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Manoel Teixeira Souza Junior
Elba Correa Teixeira de Carvalho
Patricia Melo dos Santos

Formulario de Relatério Anual das
Instituicoes Possuidoras de CQB

1. Instituicdo: Embrapa — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Centro Nacional de Pesquisa em Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen)

2. CQOB N.°: 004/96
3. Processo N.° 01200.004008/96-77

4. Composicao da CIBio

Ver anexo 1

Obs.: Caso tenha ocorrido alteracao(des) na composicao da ClBio, favor
informar. (Enviar Curriculum Vitae dos novos membros)

5. Resumo dos projetos de pesquisa em andamento ou a serem iniciados,
constando os objetivos, a relacao dos organismos manipulados geneticamente,
informacdes referentes aos genes manipulados, unidades (laboratérios,

casas de vegetacao) utilizadas, especificando os niveis de contencao.

Ver anexo 2

6. Lista de casas de vegetacao e instalacOes para plantas e animais transgénicos.
Ver anexo 3
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7. Relatério sobre quaisquer acidentes relacionados diretamente a trabalhos com
OGMs.
Nao houve acidentes.

8. Relato de treinamento em biosseguranca de OGMs.
Nao houve treinamento.

9. Relato das medidas de biosseguranca que vém sendo adotadas.

Publicacao de relatério anual (1999 e 2000) na série documentos da Embrapa.
Criagcao e manutencao de homepage da CIBio no Intranet do Cenargen.
Avaliacao preliminar das novas propostas de projeto de pesquisa e
desenvolvimento a serem iniciadas em 2002 no Cenargen.

10. Citar as liberagcées ambientais na(s) Unidade(s) com os respectivos nimero
dos Processos no MCT.

10.1. Realizadas: Nenhuma.
10.2. Em andamento: Uma (maméao - 01200003364/99-99)

10.3. Suspensos (mesmo que temporariamente, explicitar o motivo da
suspensao): Nenhuma.

11. Relacao dos relatérios de conclusao dos experimentos.
Vide anexo 2.

12. Ndmero de reunides realizadas pela ClIBio.
Foram realizadas duas reunides entre ordinarias para tratar de assuntos
relacionados a biosseguranca na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

13. Avaliacdo da CIBio quanto ao apoio da Instituicdo para o funcionamento de
suas atividades.

A instituicao apoiou o funcionamento da CIBio. Houve reformulacao parcial da
composicao da comissao e a publicacao do relatério anual de 1999 e 2000.
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14. Especificar o material importado e respectivas quantidades para a realizacao
dos projetos.
Ver anexo 5

15. Houve monitoramento / fiscalizacdo por parte do Orgao Competente?
Caso afirmativo, indicar a data, equipe fiscalizadora e N.° do Termo de
Fiscalizacao e, se houver, o N.° do Auto de Infracao.

Sim, agentes fiscais da Delegacia Federal de Agricultura e do Abastecimento no
Distrito Federal visitaram o campo com mamoeiro transgénico no dia 26 de abril
de 2001. Os agentes Francisco Deusimar Barbosa e Paulo Tomoo Morimoto,
apos a visita, preencheram o termo de fiscalizacao 01/01 - SSV/DFA/DF.

Uma visita ao campo de feijoeiro transgénico foi realizada por representantes da
CTNBio (Dra. Wania Moda e Sr. Juliano), porém, até o momento, nao
recebemos nenhum termo de fiscalizagao (ou documento deste tipo)
formalizando a visita.

16. Qualquer outra ocorréncia que a CIBio julgar necessario relatar a CTNBio.
Nao ha.
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Anexo 1

Comité Interno de Biosseguranca - CIBio

Os membros abaixo tiveram seus nomes aprovados pela CTNBio, que emitiu
parecer favoravel ao novo comité na 442 Reuniao Ordinéaria, segundo Carta

n°® 0400-2/00 de 15.12.2000 encaminhada a Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Porém, em 2001, dois membros (Ana Cristina Miranda Brasileiro
e Maria Marina M.R.R.V.U.D. & Silva) solicitaram afastamento do comité for
estarem se afastando das suas atividades na Embrapa em decorréncia de licenca
maternidade e aposentadoria, respectivamente. Para ocupar os lugares vagos, o
pesquisador Francisco J. L. Aragao (membro suplente) foi efetivado como titular,
e a pesquisadora Vera Carneiro assumiu a vaga de suplente.

A pesquisadora Margot Nunes Dode foi efetivada como membro titular.

Manoel Teixeira Souza Junior Fitopatologia e Biologia Molecular de Plantas
(Presidente/ Secretéario Executivo)

Francisco José Lima Aragao Biologia Molecular/ Celular

Bruno Machado T. Walter Botanica

Edison Ryoiti Sujii Ecologia

Abi Soares dos A. Marques Introducao e Quarentena

Margot Nunes Dode Melhoramento Genético - Animal
Francisco Ricardo Ferreira Melhoramento Genético - Vegetal
Vicente Carneiro de Castro Leigo

Vera Tavares Carneiro Biologia Molecular/ Celular
Taciana Barbosa Cavalcanti Botéanica

Carmem Silva S. Pires Ecologia

Vilmar Gonzaga Introducao e Quarentena

Andréa Alves do Egito Biologia Molecular - Animal

Rui Americo Melhoramento Genético - Vegetal

Membros Natos Area de Atuacio

Luis Antonio Barreto de Castro  Chefe-Geral

Clara Oliveira Goedert Chefe-Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
José Manoel Cabral de Chefe-Adjunto de Comunicacao, Negdcios e
Sousa Dias Apoio
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Anexo 2

Projetos concluidos em 2001

01.1998.841.02 - Caracterizacdo citogenética e molecular de acessos silves-
tres e cultivados do género Capsicum.
Responsével pelo projeto: GLAucia Buso

03.1998.032.01 - Estratégia para obtencdo de um inibidor de a-amilase ativo
para Acanthoscelides obtectus.

Responsével pelo projeto: MARIA FATIMA GROSSI DE SA

03.1998.032.02 - Identificacdo de inibidores de proteinase e/ ou proteinas

toxicas que apresentem alta eficiéncia em inibir pragas de interesse agronémico.

Responséavel pelo projeto: MARIA FATIMA GROSSI DE SA

03.1999.035.01 - Identificacao de fatores ativos no controle de fitonematéides

sedentarios.
Responsével pelo projeto: MaRIA FATIMA GROSSI DE SA

03.1999.035.02 - Uso da reacdo de hipersensibilidade no controle de
fitonematodides sedentarios.
Responsavel pelo projeto: PATRiCIA MESSEMBERG GUIMARAES

03.1999.042.01 - Desenvolvimento de sistema para a obtencdo de plantas
transgénicas de soja.
Responséavel pelo projeto: ELiBio LeopoLbo RecH FiLHO

03.1999.042.02 - Desenvolvimento de sistema para a obtencdo de plantas
transgénicas de feijdo.
Responsavel pelo projeto: FrRancisco Jose Lima ARAGAO

03.1999.042.03 - Desenvolvimento de sistema para a obtencdo de plantas
transgénicas de algodéo.
Responséavel pelo projeto: ELiBio LeopoLpo RecH FiLHO

03.1999.042.04 - Desenvolvimento de sistema para a obtencdo de plantas
transgénicas de eucalipto.
Responsavel pelo projeto: ANA CRISTINA MIRANDA BRASILEIRO

11
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03.1999.042.05 - Desenvolvimento de técnicas de transformacédo genética por
eletroporacao em protoplastos e por biobalistica em células de bananeira.
Responsavel pelo projeto: Kasumitsu MATSUMOTO

03.1999.043.01 - Obtencdo de plantas transgénicas de batata contendo genes
de proteinas antimicrobianas.
Responséavel pelo projeto: ELIoNOR RiTA PEREIRA DE ALMEIDA

03.1999.043.02 - Bioensaios para avaliacao de proteinas antimicrobianas no
controle de fungos fitopatogénicos, in vitro e in vivo.
Responsavel pelo projeto: CarLoS CASTRO

Projetos em andamento em 2001 (sem conclusao)

03.2000.049.01 - Desenvolvimento de marcadores moleculares de alto
desempenho para estudos de populacées naturais de espécies arbéreas.
Responsavel pelo projeto: ANA YAMAGUISHI CIAMPI

03.2000.050.01 - Estudo dos elementos regulatérios da expressdao génica em
orgdos de reserva.
Responsavel pelo projeto: LuciLiA HELENA MARCELLINO

03.2000.050.02 - Caracterizacdo fisico-quimica e biolégica de reserva de
milheto e seus respectivos genes.
Responsével pelo projeto: EUGEN GANDER

03.2000.141.02 - Desenvolvimento de sistema para a obtencédo de plantas
transgénicas de feijao resistentes ao virus do mosaico dourado do feijoeiro.
Responsavel pelo projeto: FrRancisco Jost LiIMA ARAGAO

17.1999.199.02 - Controle da mancha anelar mediante o uso de variedade(s)
transgénica(s) de mamoeiro (Carica papaya L.) com amplo espectro de
resisténcia.

Responsével pelo projeto: MANOEL TEIXEIRA SouzA JUNIOR

19.1999.078.03 - Introducdo e expressdo de genes transgenes em cafeeiro
(Coffea spp.) através do processo biobalistico e do sistema Agrobacterium.
Responsavel pelo projeto: ANA CRISTINA MIRANDA BRASILEIRO
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Projetos prorrogados até 2002

03.1999.037.02 - Caracterizacao de seqiiéncias de cDNA relacionadas com a
apomixia de plantas de Brachiaria.
Responsével pelo projeto: VERA TAVARES DE CAMPOS CARNEIRO

17.1999.190.02 - Desenvolvimento de mamoeiros transgénicos resistentes a
fungos.
Responsével pelo projeto: MANOEL TEIXEIRA SouzA JUNIOR

Projetos novos - A iniciar em 2002

03.2002.052.02 - Abordagem transcriptona: Analise do padrdo da expressao
génica em Theobroma cacao susceptivel e resistente aos fungos Crinipellis
perniciosa.

Responséavel pelo projeto: Eugen Silvano Gander

03.2002.052.03 - Estabelecimento de uma metodologia de transformacéao
genética de cacau.
Responséavel pelo projeto: Francisco J.L. Aragao

03.2002.053.01 - Estratégia molecular de controle a pragas de graos
armazenados de feijao.
Responsével pelo projeto: Maria Fatima Grossi de Sa

03.2002.053.02 - Estratégia molecular de controle a pragas de algodao
Anthonomus grandis e Spodoptera frugisperda.
Responsével pelo projeto: Maria Fatima Grossi de Sa

03.2002.053.03 - Estratégia molecular para resisténcia a pragas de graos de
cereais.
Responsével pelo projeto: Luciane Vieira de Mello Rigden

03.2002.053.04 - Os inibidores de enzimas digestivas e seu uso no controle
da broca-do-café (Hypothenemus hampei).
Responsével pelo projeto: Maria Fatima Grossi de Sa
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03.2002.054.01 - Identificacdo de fatores e analise da expressao de genes
envolvidos na fitopatogenicidade de nematéides visando o desenvolvimento de
estratégias de controle.

Responsével pelo projeto: Maria Fatima Grossi de Sa

03.2002.054.02 - Busca de genes de resisténcia a nematoéides fitossedentarios
Meloigyne sp. em germoplasma silvestre de Arachis.
Responsavel pelo projeto: Patricia Messenberg Guimaraes

03.2002.054.03 - Mapeamento genético de locos associado a resisténcia a
Meloigyne em espécies silvestres de Arachis.
Responsével pelo projeto: Soraya Leal Bertioli

03.2002054.04 - Analise e expressao diferencial de genes em Arachis sp.
associados a resisténcia a Meligyne sp. Anthonomus grandis e Spodoptera
frugisperda.

Responsavel pelo projeto: Patricia Messenberg Guimaraes

03.2002.059.02 - Micromanipulacdo de embrides.
Responsével pelo projeto: Rodolfo Rumpf

03.2002.059.03 - Transfeccéo de fibroblastos e anélise da expressdo génica.
Responsével pelo projeto: Elibio Rech

Informacdes dos projetos concluidos no ano de 2001
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

1. Titulo do projeto 01.1998.841.02

Caracterizacédo citogenética e molecular de acessos silvestres e cultivados do
género Capsicum.

