523,76 47.523,76 47.523,76 47.523,76 47.523,76 47.523,76 142.571,28
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