Responsavel pelo projeto: GLAuciA Buso

2. Objetivos

- Caracterizacao molecular de espécies silvestres de Capsicum coletadas na Mata
Atlantica e Amazo6nia em comparacao a acessos da América do Sul e América
Central. Fingerprinting de DNA de diferentes acessos sera analisado: a, em
centenas de locos distribuidos por todo o genoma através da técnica de AFLP
(“Amplified Fragment Length Polymorphism”); b, em regiées de baixa taxa de
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mutacao e recombinacao dos genomas cloroplastico (cpDNA) e mitocondrial
(mtDNA) através das técnicas de CAPs (Cleavage Amplified Polymorphisms) e
seqlenciamento de DNA. Dessa forma uma amostragem de regioes de alta,
média e baixa taxa de evolucao do genoma, em um grande nimero de locos,
permitira inferéncias significativas sobre aspectos evolutivos do género
Capsicum.

- Caracterizacao molecular de variedades cultivadas de pimenta e pimentdes
conservadas no Colecao de Germoplasma de Capsicum. Fingerprinting de DNA
de diferentes acessos sera analisado em centenas de locos distribuidos ao acaso
por todo o genoma através da técnica de RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”).

- Desenvolvimento e caracterizacao de locos de marcadores microssatélite para
Capsicum annuum. Uma biblioteca de clones de seqliéncias satélites sera
construida e um conjunto de locos microssatélites sera desenvolvido para
aplicacdes futuras em estudos de diversidade genética e mapeamento genético
de Capsicum.

3. Lista de OGMs produzidos/ manipulados no projeto:
900 fragmentos foram clonados em E. coli.

4. Lista de genes/fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene):
Os fragmentos continham seqliéncias repetitivas ou microssatélites.

5. Organismos transformados/genes utilizados:
E. coli (XL1-Blue).

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca:
Laboratério de Genética de Plantas, Nivel I.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estao armazenados?

Os clones foram armazenados até o seqlienciamento em geladeira prépria.
Atualmente, ndo temos mais nenhum armazenado.
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8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissdo da CTNBio):
Nenhum.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil:
Nenhum.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.
Nao se aplica.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do projeto:

Glaucia Salles Cortopassi Buso — Pesquisadora

Zilneide Pedrosa Amaral — Técnica

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nenhum.

1. Titulo do projeto 03.1998.032.01

Estratégia para obtencao de um inibidor de a-amilase ativo para Acanthoscelides
obtectus.

Responsavel pelo projeto: Maria Fatima Grossi de Sa

2. Objetivos

Estudar a interacao molecular entre a- amilases e inibidores de 4-amilases de
plantas visando a obtencao de inibidores de 4-amilases ativos contra a amilase
do bruquideo Acanthoscelides obtectus.

3. Lista de OGMs produzidos/ manipulados no projeto
Nao se aplica.

4. Lista de Genes/fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).
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Tabela 1. Elementos utilizados na construcao de vetores para determinacao da
atividade dos mutantes do inibidor Al-2

Descricao breve (referéncia bibliografica)

pATM1,pATM2, Mutantes do inibidor Al-2 obtidos, por mutacao
pATM3,pATM4,  sitio-dirigida, apds estudos da interacao molecular entre

pATMS5, pATM1 a-amilases e seus inibidores especificos ( Da Silva et al.,
1999).

Promotor PHA Promotor da proteina fito-hemaglutinina isolado do feijao
Phaseolus vulgaris (ref).

Terminador 3’'PHA Terminador da proteina fito-hemaglutinina isolado do feijao
Phaseolus vulgaris (ref).

Npt Il gene Gene neomycin phosphotransferase (Topfer et al., 1980)
originado de Escherichia coli- Kan res.

pANos Sinal de poliadenilacdo do gene nopaline sintase

Promotor 35S Promotor originado do virus do mosaico da couve-flor
(cauliflower mosaic virus-CaMV) ( Odell et al.,1985; ietrzak
et al.,1986)

Gene Gus Gene que codifica a b-glucoronidade ( Jefferson et al.,
1987. Embo J, 6: 3901-3907)

Promotor Nos Promotor do gene nopaline sintase (An, 1986;
Bevan et al., 1983) originado de Agrobacterium
tumefaciens.

Npt Il gene Gene neomycin phosphotransferase (Topfer et al., 1980)

originado de Escherichia coli.

5. Organismos transformados/ genes utilizados:
Plantas de tabaco serao transformadas nos préximos meses para testar a
atividade dos mutantes.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca:
Area de Biologia Molecular, Nivel I.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estdo armazenados?
03 Bibliotecas de cDNA armazenadas em freezer.

8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissio da CTNBio):

Nao se aplica.

17
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9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil.
Nenhum.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.
Nao se aplica.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda equipe do projeto.

Maria Fatima Grossi de Sa - Pesquisadora lll - Cenargen

Marise Coutinho Ventura - Pesquisadora Il - Cenargen

Norma Santos Paes — Técnica Especializada - Cenargen

Maria Cristina Mattar da Silva — Pesquisadora Il - Cenargen- Aluna de Doutorado,
UnB

Luciane Vieira Mello Ridgen - Pesquisadora lll - Cenargen

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nenhum.

1. Titulo do projeto 03.1998.032.02:

Identificacdo de inibidores de proteinases e/ou proteinas toxicas que apresentem
alta eficiéncia em inibir pragas de interesse econémico.

Responsavel pelo projeto: Maria Fatima Grossi de Sa

2. Objetivos:

- Identificar e/ou selecionar inibidores de proteinases com capacidade de inibir as
proteinases de pragas de importancia econdmica, tais como o bruquideo
Acanthoscelides obtectus, bicudo-do-algodoeiro Anthonomus grandis e
Rhyzopherta dominica .

- Identificar proteinas téxicas com atividade sobre as pragas acima citadas.
3. Lista de OGMs produzidos/ manipulados no projeto:

E. coli e Planta de feijao.

4. Lista de Genes/fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).
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Tabela 2: Elementos utilizados na construcao de vetores para utilizacao na
transformacao de plantas de feijao

Item pPucBarArc5lll

Arcblll gene Gene da proteina Arcelina 5C, isolado do acesso do feijao
Phaseolus vulgaris GO7771 ( Gerhardt et al., 1999)
Promotor PHA Promotor da proteina fito-hemaglutinina isolado do feijao

Phaseolus vulgaris

Terminador 3’'PHA Terminador da proteina fito-hemaglutinina isolado do feijao
Phaseolus vulgaris.

Promotor 35S Promotor do gene nopaline synthase (An, 1986;
Bevan et al., 1983) originado de Agrobacterium
tumefaciens.

Terminador35S Terminador originado do virus do mosaico da couve-flor
(caulimoflower mosaic virus — CaMV) (Odell et al., 1985;
Pietrzak et al., 1986)

Bar Gene de resisténcia bialaphos que codifica para a
phosphinothricin acetyltransferase (PAT) ( Akama et al.,
1995, Plant Cell Reports 14:450-454)

Item pPucBarArc5IV

Arcb5/Vgene Gene de Arcelina, isolado do acesso do feijao Phaseolus
vulgaris GO7771 ( Gerhardt et al., 2000)
Promotor PHA Promotor da proteina fito-hemaglutinina isolado do feijao

Phaseolus vulgaris .
Terminador 3’'PHA Terminador da proteina fito-hemaglutinina isolado do feijao

P. vulgaris.

Promotor 35S Promotor do gene nopaline sintase (An, 1986;
Bevan et al., 1983) originado de Agrobacterium
tumefaciens.

Terminador35S Terminador originado do virus do mosaico da couve-flor

(caulimoflower mosaic virus — CaMV) (Odell et al., 1985;
Pietrzak et al., 1986)

Bar Gene de resisténcia bialaphos que codifica para a
phosphinothricin acetyltransferase (PAT) ( Akama et al.,
1995, Plant Cell Reports 14:450-454)
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Item pPucBarAl2

aAl2gene Gene que codifica para o inibidor de a-amilaseAl-2, isolado
do acesso do feijao Phaseolus vulgaris G12954 com
atividade para Zabrotes subfasciatus (Grossi de Sa et al.,
1997).

Promotor PHA Promotor da proteina fito-hemaglutinina isolado do feijao
P. vulgaris.

Terminador 3’'PHA Terminador da proteina fito-hemaglutinina isolado do feijao
Phaseolus vulgaris.

Promotor 35S Promotor do gene nopaline synthase (An, 1986;
Bevan et al., 1983) originado de Agrobacterium
tumefaciens.

Terminador 35S Terminador originado do virus do mosaico da couve-flor
(caulimoflower mosaic virus — CaMV) (Odell et al., 1985;
Pietrzak et al., 1986).

Bar Gene de resisténcia bialaphos que codifica para a
phosphinothricin acetyltransferase (PAT) ( Akama et al.,
1995, Plant Cell Reports 14:450-454).

Item pPucBarchag

Chagasina gene Gene da proteina chagasina, um inibidor de cisteina

proteinase isolado de Trypanosoma cruzi com atividade para
os bruquideos Zabrotes subfasciatus, Acanthoscelides
obtectus e Callosobruchus maculatus (Monteiro et al.,2000,
In preparacao)

Promotor PHA Promotor da proteina fito-hemaglutinina isolado do feijao
Phaseolus vulgaris .

Terminador 3’'PHA Terminador da proteina fito-hemaglutinina isolado do feijao
Phaseolus vulgaris.

Promotor 35S Promotor do gene nopaline sintase (An, 1986;
Bevan et al., 1983) originado de Agrobacterium
tumefaciens.

Terminador35S Terminador originado do virus do mosaico da couve-flor

(caulimoflower mosaic virus — CaMV) (Odell et al., 1985;
Pietrzak et al., 1986)

Bar Gene de resisténcia bialaphos que codifica para a
phosphinothricin acetyltransferase (PAT) (Akama et al.,
1995, Plant Cell Reports 14:450-454)
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Tabela 3. Elementos utilizados na construcao de vetores para utilizacao na
transformacao de plantas de algodao.

Item pBIuAHAS-SKTI

Gene SKTI Gene do inibidor Kunitz de serina-proteinase, isolado de
soja com atividade sobre o bicudo-do-algodoeiro
(Franco et al., 2000)

Promotor 35S Promotor do gene 35S do virus do mosaico da couve-flor
(CaMV) (Odell et al., 1985, Pietrzak et al., 1986) —

promotor dobrado

pAQOct Sinal de poliadenilacdo do gene da octopina sintase

Prom Ahas Promotor do gene Ahas

Ahas Gene Ahas

Abhas ter Terminador do gene Ahas

Amp Marcador de selecao bacterian-ampicilina res.

Obs.: Vetor base pAC 321 (obtido pela clonagem do cassete de expressdo do AHAS no sitio de
Xba | do pBluescript). Clonagem obtida pela clonagem do cassete de expressdo do SKTI no sitio de

Not | no pAC321.

Item pUCEA1

Promotor 35S Promotor do gene 35S do virus do mosaico da couve-flor
(CaMV) (Odell et al., 1985; Pietrzak et al., 1986).
Hyg Gene da higromicina-fosfo-transferase, que confere

resisténcia ao antibidético higromicina
(Becker D. 1990. NAR 18:203).

pA35S Sinal de poliadenilacao do gene 35S.

uceAl Promotor, 5" UTR e 12 primeiros aminoacidos da
extremidade N-terminal do gene de proteina de conjugacéao a
ubiquitina de algodao (sense).

Gus Gene da b-glucoronidase (uidA) (Jefferson RA. 1987.
EMBO J. 6: 3901-3907).

pAnos Terminador do gene nopalina sintase.

nptll Gene de neomicina-fosfo-transferase, que confere resisténcia

ao antibidtico Kanamicina.

Obs.: Inserto (promotor uceA1) clonado nos sitios de Nco | e Spe | do pPCAMBIA1391 a fim de entrar em

fase com o gene Gus.
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Item pUCEAG6

Promotor 35S Promotor do gene 35S do virus do mosaico da couve-flor
(CaMV) (Odell et al., 1985; Pietrzak et al., 1986).
Hyg Gene da higromicina-fosfo-transferase, que confere

resisténcia ao antibiético higromicina
(Becker D. 1990. NAR 18:203).

pA35S Sinal de poliadenilacao do gene 35S.

uceAl Promotor, 5 UTR e 12 primeiros aminoacidos da
extremidade N-terminal do gene de proteina de conjugacao a
ubiquitina de algodao (anti-sense).

Gus Gene da b-glucoronidase (uidA) (Jefferson RA. 1987.
EMBO J. 6: 3901-3907).

pAnos Terminador do gene nopalina sintase.

nptll Gene de neomicina-fosfo-transferase, que confere resisténcia

ao antibiético Kanamicina.

Obs.: Construcdo idéntica ao pUCEA1, mas com o promotor na orientacdo anti-sense.

Tabela 4. Elementos utilizados na construcao de vetores para utilizacao na
transformacao de plantas de trigo

Item pPucBarchag

Chagasina gene Gene da proteina chagasina, um inibidor de cisteina
proteinase isolado de Trypanosoma cruzi
(Monteiro et al., 2000, In preparacao)

Promotor PHA Promotor da proteina fito-hemaglutinina isolado do feijao
Phaseolus vulgaris .

Terminador 3’'PHA Terminador da proteina fito-hemaglutinina isolado do feijao
Phaseolus vulgaris.

Promotor 35S Promotor do gene nopaline synthase
(An, 1986; Bevan et al., 1983) originado de
Agrobacterium tumefaciens.

Terminador35S Terminador originado do virus do mosaico da couve-flor
(caulimoflower mosaic virus — CaMV) (Odell et al., 1985;
Pietrzak et al., 1986)

Bar Gene de resisténcia bialaphos que codifica para a
phosphinothricin acetyltransferase (PAT) (Akama et al.,
1995; Plant Cell Reports 14:450-454)
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5. Organismos transformados / genes utilizados:

- Plantas de feijao foram transformadas com os genes acima citados
( Arcblll, Arc51V, aAl2 e chagasina), e nos préximos meses estas serao
analisadas e testadas quanto a atividade para os bruquideos—pragas.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
Area de Biologia Molecular, Nivel I.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estao armazenados?
03 Bibliotecas de cDNA armazenadas em freezer.

8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissio da CTNBio).
Nao se aplica.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil. Listar instituicdes/
organismos/ tipos de marcas. Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB
da instituicao que recebeu o material.

Nenhum.

10. Descrever de forma clara se as informacoes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.
Nao se aplica.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do projeto.

Maria Fatima Grossi de S& - Pesquisadora lll - Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Marise Coutinho Ventura - Pesquisadora Il - Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Norma Santos Paes — Técnica Especializada - Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Luciane Vieira Mello Ridgen - Pesquisadora Ill — Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Ana Carolina dos Santos Monteiro — estudante de doutorado — UFRJ
Osmundo de Oliveira Brilhante - aluno de doutorado -UnB

Franscislete Mello - aluna de doutorado - UnB

Octavio Franco - Aluno de doutorado - UnB

Simoni Dias — Aluna de doutorado - UnB

Jodo Nogueira Aguiar - Recém-Doutor - CNPq
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12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nenhum.

1. Titulo do projeto 03.1998.035.01:

Identificacdo de fatores protéicos ativos no controle de fitonematdides
sedentarios.

Responsavel pelo projeto: Maria Fatima Grossi de Sa

2. Objetivos

Identificar e/ ou selecionar fatores protéicos (inibidores de proteinases e protéicas
téxicas) com capacidade sobre os fitonematdides sedentarios Meloidogne spp. e
Heterodera spp.

3. Lista de OGMs produzidos/ manipulados no projeto.
E. coli.

4. Lista de Genes/ fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene):

Tabela 5. Elementos utilizados na construcao de vetores para utilizacdo na
transformacao de plantas de soja

Item p100Hg

Promotor 35S Promotor do gene 35S do virus do mosaico da couve-flor
(CaMV) (Odell et al., 1985; Pietrzak et al., 1986).
Hgprcys Porcdo génica que codifica a pré-regido da proteinase

cisteinica isolada de Heterodera glycines.

pANos Sinal de poliadenilacao do gene nopaline synthase

Pnos Promotor do gene da nopaline synthase (An, 1986;
Bevan et al., 1983) originado de Agrobacterium
tumefaciens.

Nptll gene Gene neomycin phosphotransferase (Topfer et al., 1980)

originado de Escherichia coli- Kan res

Continua
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Continuacdo da Tabela 5.
pAg 7 Sinal de poliadenilacao do gene 7
pANos Sinal de poliadenilacao do gene da nopaline sintase

Obs.: p100Hg: Vetor base pGPTV-Kan (Becker D, Kemper E, Sehall J and Mastersan R, 1992. New Plant
binary vectors with selectable markers located proximal to the left T-DNA border. Plant Mol Biol. 20:

1195-1197).

Item p54Hg

Promotor 4xB5+ A Promotor do gene 35S- dominio B5 repetido em “Tandem”
4 vezes (Bertioli et al., 1999. Mol Plant Microbe Int. 12(3):
189-196)

Hgprcys Porcéo génica que codifica a pré-regido da proteinase
cisteinica isolada de Heterodera glycines.

PANos Sinal de poliadenilacdo do gene da nopaline synthase

Pnos Promotor do gene da nopaline synthase (An, 1986; Bevan
et al., 1983) originado de Agrobacterium tumefaciens.

Nptll gene Gene neomycin phosphotransferase (Topfer et al., 1980)
originado de Escherichia coli- Kan res

PAg 7 Sinal de poliadenilacao do gene 7

Obs: Vetor com construcao idéntica ao p100Hg no qual o promotor 35S esta substituido pelo promotor

4xB5 + 4 que corresponde ao dominio B5 do promotor 35S repetido 4 vezes em Tandem.

Promotor UCES Promotor do gene de conjugacao a ubiquitina de soja da
familia Leubc4 (Batista et al., em preparacao)

Gene Gus Gene que codifica a b-glucoronidade (Jefferson et al.,
1987. EMBO J, 6: 3901-3907)

pA35S Sinal de poliadenilacdo do gene 35S

Promotor 35S Promotor do gene 35S do virus do mosaico da couve-flor
(CaMV) (Odell et al., 1985; Pietrzak et al., 1986).

Gene Hyg Gene da higromicina-fosfo-transferase (Becker,1990.
Nucleic Acids Res 18: 203)

pAnos Sinal de poliadenilacdo do gene da nopalina synthase

Gene Nptll Gene neomycin phosphotransferase (Topfer et al., 1980)

originado de Escherichia coli- Kan res

Obs.: Vetor base = pCAMBIA 1391Z.
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Item pUCES8.3

Promotor 35S Promotor do gene 35S do virus do mosaico da couve-flor
(CaMV) (Odell et al., 1985; Pietrzak et al., 1986).

Hyg Gene da higromicina-fosfo-transferase, que confere
resisténcia ao antibidtico higromicina (Becker D. 1990.
NAR 18:203).

pA35S Sinal de poliadenilacao do gene 35S.

UCESS8.3 Promotor, 5 UTR e 12 primeiros aminoacidos da

extremidade N-terminal do gene de proteina de conjugacao a
ubiquitina de soja (sense).

Gus Gene da b-glucoronidase (uidA) (Jefferson RA. 1987.
EMBO J. 6: 3901-3907).

pAnos Terminador do gene nopalina sintase.

nptll Gene de neomicina-fosfo-transferase, que confere resisténcia

ao antibiético Kanamicina.

Obs.: Inserto (promotor uceS8.3) clonado no sitio de EcoR | do pCAMBIA1391Xc a fim de entrar em fase

com o gene Gus.

Item pUCES8.8

Promotor 35S Promotor do gene 35S do virus do mosaico da couve-flor
(CaMV) (Odell et al., 1985; Pietrzak et al., 1986).

Hyg Gene da higromicina-fosfo-transferase, que confere
resisténcia ao antibiético higromicina (Becker D. 1990.
NAR 18:203).

pA35S Sinal de poliadenilacdo do gene 35S.

UCESS8.3 Promotor, 5 UTR e 12 primeiros aminoacidos da

extremidade N-terminal do gene de proteina de conjugacao a
ubiquitina de soja (anti-sense).

Gus Gene da b-glucoronidase (uidA) (Jefferson RA. 1987.
EMBO J. 6: 3901-3907).

pAnos Terminador do gene nopalina sintase.

nptll Gene de neomicina-fosfo-transferase, que confere resisténcia

ao aitibidtico Kanamicina.

Obs.: Construcdo idéntica ao pUCES8.3, mas com o promotor na orientacdo anti-sense.
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5. Organismos transformados/genes utilizados.
Vide acima.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
Area de Biologia Molecular, Nivel |.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estdo armazenados?
03 Bibliotecas de cDNA armazenadas em freezer.

8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissdo da CTNBio).
Nao se aplica.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil. Listar instituicdes/
organismos/ tipos de marcas. Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB
da instituicdo que recebeu o material.

Nenhum.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.
Nao se aplica.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do projeto.

Maria Fatima Grossi de S& - Pesquisadora |ll - Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Patricia Messemberg- Pesquisadora Il - Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Marise Coutinho Ventura - Pesquisadora Il - Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Norma Santos Paes — Técnica Especializada - Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Osmundo de Oliveira Brilhante- aluno de doutorado — UnB

Francine Barbosa da Silva- aluna de doutorado - UnB

Joao Nogueira Aguiar- Recém Doutor - CNPq

Paulo Mendes- aluno de graduacao -UnB



28

Relatério Anual de Biosseguranca da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
2001

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nenhum.

1. Titulo do projeto 03.1999.035.02:
Uso da reacédo de hipersensibilidade no controle de fitonematoides sedentarios
Responsavel pelo projeto: Patricia Messemberg

2. Objetivos

Prospeccao de genes de resisténcia a Meloidogyne sp. em germoplasma,
silvestre e de fatores com efeito nematicida (inibidores de proteases ou amilases)
a serem incorporados em culturas de importancia econémica.

3. Lista de OGMs produzidos/manipulados no projeto.
Escherichia coli strain XL-Blue
Plantas de fumo (Nicotiana tabacum)

4. Lista de genes/fragmentos introduzidos. (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).

DNA gendmico de Arachis sp.

Gene da tar1 - lectina

Gene cpti - inibidor de tripsina de caupi

Gene uidA (Gus)- b-glucuronidase

5. Organismos transformados/genes utilizados.
Plantas de fumo / gen da tar1, cpti e Gus
Escherichia coli / DNA gendmico de Arachis sp.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
Casa de vegetacao N ° 30 - devidamente equipada e autorizada para
crescimento e multiplicacao de plantas transgénicas. Laboratério de Protecao de
plantas, prédio da Biotecnologia, autorizado para manipulacdo de OGMs do
tipo 1.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estdo armazenados?
Cerca de 1.000 clones de E. coli contendo DNA gendémico de Arachis sp.,
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mantidos em freezer (-80). Cerca de 100 plantas de fumo em casa de vegetacao
(N° 30).

8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissio da CTNBio).
Nao ha.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil. Listar instituicdes/
organismos/tipos de marcas. Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB da
instituicao que recebeu o material.

Nao ha.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/patente/projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.
Nao ha.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do projeto Pesquisadores da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia:

Patricia Messenberg Guimaraes - Pesquisadora Ill- Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Soraya Leal Bertioli - Pesquisador Il

David Bertioli, Professor UCB

Divino Pires, Estudante UnB

Marilia Bruso Leon, Estudante UnB

Ana Amélia Peixoto, Estudante UnB

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao ha.

1. Titulo do projeto 03.1999.042.01:
Desenvolvimento de sistema para a obtencao de plantas transgénicas de soja.
Responsavel pelo projeto: Elibio Leopoldo Rech Filho

2. Objetivos
Desenvolvimento de plantas transgénicas de soja.

29
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3. Lista de OGMs produzidos/manipulados no projeto.
Soja.

4. Lista de genes/ fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).

ahas = herbicida

hgh = horménio do crescimento humano

ish = insulina humana

gus = marcador

5. Organismos transformados/genes utilizados.
Escherichia coli = ampicilina, kanamicina
Soja = hgh, ish, ahas, gus.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
Area de Biologia Celular Nivel I.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado:
Aproximadamente quantos clones estao armazenados?
Sementes e DNA.

8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissdo da CTNBio).
Nao se aplica.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil. Listar instituicdes/
organismos/ tipos de marcas. Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB
da instituicao que recebeu o material.

Nao se aplica.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.
Nao se aplica.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do projeto

Elibio L. Rech, PhD, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Francisco J.L. Aragao, PhD, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Adilson Leite, PhD, UNICAMP, CBMEG

Cristiano Lacorte, Pesquisador, MSc, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia
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Sergio Abud, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Giovanni Vianna, estudante UnB

Alexandre Povoa, estudante UnB

Nicolau Brito da Cunha, estudante UnB

Thais Almeida, estudante UnB

Margareth das Mercés Albino, estudante UCB

Luiz Lemos, técnico da UCB

Warley Almeida, técnico

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacado acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao houve problemas.

1. Titulo do projeto 03.1999.042.02:
Desenvolvimento de sistema para a obtencéo de plantas transgénicas de feijdo.
Responsavel pelo projeto: Francisco José Lima Aragao

2. Objetivos
Obtencao de plantas de feijao com resisténcia ao herbicida glifosinato de amoénia.

3. Lista de OGMs produzidos/ manipulados no projeto.
E. coli e feijao.

4. Lista de genes/ fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).
Gene bar, que confere resisténcia ao glifosinato de amoénia (GA).

5. Organismos transformados/genes utilizados.
Feijao / gene bar.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
Area de Biologia Celular, Nivel I.
Casa de vegetacao 31, Casa de vegetacao 25-D.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estdo armazenados?
Armazenados em camara fria (sementes), cerca de 15 clones.
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8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissdo da CTNBio).
Nenhum no ano de 2001.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil. Listar instituicdes/
organismos/ tipos de marcas. Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB
da instituicao que recebeu o material.

Nao ocorreu.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.
Nao se aplica.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda equipe do projeto:

Francisco Aragao, PhD, Pesquisador Ill - Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Giovanni R. Vianna - Estudante da UnB

Barbara Dias, Estudante da UCB

Elibio Rech, PhD, Pesquisador - Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Margareth das Mercés Albino - Estudante da UCB

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao ocorreram acidentes.

1. Titulo do projeto 03.1999.042.03:
Desenvolvimento de sistema para obtencao de plantas transgénicas de algodéo.
Responsavel pelo projeto: Elibio Leopoldo Rech

2. Objetivos
Desenvolvimento de plantas transgénicas de algodao

3. Lista de OGMs produzidos/manipulados no projeto:
E. coli.
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4. Lista de genes/ fragmentos introduzidos. (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).

a. ahas = Tolerancia a Herbicida

b. nptll = Resisténcia a canamicina

c. gus = Reporter

5. Organismos transformados/ genes utilizados.
Algodao = GUS/ahas

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
Area de Biologia Celular, Nivel I.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estdo armazenados?
Sementes DNA.

8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissao da
CTNBio).
Nao Houve.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil. Listar instituicdes/
organismos/ tipos de marcas. Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB
da instituicao que recebeu o material.

Nao Houve.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda equipe do projeto.

Elibio Leopoldo Rech Filho, Pesquisador Ill, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Francisco J. L. Aragao, Pesquisador Ill, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Sergio Abud, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Giovanni Vianna, Estudante UnB

Margareth Albino, Estudante UCB

Luiz Lemos, técnico

Warley Almeida, técnico
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12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao houve problemas.

1. Titulo do projeto 03.1999.042.04:

Desenvolvimento de sistema para a obtencdo de plantas transgénicas de
eucalipto.

Responsavel pelo projeto: Ana Cristina Miranda Brasileiro

2. Objetivos

Desenvolver um sistema de transformacao genética para genétipos-elite de
eucalipto (Eucalyptus grandis e E. grandis x E. urophylla) através do processo
biobalistico e do sistema Agrobacterium.

3. Lista de OGMs produzidos/ manipulados no projeto.

Linhagem XL1 de Escherichia coli contendo o vetor pAG1.

Linhagem EHA105 de Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor binério
pCAMBIA2301.

Linhagem EHA 105 de Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor binério
pCAMBIAAHAS.

Linhagem LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens contendo o vetor binério
pCAMBIA1391Z.

4. Lista de genes/ fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).

Gene nptll: codifica para a enzima Neomicina Fosfostranferase Il que confere
resisténcia aos antibiéticos aminoglicosilados.

Gene hpt: codifica para a enzima Higromicina Fosfostranferase que confere
resisténcia ao antibiético higromicina.

Gene gus: gene repoérter que codifica para a enzima B-Glucuronidase.

Gene ahas: codifica para a enzima Acetolactate Sintase que confere resisténcia
aos herbicidas Sulfonilureas e Imidazolinonas.

5. Organismos transformados/ genes utilizados.

Eucalipto (Eucalyptus grandis) e seu hibrido E. grandis x E. urophylla
Alamo (Populus tremula x P. alba).
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6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
Area de Biologia Celular, Nivel I.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estao armazenados?

As 2 linhagens de Escherichia coli e as 3 linhagens de Agrobacterium
tumefaciens sao armazenadas em STAB, mantidos a 4°C.

8. Nimero de experimentos de campo (correlacionar com permissao da CTNBio).
Nao se aplica.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil. Listar instituicdes/
organismos/ tipos de marcas. Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB
da instituicdo que recebeu o material.

Nao se aplica.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.
Este projeto é realizado em colaboracao com Embrapa Florestas (PR).

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do projeto:

Ana Cristina Miranda Brasileiro, Pesquisadora lll, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

Cristiano Lacorte, Pesquisador Il, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Claudia Rodriguez Studart Guimaraes, mestranda (UnB), Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia.

Laudete Maria Sartoretto, estudante de doutorado (UnB), Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia.

Fabricio Morais Rosa, Bolsista ITI da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (20 horas semanais).

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao se aplica.



36

Relatério Anual de Biosseguranca da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
2001

1. Titulo do projeto 03.1999.042.05:

Desenvolvimento de técnicas de transformacédo genética por eletroporacdo em
protoplastos e por biolistica em células de bananeira.

Responsavel pelo projeto: Kasumitsu Matsumoto

2. Objetivos

Desenvolvimento das técnicas de transformacao genética por eletroporacao em
protoplastos e bombardeamento de particulas (biobalisticas) em células
embriogénicas de bananeiras, a fim da obtencao de bananeiras transformantes
gue expressam genes de proteinas anteflngicas.

3. Lista de OGMs produzidos/ manipulados no projeto.
Banana.

4. Lista de genes/fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).

- GUS

- AHAS

- NPT I

- MAGAININ 2

5. Organismos transformados/ genes utilizados.
Células e plantulas de banana.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
- Area de Biologia Celular, Nivel |.

- Casa de vegetacao 31.

- Casa de vegetacao 25-D.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estao armazenados?
Armazenados em sala de cultura (in vitro), 71 clones.

8. NUimero de experimentos de campo (correlacionar com permissdao da CTNBio).
Nenhum.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil. Listar instituicdes/
organismos/ tipos de marcas. Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB
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da instituicao que recebeu o material.
Nenhum.

10. Descrever de forma clara se as informacoes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.
Nao se aplica.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do projeto:

Kazumitsu Matsumoto, Pesquisador lll, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Manoel T. Souza Junior, Pesquisador Ill, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Francisco Aragao, Pesquisador Ill, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Elibio Leopoldo Rech, Pesquisador Ill, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Lucymeire S. Morais, Técnica, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia/UCB
Giovanni R. Vianna (Estudante, PG- UnB)

Paulo César Alves (Estudante, UniCEUB)

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao houve.

1. Titulo do projeto 03.1999.043.01:

Obtencéo de plantas transgénicas de batata contendo genes de proteinas
antimicrobianas.

Responsavel pelo projeto: Elionor Rita Pereira de Almeida

2. Objetivos
Obtencao de plantas de batata contendo combinagcao de genes que codificam
para proteinas de acao antifungica.

3. Lista de OGMs produzidos/manipulados no projeto.
E. coli e batata contendo construgcdes com os genes abaixo mencionados.

4. Lista de Genes/fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).
higromicina, 35S, kanamicina, AP-24, glucanase, RIP e quitinase
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5. Organismos transformados/genes utilizados.

Batata, E. coli, Agrobacterium tumefaciens.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
Laboratério de Biologia Molecular Vegetal.

Area de Biologia Celular, Nivel I.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estao armazenados?
Armazenados em camara fria (tubérculos), cerca de 28 clones.

8. NUimero de experimentos de campo (correlacionar com permissdao da CTNBio).
Nenhum.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil.
Nenhum.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.

Sim. H4 um contrato particular entre a EMBRAPA e representantes de
laboratérios em paises da Comunidade Européia de nao usar comercialmente os
produtos contendo os genes RIP e quitinase (portanto, uso permitido apenas
para fins de pesquisa). Quanto aos direitors de uso dos genes de osmotina e
glucanase esta sendo negociado entre a EMBRAPA e o CIGB (Centro de
Investigacdo em Biotecnologia) de Cuba.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do subprojeto:

Carlos Castro, Pesquisador Ill, Embrapa Recursos Genéticose Biotecnologia
Elionor Rita Pereira de Almeida, Pesquisador Ill, Embrapa Recursos Genéticose
Biotecnologia

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberagcao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao ocorreram acidentes.

1. Titulo do projeto 03.1999.043.02:

Bioensaios para avaliacdo de proteinas antimicrobianas no controle de fungos
fitopatogénicos, in vitro e in vivo.

Responsavel pelo projeto: Carlos Castro
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2. Objetivos

a. Clonar genes de proteinas antifungicas (incluindo RIP, quitinase, osmotina e
glucanase) em vetores de expressao (E. coli ou levedura) para testar a
capacidade de inibicao de crescimento de fungos in vitro.

b. avaliar, sob condi¢cdes controladas, a reacao de plantas transgénicas

contendo esses genes em combinacao (RIP + quitinase e osmotina + glucanase)
quanto a suscetibilidade aos fungos Phytophthora infestans e Rhizoctonia solani.

3. Lista de OGMs produzidos/manipulados no projeto.
E. coli, Agrobacterium tumefaciens, batata (cv. Bintje) e fumo (cv. Xanthi)
contendo construgdes com os genes abaixo mencionados.

4. Lista de genes/fragmentos introduzidos. (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).
higromicina, 35S, kanamicina, AP-24, glucanase, RIP e quitinase.

5. Organismos transformados/genes utilizados.
batata, fumo, E. coli, Agrobacterium tumefaciens.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
Area de Biologia Molecular, Nivel |.
Casa de vegetacao 25-B.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estao armazenados?

Culturas bacterianas armazenadas em glicerol a —70 C (freezer no PBI-Cenargen)
Armazenados em camara fria (tubérculos), cerca de 28 clones.

8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissio da CTNBio).
Nenhum.

9. Material enviado para outras instituicées no Brasil.
Nenhum.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/patente/projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.

Sim. H4 um contrato particular entre a EMBRAPA e representantes de
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laboratérios em paises da Comunidade Européia de ndo usar comercialmente os
produtos contendo os genes RIP e quitinase. A utilizacao dessas construcdes é
permitida apenas para fins de pesquisa. Quanto aos direitos de uso dos genes de
osmotina e glucanase esta sendo negociado entre a EMBRAPA e o CIGB

(Centro de Investigacao em Biotecnologia) de Cuba.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda equipe do projeto.

Carlos Castro

Elionor Rita Pereira de Almeida

Antonio Furtado Neto, Técnico Nivel Superior

Catarina Villas de Souza, Estudante

Marcelo Andrade Reis, Estudante

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
N&o ocorreram acidentes.

Informacdes sobre os projetos em andamento em 2001

1. Titulo do projeto 03.2000.049.01:

Desenvolvimento de marcadores moleculares de alto desempenho para estudos
de populacées naturais de espécies arboreas.

Responsavel pelo projeto: Ana Yamaguishi Ciampi

2. Objetivos

a. Desenvolvimento de marcadores moleculares co-dominantes e multialélicos
baseados em microssatélites para seis espécies arbéreas tropicais de grande
relevancia econémica e em risco de extincao.

b. Desenvolvimento e disponibilizacdo para a comunidade cientifica de uma
bateria de pelo menos 5 locos microssatélites com heterozigosidade média >
0.7 para estudos de genética de populagdes para cada uma das seis espécies
tropicais.

3. Lista de OGMs produzidos/manipulados no projeto.
Clones de E. coli.
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4. Lista de Genes/fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).
Regido de repetitivas AG/TC de arbdéreas nativas.

5.0rganismos transformados/genes utilizados.
Clones positivos para miniprep de plasmideos pGEM T.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
Laboratério de Genética de Plantas, Nivel I.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estdo armazenados?
Conservacao em placas, na geladeira por periodo curto.

8. Nimero de experimentos de campo (correlacionar com permissao da CTNBio).

Nao se aplica.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil.

Nao enviado.

Listar instituicdes/organismos/tipos de marcas. Indicar o meio de transporte e o
numero de CQB da instituicao que recebeu o material.

Nao se aplica.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.
Nao se aplica.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do projeto.

Ana Yamaguishi Ciampi, Pesquisadora Ill, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Glaucia Salles Cortopassi Buso, Pesquisadora, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Zilneide P. S. Amaral, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia

Christina Vinson — Bolsista Mestranda UFPA

Andrielle Camara Amaral - estagiéria Iniciacao Cientifica

Valci P. da Silva — estagiério nivel médio

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacado acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao se aplica.
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1. Titulo do projeto 03.2000.050.01:
Estudo dos elementos regulatdrios da expressdo génica em dérgéos de reserva.
Responsavel pelo projeto: Lucilia Helena Marcelino

2. Objetivos
Identificar e caracterizar genes de proteinas de reserva e seus potenciais
elementos reguladores

3. Lista de OGMs produzidos/manipulados no projeto.
Bactérias para fins de clonagem e analise sequencial: E. colli.

4. Lista de genes/fragmentos introduzidos. (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene)

a. opaque-2 de milho, coix e milheto.

b. gene ptl4 de mandioca (um gene codificante para uma proteina da raiz de
mandioca).

5. Organismos transformados/genes utilizados: vide acima.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca:
Area de Biologia Molecular, Nivel |.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estao armazenados?
250 clones de DNA plasmidial conservados a —20 centigrados.

8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissdao da CTNBio).
Nenhum.

9. Material enviado para outras instituicées no Brasil.

Nenhum.

Listar instituicdes/organismos/tipos de marcas

Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB da instituicao que recebeu o
material

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/patente/projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.
Nao sao.
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11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do projeto.

Lucilia Marcellino, Pesquisador Il

Eugen Gander, Pesquisador Il

Claudia Regina Batista de Souza, estudante

Elionor R. P.de Almeida, Pesquisador IlI

Antonio Furtado Neto, Técnico Superior

Renan da Silva Goncalves, estagiario

Eliza Maria Pavin, estagiaria

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao houve.

1. Titulo do projeto 03.2000.050.02:

Caracterizacdo fisico-quimica e biolégica de reserva de milheto e seus respectivos
genes.

Responsavel pelo projeto: Eugen Gander

2. Objetivos
Identificar e caracterizar genes de proteinas de reserva e seus potenciais
elementos reguladores

3. Lista de OGMs produzidos/manipulados no projeto
Bactérias para fins de clonagem e analise sequencial: E. coli

4. Lista de genes/fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).

a. opaque-2 de milho, coix e milheto.

b. gene ptl4 de mandioca (um gene codificante para uma proteina da raiz de
mandioca)

5. Organismos transformados/genes utilizados: vide acima.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca:
Area de Biologia Molecular, Nivel I.
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7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estdo armazenados?
250 clones de DNA plasmidial conservado a —20 centigrados.

8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissdo da CTNBio):
Nenhum.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil: Nenhum. Listar
instituicdes/organismos/tipos de marcas.

Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB da instituicao que recebeu o
material.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/patente/projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.
Nao sao.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do projeto:

Eugen Gander, Pesquisador Il

Lucilia Marcellino, Pesquisador Il

Claudia Regina Batista de Souza, Estudante

Elionor R.P.de Almeida, Pesquisadora Il

Antonio Furtado Neto, Técnico Nivel Superior

Renan da Silva Goncalves, Estagiario

Eliza Maria Pavin, Estagiaria

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao houve.

1. Titulo do projeto 03.2000.141.02:

Desenvolvimento de sistema para a obtencéo de plantas transgénicas de feijdo
resistentes ao virus do mosaico dourado do feijoeiro

Responsavel pelo projeto: Francisco Aragao

2. Objetivos
Obtencao de plantas com os genes AC123 do MD do feijoeiro.
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3. Lista de OGMs produzidos/ manipulados no projeto.
E. coli e feijoeiro contendo seqliéncias do VMD.

4. Lista de Genes/ fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas.
conferidas pelo gene).
Ac1, AC2, AC3 do BGMV, bar.

5. Organismos transformados/genes utilizados.
E. coli; feijao / AC1, AC2, ACS.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
Area de Biologia Celular, Nivel I.

Casa de vegetacao 31

Casa de vegetacao 25-D

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estao armazenados?
Armazenados em camara fria (sementes), cerca de 35 clones.

8. NUimero de experimentos de campo (correlacionar com permissao da CTNBio).
Nenhum.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasi. Listar instituicoes/
organismos/ tipos de marcas. Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB
da instituicao que recebeu o material em 4 linhagens trangénicas de feijao que
contem o gene bar e AC123 do VMDF. Enviadas para a Embrapa Arroz e Feijao.
Envio comunicados a CIBio.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto

de sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.

Nao se aplica.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e

instituicao de toda a equipe do projeto:

Francisco Aragao, Pesquisador Ill, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Giovanni R. Vianna, Estudante da UnB

Barbara Dias, Estudante da UCB

Margareth das Mercés Albino, Estudante UCB

Lilian de Mesquita Silva, Estudante da UCB
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12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao ocorreram acidentes.

1. Titulo do projeto 17.1999.199.02:

Controle da mancha anelar mediante o uso de variedade(s) transgénica(s) de
mamoeiro (Carica papaya L.) com amplo espectro de resisténcia.
Responséavel pelo projeto: Manoel Teixeira Souza Janior

2.0bjetivos.

- Caracterizar a variabilidade genética do virus da mancha anelar (PRSV, Papaya
ringspot potyvirus).

- Desenvolver uma variedade de mamoeiro do grupo solo com amplo espectro de
resisténcia aos isolados brasileiros de PRSV.

Lista de OGMs produzidos/manipulados no projeto.

- Mamoeiros (Carica papaya L.): Plantas Ro (TL2B, TL6A, TL6B, TL7F, TL7G,
TL8C, TL13F, TL17E, TL21D, TL22A, TL24B, UM1A, UM1G, UM4A, UMG6F,
UM6H, UM7A, UM7C, UM7D, UM8A, UM11D, UM15B, UM17H, UM17I,
UM18E, TM1A, TM8A, TM8B, TS1J, TS10, TS5F, TS6l, TS7F, e TS8B.) e
Plantas R1 [(UM7CxUM1G) e UMGHXTL2A)].

- E. coli (XL1-Blue) contendo vetor pGEM com gene da capa proteica de

12 isolados brasileiros de Papaya ringspot virus (PRSV).

4. Lista de genes/ fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).
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Tabela 6. Elementos do plasmideo utilizado no desenvolvimento das linhas de
mamoeiros transgénicos.

Descricao breve (referéncia bibliografica)

PRSV cp gene Gene da capa protéica do isolado Brasil.Bahia do virus da
mancha anelar do mamoeiro / Papaya ringspot virus (PRSV)
(Souza Jr., 1999).

Promotor 35S Promotor originado do virus do mosaico da couve-flor
(caulimoflower mosaic virus — CaMV) (Odell et al., 1985;
Pietrzak et al., 1986).

Terminador 35S Terminador originado do virus do mosaico da couve-flor
(caulimoflower mosaic virus — CaMV) (Odell et al., 1985;
Pietrzak et al., 1986).

Promotor nos Promotor do gene nopaline synthase (An, 1986;
Bevan et al., 1983) originado de Agrobacterium
tumefaciens.

Npt Il gene Gene neomycin phosphotransferase (Topfer et al., 1980)
originado de Escherichia coli.

Gent gene Gene de resisténcia ao antibiético Gentamicina

(Allmansberger et al., 1985), originado de E. coli.
Tet gene Gene de resisténcia ao antibidtico Tetraciclina (An, 1986),
originado de E. coli.

Obs.:Gene da capa protéica do isolado Brasil.Bahia do virus da mancha anelar do mamoeiro/ Papaya
ringspot virus. Este gene foi introduzido ou na forma néo traduzivel (untranslatable) ou na forma traduzivel
(translatable), completo com 921 pares de bases ou sem os primeiros 60 pb do terminal 5’ (~860 pb).

A expressdo deste gene no genoma do mamoeiro, tanto na forma traduzivel ou ndo, é condicdo necesséria,

mas nao Unica, para a obtencdo de resisténcia ao citado virus.

5. Organismos transformados/ genes utilizados.
No ano de 2001 nao foi realizado nenhum trabalho de transformacao neste
projeto.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca
Area de Biologia Celular, Casa-de-Vegetacio 31 e Campo (Nivel de seguranca |).
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7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estdo armazenados?

- Clones de E. coli (XL1blue) com plasmideo pGEM-cpPRSV (em freezer -80C) -
Aproximadamente 25 clones.

- Plantas (no campo) - Cinqlienta e cinco plantas (52 Ro e trés R1). Todas essas
plantas foram eliminadas (por incineracao) no segundo semestre de 2001.

- Sementes (em laboratério) - Aproximadamente 30 populacdes R1 e R2
distintas, armazenados em freezer e camara fria.

8. NUimero de experimentos de campo (correlacionar com permissao da CTNBio).
Um (Processo niimero 01200.003364/99-99 - Estudo, em condicdes de
campo, de mamoeiros transgénicos resistentes ao PRSV).

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil. Listar instituicdes/
organismos/ tipos de marcas. Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB
da instituicdo que recebeu o material.

Treze populacdes R1 e R2 foram enviadas para a Embrapa Mandioca e
Fruticultura - CNPMF (Processo de CQB n° 01200002041/98-33) na forma de
sementes. Estas sementes foram levadas pelo pesquisador Manoel Souza por
transporte aéreo em abril de 2001 para o CNPMF. Abaixo esta a lista de material
enviado para o CNPMF.
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Tabela 7. Lista de eventos elite enviadas para a Embrapa Mandioca e Fruticultura

— abril 2001.

Nome da populacao

Embrapa PTPO1

Embrapa PTP0O2

Embrapa PTPO3

Embrapa PTP0O4

Embrapa PTPO5

Embrapa PTPO6

Embrapa PTPO7

Embrapa PTPO8

Embrapa PTP0O9

Embrapa PTP10

Embrapa PTP17

Geracdo / # Descricdo

de sementes

R1

R1

R1

R1

R1

R1

R1

R1

R1

R1

R1

/ 386

/ 261

/ 420

/ 350

/ 515

/ 302

/ 350

/ 472

/ 504

/ 518

/ 300

Populacao originaria de autofecundacao
controlada da linha Ro UM1a (Plantas
31 e 52)

Populacao originaria de cruzamento
controlado entre linha Ro UM7d (Planta
55) e linha Ro UM1a (Planta 31)
Populacao originaria de autofecundacao
controlada da linha Ro UM1g (Plantas
39 e 60)

Populacao originaria de cruzamento
controlado entre linha Ro UM7d (Planta
55) e linha Ro UM11d (Planta 58)
Populacao originaria de autofecundacao
controlada da linha Ro UM11d (Plantas
51 e 58)

Populacao originéria de autofecundacao
controlada da linha Ro UM15b (Plantas
34 e 59)

Populacao originaria de autofecundacao
controlada da linha Ro UM18e (Plantas
10 e 66)

Populacao originéria de autofecundacao
controlada da linha Ro TS1j (Plantas
56 e 64)

Populacao originaria de autofecundacao
controlada da linha Ro TS7f (Plantas
42 e 54)

Populacao originéria de autofecundacao
controlada da linha Ro TS8b (Plantas
18 e 38)

Populacao originaria de autofecundacao
controlada da linha Ro TL6b(Planta36)

Continua...
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Continuacao da Lista.

Embrapa PTP18 R2 / 200 Populagcao obtida por autofecundacao
controlada de planta R1 (Planta 68)
resultante de cruzamento entre plantas
Ro UM7c e Um1g

Embrapa PTP28 R1 / 400 Populacao originéria de autofecundacao
controlada da linha Ro UM6b
(Planta 26)

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.

As informacoes apresentadas acima nao sao objeto de sigilo/patente/projeto de
cooperacao e outros casos pertinentes.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda equipe do projeto.

Manoel Teixeira Souza Junior, Pesquisador Ill, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Roberto Caracas - Mestrando, UFRPe

Lilian Silveira Travassos - Graduanda de Biologia, UniCEUB

Rivane Neumann - Graduanda de Biologia, UCB

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao ocorreram acidentes.

1.Titulo do projeto 19.1999.078.03:

Introducéo e expresséo de genes transgenes em cafeeiro (Coffea spp.) através do
processo biobalistico e do sistema Agrobacterium

Responsavel pelo projeto: Ana Cristina Miranda Brasileiro

2. Objetivos

Desenvolver um sistema de transformacao genética para cultivares-elite de
cafeeiro (Coffea arabica) através do processo biobalistico e do sistema
Agrobacterium.
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3. Lista de OGMs produzidos/ manipulados no projeto.
Linhagem XL1 de Escherichia coli contendo o vetor pBARGUS.

4. Lista de genes/ fragmentos introduzidos, (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).

Gene nptll: codifica para a enzima Neomicina Fosfostranferase Il que confere
resisténcia aos antibiéticos aminoglicosilados.

Gene gus: gene repoérter que codifica para a enzima B-Glucuronidase.

Gene ai-1: codifica para um Inibidor de a-Amilase, isolado de feijoeiro, especifico
contra a broca-do-café.

Gene bar: codifica para a enzima Fosfinotricina Acetil Transferase que confere
resisténcia aos herbicidas que possuem a fosfinotricina como principio ativo.

5. Organismos transformados/genes utilizados:
Cafeeiro (Coffea arabica) cv. Catuai Vermelho e cv. IAPAR 59.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca.
Laboratérios com nivel de seguranca I.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estao armazenados?
As 4 linhagens de Escherichia coli sao armazenadas em STAB, mantidos a 4°C.

8. Nimero de experimentos de campo (correlacionar com permissdao da CTNBio).
Nao se aplica.

9. Material enviado para outras instituicdes no Brasil.
Nao se aplica.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.

Este projeto é realizado em colaboragao com as seguintes instituicdes: IAPAR
(PR),EPAMIG (MG), IAC (SP) e Embrapa Cerrados (DF).
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11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do projeto.

Ana Cristina Miranda Brasileiro, Pesquisadora lll, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia;

Erika V. S. Albuquerque de Barros, Técnica Especializada Il, Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia;

Welcimar Goncales da Cunha, Bolsista ITlI do programa Café.

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao se aplica.

Informacdes sobre os projetos prorrogados até 2002

1. Titulo do projeto 03.1999.037.02:
Caracterizacdo de cDNA relacionada com a apomixia de plantas de Brachiaria.
Responsavel pelo projeto: Vera Tavares Campos Carneiro

2. Objetivos: Descrever o perfil de expressao génica da formacado do gametoéfito
feminino. Caracterizar as seqiiéncias de cDNA associadas a este carater.

3. Lista de OGMs produzidos/manipulados no projeto.

Bactérias Escherichia coli transformadas serdao mantidas na forma de “stab” com
as seguintes construcoes:

pAct1-D - gene repérter gus sob o comando do promotor do gene actina-1 de
arroz.

pAHC-27 - gene repoérter gus sob o comando do promotor do gene ubiquitina
com intron de Zea mays.

pAG1 - gene gus sob o controle do promotor de actina 2 de Arabidopsis
thaliana.

pBl 426 - gene gus e nptll sob controle de duas sequéncias do promotor CaMV
35S.

pLAUG - gene gus sob o controle do promotor de CVMVp

PTRA151 - gene higromicina fosfotransferase (hpt) sob o comando do promotor
35S.

pU3G - gene gus sob o controle do promotor de ubiquitina Ubg 3 com intron
de Arabidopsis thaliana.
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p35M - contém o gene MPI regulado pelo promotor constitutivo 35S fragmentos
cDNA diferenciais clonados no vetor pGEM-T.

4. Lista de genes/fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).

Gene uidA (gus): gene repoérter que, na presenca de substrato cromogénico,
confere coloracao azul ao tecido. O ensaio é destrutivo.

Gene hpt: higromicina fosfotransferase, confere resisténcia ao antibidtico
higromicina.

Gene pmi : fosfomanose isomerase, gene que converte manose-6-fosfato em
frutose-6-fosfato. As células transformadas sao capazes de utilizar manose como
fonte de carbono.

5. Organismos transformados/genes utilizados.

Brachiaria ruziziensis, B. decumbens e B. brizantha transformadas com o gene
que confere resisténcia a higromicina.

Brachiaria brizantha transformada com os genes uiA e pmi.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de biosseguranca:
Area de Biologia Celular, Nivel I.
Casa de vegetacao AlQ 3F.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estdo armazenados?

Casa de vegetacao da Quarentena (AlQG - no. 3F). Aproximadamente 60
plantas sao mantidas em sacos de terra.

8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissio da CTNBio):
Nao ha.

9. Material enviado para outras instituicées no Brasil.

Listar instituicdes/organismos/tipos de marcas

Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB da instituicdo que recebeu o
material.

Nao ha.
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10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/patente/projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.

A seguinte patente foi desenvolvida em processo de colaboracao enre o CIAT
(Colébmbia) e Embrapa:

Lentini, Z., Carneiro, V. T. C., Manzano, S. J. L., and Galindo, L. (1999).
Processo de Regeneracao de Plantas e Transformacao Genética de espécies de
Brachiaria. Vol. PI 9903700-9. CIAT-Coléombia, Embrapa-Brasil, Brasil.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda a equipe do projeto:

Ana Claudia Guerra de Araujo, Pesquisadora lll, Embrapa

Diva Maria de Alencar Dusi, Pesquisadora Ill, Embrapa

Glaucia Barboza Cabral, Pesquisadora |l, Embrapa

Vera Tavares de C. Carneiro, Pesquisadora Ill, Embrapa

Julio Carlyle Macedo Rodrigues, Técnico especializado, Embrapa
Ana Luiza Machado Lacerda, Estagiaria, UnB /Embrapa

Keila Maria Martins de Brito, Estagiaria, 2 grau / Embrapa

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao houve.

1. Titulo do projeto 17.1999.190.02:
Desenvolvimento de mamoeiros transgénicos resistentes a fungos.
Responsavel pelo projeto: Manoel Teixeira Souza Janior

2. Objetivos
Controle, mediante emprego da engenharia genética, das principais doencas de
origem fungica que atacam o mamoeiro (Carica papaya L.).

3. Lista de OGMs produzidos/manipulados no projeto.

- E. coli (DH500 e XL1-Blue) contendo vetor pBluescript Il SK (+), com e sem os
cassetes de expressdo de genes em plantas SAN 167 e SAN168 [que contém o
promotor do gene Ubg3, o gene Magainin 2 ou seu andlogo sintético MS/99
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(respectivamente), e o terminador do gene Nos), e com e sem o cassete de
expressao de genes em plantas AHAS (promotor, regiao codante e terminador do
gene Ahas).

- E. coli (DH50) contendo os plasmideos pSAN 163, 164, 167, 168, 236,
237, e 238.

- Quarenta eventos distintos de transformacao de Nicotiana tabacum L.

(cv. Xanthi e Samsun), obtidas por co-bombardeamento (Biobalistica) utilizando
o plasmideo pSAN236 em combinacao com os plasmideos pPBSAN167,
pBSAN168, pSAN163 e pSAN164.

- Noventa e um “putative transgenic embryo clusters” (PTEC) de mamoeiro
(Carica papaya L. cv. Sunrise) foram obtidos por co-bombardeamento
(Biobalistica) utilizando o plasmideo pSAN236 em combinagcao com os
plasmideos pPBSAN167 e pPBSAN168. Plantas transgénicas foram regeneradas
de cinqlienta e dois PTECs distintos. Essas plantas encontram-se em processo
de aclimatacao e transferéncia para casa de vegetacao.

4. Lista de genes/fragmentos introduzidos (especificar as caracteristicas
conferidas pelo gene).

Os genes Magainin 2 e MSI99 expressam peptideos com atividade
antimicrobiana de amplo espectro, o gene Ahas confere tolerancia ao herbicida
imazapyr e o gene npt I/l confere resisténcia ao antibiético canamicina.

5. Organismos transformados/ genes utilizados:

- Nicotiana tabacum L. (cv. Xanthi e Samsun)/ co-bombardeamento (Biobalistica)
utilizando o plasmideo pSAN236 em combinacao com os plasmideos
pB.SAN167, pB.SAN168, pSAN163 e pSAN164.

- Carica papaya L. (cv. Sunrise) / bombardeamento utilizando os plasmideos
pB.SAN167-Ahas e pB.SAN168-Ahas, separadamente, ou co-bombardeamento
utilizando o plasmideo pSAN236 em combinagcao com os plasmideos
pB.SAN167 e pB.SAN168.

6. Indicar as instalacdes utilizadas pelo projeto e o nivel de Biosseguranca.
Area de Biologia Celular, Nivel I.

7. Indicar a forma de conservacao do material geneticamente modificado.
Aproximadamente quantos clones estdao armazenados?

OGM - Bactérias:

- Armazenamento temporario: Geladeira (4 C), em meio de cultura (LB ou LB +
Agar).
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- Armazenamento longo: Freezer (-80 C), em meio de cultura LB e glicerol 50%.
- Aproximadamente 20 clones.

OGM - Plantas:

- As plantas transgénicas de fumo foram mantida em casa de vegetacao e ao
final do ano eliminadas.

- Os mamoeiros transgénicos (52 clones) encontram-se no laboratério (in vitro) e
na casa de vegetacao.

8. Numero de experimentos de campo (correlacionar com permissdo da CTNBio).
Nenhum.

9.Material enviado para outras instituicdes no Brasil. Listar instituicdoes/
organismos/ tipos de marcas. Indicar o meio de transporte e o nimero de CQB
da instituicao que recebeu o material.

Nao houve envio de material neste projeto para nenhuma outra instituicao no
Brasil.

10. Descrever de forma clara se as informacdes apresentadas sao objeto de
sigilo/ patente/ projeto de cooperacao e outros casos pertinentes.

As informacdes apresentadas acima nao sdo objeto de sigilo/ patente/ projeto de
cooperacao e outros casos pertinentes.

11. Listar o nome, situacao (pesquisadores, técnicos, estudantes) e instituicao
de toda equipe do projeto:

Manoel Teixeira Souza Juanior, Pesquisador Ill, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Marly Catarina Coelho, Pesquisador |l, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Adelar de Almeida Pinto, Mestrando, UFSC

Paulo César Alves - Graduando de Biologia, UniCEUB

Lilian do Carmo - Graduanda de Biologia, UniCEUB

12. Relatar a ocorréncia de acidente ou liberacao acidental envolvendo OGMs e
as medidas adotadas para remediacao do problema.
Nao ocorreram acidentes.
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Informacdes sobre os projetos a serem iniciados em
2002

Titulo do projeto : 03.2002.052.02

Abordagem Transcriptoma: Anélise do padrdo da expressdo génica em
Theobroma cacéao suscetivel e resistente aos fungos Crinipellis perniciosa
Responsavel pelo projeto: Eugen Silvano Gander

Resumo

E indiscutivel o impacto que a vassoura-de-bruxa causou em niveis
socio-econdmicos e ambientais nas regides produtoras de cacau e dependentes
dela.Basta lembrar que mais de 200.000 pessoas estao desempregadas no sul
da Bahia, apesar de as agbes contra a vassoura-de-bruxa terem sido iniciadas
desde 1978 pela CEPLAC que contou com a ativa colaboracao e participacao de
vérias instituicoes publicas e privadas, implantando uma campanha de controle
da vassoura-de-bruxa - CAVAB.

Porém estas medidas ndo impediram a entrada do C. perniciosa no estado da
Bahia e demais regides produtoras (Bastos, 1991). Durante o desenvolvimento
da doenca, o Brasil que ocupava a segunda posicdo como exportador de cacau ,
disputa agora o quarto lugar junto com a Nigéria, com sérios prejuizos
econdmicos para o pais. Além disso, o impacto da vassoura-de-bruxa no
ambiente natural de Mata Atlantica, promovido pela pratica extrativista e mudan-
cas agricolas com plantio de pastos, é assustador e em determinadas areas
irreversivel em tempos histéricos.

Hoje em dia, a Biotecnologia, junto com o melhoramento classico, oferece
métodos alternativos e eficientes aos programas de melhoramento e
aproveitamento de recursos naturais. Dentro desses aspectos destacam-se os
mecanismos de controle de pragas de importancia econdmicas. O subprojeto
apresentado aqui visa a aplicacao de técnicas de Genoma Funcional e, em
particular, da abordagem através de Transcriptoma para a identificacdo de genes
cujos expressao poderia ser envolvida com a resisténcia e/ou susceptibilidade
contra C. perniciosa.

Vinculo

O projeto visa 0 aumento do conhecimento béasico sobre as relacdes entre
patdégenos e hospedeiros esta vinculada, através da elaboracao de tese de
doutorado, com a comunidade académica e com a comunidade dos produtores
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através de uma colaboracao com a firma “M + M Almirante de cacau” in
Ilhéus; BA.

Objetivo

Comparar o padrao da expressado génica em meristemas de 7. cacéo e

T. grandiflorum resistentes e suscetiveis ao fungo patégeno. Como ambas as
espécies sdo hospedeiras de C. perniciosa, achou-se possivel identificar, desta
maneira, genes envolvidos com a resisténcia contra o patégeno.

Meta fim
Identificar genes que sao envolvidas com resisténcia e susceptibilidade de
Theobroma ssp. vis-a-vis C. perniciosa.

Recursos humanos

Eugen Silvano Gander, PhD, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Lucilia Helena Marcellino, PhD, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Alessandra Rezende Ramos, Cand. PhD, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Claudia Regina Batista de Souza, PhD, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Antonio Furtado Neto, MSc, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Sergio Lopez Loyola, Estagiario.

Titulo do projeto: 03.2002.052.03

Estabelecimento de uma metodologia de transformacédo genética de cacau
(Theobroma cacao L.)

Responsével pelo projeto: Francisco J. L. Aragao

Resumo

A producao de cacau entrou em colapso na década de 90 devido,
principalmente, ao ataque dos cacauais pela vassoura-de-bruxa, cujo agente
etiolégico é o fungo Crinipellis perniciosa. Tomando como base protocolos
desenvolvidos para feijao, soja, algodao e banana, propoe-se o estabelecimento
de uma metodologia para transformacao genética de cacau, via bombardeamento
de particulas. O gene a ser introduzido no genoma do cacau sera na forma de
fragmentos (promotor, seqiiéncias codificantes e seqliiéncia de reconhecimento
3’ de poliadenilacao).



Relatério Anual de Biosseguranca da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia 59
2001

O gene marcador GUS (uidA) (Jefferson et al., 1987) sera utilizado para estudo
de transformacao transiente bem como estavel. Nao serdo utilizados genes para
resisténcia a antibidticos, os quais serao removidos juntamente com o
“backbone” do vetor, que seréa digerido com enzimas apropriadas. Os fragmentos
contendo o cassete de expressao a ser utilizado nos experimentos de
transformacao serao separados em gel de agarose e eletroeluidos de acordo com
Sambrook et al. 1989.

O gene CP4 EPSPS, que confere resisténcia a glifosato (Oxtoby & Hughes,
1990), sob controle do promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor,.e o
gene ahas (acetolactase sintase) para resisténcia a imidazolinonas (imazapir)
(Sathasivan et al., 1990), sob controle do préprio gene (ahas) de Arabidopsis
thaliana, serao utilizados para selecao de tecidos e calos transgénicos.

Apices embrionarios e calos embriogénicos serio utilizados como explantes para
bombardeamento. Para andlise por meio de PCR de plantas transformadas,

o DNA seré isolado de discos foliares de acordo com o protocolo desenvolvido
no Laboratério de Transformacao Genética da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. A anélise de Southern blot serd conduzido nas plantas
transformadas de cacau candidatas a se tornarem “evento elite”, seguindo
procedimentos padrdes.

Basicamente, o DNA gendmico seré isolado de acordo com Dellaporta et al.,
(1983). “Southern blotting” e hibridizacdes serdo conduzidos como descrito
previamente (Sambrook et al., 1989). O DNA gendmico (15 mg), digerido com
as enzimas apropriadas, sera separado em gel de agarose a 1%, transferido para
membrana de nailon (Hybond) e hibridizado com “probes” especificos, marcados
com a*?P dCTP (3000 Ci/mol) usando um primer randémico de DNA marcado
(Pharmacia Biotech), de acordo com os fabricantes. Anélises de todas plantas de
cacau putativamente transformadas serao conduzidas como descrito por Aragao
et al., (1992).

Objetivos

1. Desenvolvimento de um eficiente sistema de transformacao genética em alta
freqliéncia, usando processos biolisticos.

2. Obtencao de plantas de cacau contendo um gene marcador.

3. Andlises moleculares e bioquimicas de plantas transgénicas de cacau.
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Metas fim
Obter plantas de cacau transformadas geneticamente de dois gendtipos

Titulo do projeto: 03.2002.053.01
Estratégia molecular de controle & pragas de grdos amazenados de feijdo
Responsavel pelo projeto: Maria Fatima Grossi de Sa.

Resumo

Na producao agricola mundial, a protecao da colheita contra danos causados
pelo ataques de insetos é de vital importancia. As sementes sao alvo de ataque
de diversos organismos ( microrganismos, insetos, aves roedores e mamiferos)
que as utilizam como fonte de alimento, danificando-as, de modo a comprometer
0 seu consumo.

Estima-se que a perda da producao mundial, relacionada a pestes e doencas,
atinja 37%, sendo que, pelo menos13% dessa perda é causado pelo ataque de
insetos (Gatehouse and gatehose, 1998). No caso particular do armazenamento
de graos de feijao, o ataque de insetos induz a queda na produao total de até
30% (Stone and Sartorato,1994). Estes danos sdo devidos principalmente,

a fatores como precariedade de condicdes de armazenamento e a pouca
disponibilidade de inseticidas para o controle das pragas, entre outros.

Os danos causados pelos carunchos do feijao sao consideraveis, depreciando-os
gualitativa e quantitativamente. Os prejuizos sdo avaliados pela reducao no peso,
na qualidade do produto, na queda do poder germinativo das sementes, além da
depreciacao comercial devido a presenca de insetos mortos, ovos, excrementos
(Stone and Satorato, 1994). As maiores perdas ocorrem entre os agricultores
mais pobres, que nao podem recorrer ao uso de agrotéxicos para proteger os
graos armazenados e que, além disso, ndao possuem instalacdes adequadas para
o armazenamento de graos, deixando-os susceptiveis ao ataque de bruquideos
gue se multiplicam livremente durante periodo de estocagem.

Para proteger a producao, programas integrados de controle de pestes sao
utilizados, os quais combinam o uso de inseticidas com diversificacao das
culturas e inspecao sanitéaria e, sobretudo, exploracao de variedades de plantas
gue sejam inerentemente resistente. Essa resisténcia inerente reflete-se nos
mecanismos naturais de defesa desenvolvidos pelas plantas ao longo da
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evolucao (Schuler et al.,1998). Os agricultores tém buscado o uso de
variedades resistentes para evitar o ataque de pragas e elevar a produtividade de
suas culturas.

Tal procedimento envolve métodos de melhoramento genético classico para a
incorporacao de fatores intrinsecos a resisténcia. No entanto, nos ultimos anos,
estratégias biotecnologicas utilizando conhecimentos da biologia molecular
acoplada as técnicas de engenharia genética, tém proporcionado a transferéncia
de informacdes genéticas entre as espécies, em um tempo reduzido e, dessa
forma, possibilitando a obtencao de plantas resistentes a insetos-pragas.

Em particular, nos ultimos anos, o nosso grupo no Cenargen vem trabalhando
em um projeto direcionado para a identificacao de fatores protéicos ativos contra
os principais braquideos de graos armazenados do feijao comum, P. vulgaris
visando o seu controle.

Entre as pragas do feijoeiro, A. obtectus e Z. subfasciatus destacam-se como
duas principais espécies de carunchos que atacam o feijao durante o
armazenamento.

Algumas proteinas expressadas por diferentes espécies de plantas,
principalmente entre leguminosas e cereais, tém sido identificadas como fatores
de defesa naturais de plantas contra o ataque de insetos-pragas. Estao incluidas
entre esses fatores de defesa, as lectinas, arcelinas e os inibidores de enzimas
hidroliticas. Particular atencao tem sido dada para as proteinas inibidoras de
enzimas hidroliticas digestivas de insetos que ocorrem naturalmente em muitas
plantas, estando presentes principalmente em sementes (Ryan 1990).

As principais classes sao os inibidores de Ol-amilases e os inibidores de
proteinases. Os inibidores de 4-amilases sao encontrados principalmente em
sementes (Feng et al., 1996; Grossi de Sa et al.,1997), enquanto que os
inibidores de proteinases estao presentes, nao apenas nas sementes, mas
também nos frutos, folhas e tubérculos (Xavier-Filho,1992;

Bode & Huber,2000).

Entre os inibidores de Ol-amilases mais estudados estao os inibidores de trigo
(Triticum aestivum), denominados 0.19, 0.53 e 0.28 (Feng et al., 1996;

Franco et al.,2000) e os inibidores de Ol-amilases de sementes de feijao comum
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(P. vulgaris) denominados, aAl-1 e 4Al-2 (Young et al.,1999; Grossi de Sa
et al.,1997).

Utilizando como estratégia de controle os inibidores de Ol-amilases e proteinases
e as proteinas da familia das lectinas, tem-se identificado e clonado genes que
codificam para proteinas que apresentam atividade téxica e inibitéria in vitro e
in vivo contra os bruquideos Z. subfasciatus e A. obtectus (Grossi de Sa

et al.,,1997; Gerhardt et al.,2000; Paes et al.,2000; Franco et al., 2000;

lulek et al.,2000). Vetores foram construidos com genes isolados e serao
utilizados na transformacao de plantas de feijao.

Devido aos problemas atuais de quebra de resisténcia e com o objetivo de obter
fatores protéicos mais especificos contra pragas alvo, nos prop0ds-se a utilizacao
de diferentes estratégias moleculares, baseadas em bibliotecas combinatérias de
inibidores mutantes ( DNA shuffiling, Phage display), para a selecao de mutantes
especificos para as pragas de interesse. Estudos de modelagem molecular
associados a cristalizacao de moléculas estao sendo conduzidos visando a
determinacao de residuos de aminoécidos envolvidos na interacao enzima/
inibidores e o desenho de moléculas alvo contra as pragas de interesse.

Outra estratégia bastante promissora é o uso da pré-regido das proteinases como
reguladoras das proteinases hidroliticas digestivas de insetos.

Objetivos

- A construcao de uma biblioteca combinatéria de mutantes de inibidores de
Ol-amilases do tipo Phage dislay através da técnica de DNA shuffling.

- A determinacao da especificidade de mutantes de inibidores de proteinases,
ja selecionados, para as proteinases do bruquideo A. obtectus através de
estudos de interacao proteina /proteina utilizando o sistema Biocore e de
ensaios in vivo com os insetos.

- O uso da pro-regiao de proteinases dos bruquideos genes ja isolados no
controle dos bruquideos Z. subfasciatus e A. obtectus.

- A transformacao de plantas de feijao com genes potencialmente ativos para as
pragas de feijao, Zabrotes sufasciatus e Acanthoscelides obtectus.

Metas

- Construir uma biblioteca combinatéria de mutantes de inibidores de (l-amilases
do tipo Phage display através da técnica de DNA shuffling. A biblioteca
construida podera ser utilizada na selecao de inibidores de amilases
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mutantes para qualquer praga , principalmente as de graos armazenados.

- Selecionar pelo menos um inibidor mutante para cada uma das principais

pragas de graos armazenados de feijdo.

- Construir vetores de expressao contendo os genes para as proteinas mutantes

selecionadas sob controle de vetores apropriados para a transformacao de

plantas.

- Identificar a especificidade de interacao entre as proteinas de A. obtectus e os
mutantes selecionados.

- Utilizar a pré-regiao das proteinases de Z. subfasciatus e A. obtectus como
fatores de inibicdo de suas préprias proteinases.

- Obter plantas de feijao transformadas com diferentes genes (d4/-2 Arc-5/I1
Chagasina, wheat 0.19 e wheat 0.53). Analise dos transformantes e
bioensaios com as pragas Z. subfasciatus, A. obtectus e Callosobruchus

maculatus.

Recursos fisicos e humanos
Os laboratérios da area de bioguimica e biologia molécula possuem uma ampla

estrutura.O laboratério conta, atualmente, com pesquisadores, consultores,
alunos de p6s- graduacao (doutorado e doutorando), alunos de iniciacao

cientifica e estagiarios.

Equipe

M.Fatima Grossi de Sa
Maise V. Coutinho
Norma Santos Paes
Luciane Mello Rigden
M. Cristina Mattar
Joao A. N. Batista
Daniel Rigden
Octavio Franco
Francislete Melo
Railene

Ana Carolina Monteiro
Paulo Mendes

phD/biol. Molecular
Mestre-bio. Moleclar
T. especialista
phD/Bioquimica
Mestre

phD

phD/ bioquimica
Doutorando
Dutorando
Doutoranda
Doutoranda
Iniciacao cientifica
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Titulo do projeto: 03.2002.053.02

Estratégia molecular de controle a pragas de algoddo Anthonomus grandis e
Spodoptera frugisperda.

Responsével pelo projeto: Maria Fatima Grossi de Sa

Resumo

Dados do “IPM Working for Developement” mostram que quase 25% dos
pesticidas utilizados pela humanidade sao gastos na cotonicultura,
movimentando um mercado de US$ 7,5 bilhdes/ano. Nas regides Nordeste,
Sudeste e Sul sao efetuadas, em média, 18 aplicacdes de produtos durante uma
cultura. Na regidao Centro-Oeste, onde as lavouras sdo mais recentes, estao
sendo utilizados onze aplicacdes s6 para controlar o bicudo-do-algodoeiro,
Anthonomus grandis e a lagarta do cartucho do milho, Spodoptera frugiperda.
O controle de pragas como o bicudo-do-algodoeiro € a lagarta do cartucho do
milho, é dificultado devido ao seu habito endofitico, ou seja, no cao especifico
do bicudo, a fémea oviposita dentro do botao floral e as larvas, apés eclodirem,
ai permanecem até a emergéncia do adulto.

Dessa forma, a eficiéncia dos agrotdxicos é baixa, pois as larvas nao entram em
contato com esses. A identificacdo de fatores com atividades sobre essas pragas
tais como toxinas de Bacillus thuringiensis, inibidores de enzimas hidroliticas
intestinais e outras proteinas potencialmente téxicas contra insetos-pragas sao
estratégias que vém sendo cada vez mais utilizadas no desenvolvimento de
variedades de plantas resistentes.

Objetivos

Este projeto tem como objetivo principal o controle das pragas do algodoeiro de
héabito alimentar endofitico. Através do uso de estratégias moleculares baseadas,
principalmente, em bibliotecas combinatérias de inibidores de proteinases e de
toxinas Bt, pretende-se isolar genes com atividade e especificidade para as
pragas A. grandis e S. frugiperda. As etapas do subprojeto envolvem:

- Construcado de uma biblioteca combinatéria de toxinas Bt para uso na selecao
de toxinas mutantes para o bicudo-do-algodoeiro, lagarta do cartucho do
milho e qualquer outra praga de interesse.

- Obtencao de inibidores mutantes de proteinases especificos para os
insetos-pragas, A. grandis, S. frugiperda, através do uso de bibliotecas de
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inibidores de proteinases do tipo Phage display. A selecao de mutantes
sera feita em colaboracao com o grupo do Dr. Maarten Jongsma, da
Universidade de Wageningem na Holanda.

- O uso da pré-regiao das proteinases de insetos, isoladas previamente, como
fatores inibidores da prépria proteinase madura.

- Isolamento de genes codificadores de toxinas Bt a partir de cepas ativas contra
o bicudo-do-algodoeiro e lagarta do cartucho do milho.

- Obtencao de promotores capazes de direcionar a expressao de transgenes para
o botao floral do algodao.

- Transformacao de plantas de algodao com genes que codificam para proteinas
com atividades sobre as pragas endofiticas do algodoeiro, o
bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis, e a lagarta do cartucho do
milho, Spodoptera frugiperda.

Metas

- Construir uma biblioteca combinatéria de toxinas Bt do tipo phage display.

- Selecionar mutantes de toxinas Bt na biblioteca combinatéria de toxinas
Bt mutantes para o bicudo-do-algodoeiro e lagarta do cartucho do milho.

- Isolar os genes codificadores para as toxinas ativas de cepas de
B. thuringiensis que sao eficazes contra a lagarta do cartucho do milho e
bicudo-do-algodoeiro.

- Selecionar mutantes para os inibidores de proteinases com alta eficiéncia em
inibir as proteinases do bicudo-do-algodoeiro e da lagarta do cartucho do
milho através do uso de bibliotecas combinatérias de inibidores de
proteinases mutantes do tipo Phage display.

- Estudar a potencialidae de outras proteinas téxicas contra o
bicudo-do-algodoeiro e a lagarta do cartucho do milho. Incorporacao dos
genes para estas proteinas em plantas transgénicas em associagcao com
genes que codificam para as téxicas Bt e/ou inibidores de proteinases.

- Construir vetores com os inibidores de proteinases SKTI e BCTI, ja
identificados como ativos para o bicudo-do-algodoeiro (Franco et al.,
2000), para utilizacdo na transformacao de plantas de algodao.

- Clonar os genes que codificam para os fatores de resisténcia identificados
(Bt, mutantes de inibidores de proteinases, lectinas.)

- Expressar os genes isolados e caracterizados em sistema heterélogo
(Escherichia coli, células de inseto, plantas) e testar contra as diferentes
pragas alvo.
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- Isolar promotores capazes de direcionar a expressao de transgenes para o botao
floral.

- Obter plantas de algodao transformadas.

Recursos humanos

Maria Fatima Grossi de Sa phD/Biologa Mol.
Elionor R P. de Almeida phD/ Biologa Mol.
Marise V. Coutino Mestre - Biologa Mol.
Norma Santos Paes T. especializada
Rose G. Monnerat phD/ Entomologia
Luciane Mello Rigden phD/Bioquimica
Patricia G. Messenberg phD/ Biologa Mol.
Soraya Leal Berthioli phD/ Biologa Mol.
Francisco Aragao phD/Biologo Mol.
Elibio Rech phD/ Biologo Mol.
David Berthioli phD/ Biologo Mol.
Roseane Gomes Mestre

Daniel Rigden phD/Bioquimica
Jodo A. N. Batista phD/ Bidlogo Mol.
Osmundo Brilhante Doutorando
Octavi Franco Doutorando

Ana C Monteiro Doutoranda

Titulo do projeto: 03.2002.053.03
Estratégia molecular para resisténcia a pragas de graos de cereais.
Responsével pelo projeto: Luciane Vieira de Mello Rigden

Resumo

A demanda deste subprojeto sdo os agricultores de cereais em geral, que sofrem
prejuizos na lavoura ou no armazenamento de grdos. O resultado esperado € o
entendimento da base estrutural das proteinas de defesa em plantas.

Neste projeto em especial, os bruquideos de cereais serao focados, visto que
eles causam grandes danos a agricultura mundial, atacando cereais em geral.

No entanto, embora os estudos sejam realizados em especificos insetos, é de
esperar que o mecanismo de interacdo enzima-inibidor entre essas proteinas de
outros insetos/plantas apresente grande semelhanca. Dessa forma, os resultados
poderao servir como base em novos estudos, procurando-se resolver outros
problemas da agricultura nacional e internacional. Assim, de uma forma mais
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ampla, o impacto se deverd a um avanco nos estudos de obtencao de plantas
transgénicas resistentes a pragas, tendo como conseqiiéncia uma queda na perda
da producao de graos.

Objetivos e metas

O objetivo geral deste projeto baseia-se na obtencao de um melhor entendimento
das bases estruturais da interacao das amilases e proteases com seus respectivos
inibidores. Envolve uma série de etapas, desde a clonagem de genes, expressao
e purificacao de suas proteinas, aos estudos computacionais e de cristalografia.
No entanto essas duas Ultimas etapas serao realizadas em colaboragcdao com o
Laboratério de Bioinformatica deste centro, fazendo parte de um outro projeto.
As metas principais englobam a clonagem dos genes de 4-amilases e proteinases
cisteinicas de R. dominica, seguida por estudos de modelagem, a fim de se
entender o porqué de inibidores ja bem conhecidos ndo serem eficientes para
esta praga. Ao mesmo tempo, novos inibidores, que estao sendo determinados
em nosso laboratério, serao testados e seus potenciais avaliados. A expressao e
purificacao dessas proteinas serao realizadas, a fim de se obter material em
grande quantidade para estudos de cristalografia.

Recursos fisicos e humanos

Os laboratérios de bioquimica e biologia molecular possuem uma ampla
estrutura, onde estudos de clonagem de genes, expressao e purificacao de
proteinas podem ser realizados. O laboratério conta, atualmente, com
pesquisadores e alunos de doutorado e iniciacao cientifica. Existe uma grande
interacao deste laboratério com o de bioinformética do centro, facilitando muito a
troca de experiéncia entre os pesquisadores, que trabalharao juntos, uma vez
que as andlises computacionais serao realizadas sob coordenacao dos
pesquisadores de bioinformatica.

Titulo do projeto: 03.202.053.04

Os inibidores de enzimas digestivas e seu uso no controle da broca-do-café
(Hypothenemus hampei).

Responsavel pelo projeto:Maria Fatima Grossi de Sa

Resumo

A broca-do-café, Hypothenemus hampei, é considerada uma das principais
pragas do cafeeiro (Coffea spp.) no Brasil, alcancando dimensdes epidémicas
que afetam a quantidade e a qualidade dos graos. Consideravel atencao tem sido
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dada aos problemas causados pela broca-do-café e pesquisas vém sendo
conduzidas baseadas nos mecanismos envolvidos na resisténcia de plantas ao
ataque do inseto-praga, em particular, no uso de compostos antimetabélicos, tais
como os inibidores de enzimas hidroliticas digestivas, amilases e proteinases, os
guais possuem um enorme potencial para serem incluidos dentro do programa de
melhoramento genético através da biotecnoogia.

Este projeto tem como objetivo utilizar os inibidores de Ol-amilases como
estratégia para o controle da broca-do-café. Espera-se identificar e clonar genes
codificadores de inibidores de a4-amilases, presentes em acessos selvagens de
P. coccineus, com alta eficiéncia em inibir as amilases hidroliticas digestivas da
broca-do-café. Paralelamente, plantas de café serdo transformadas com o
inibidor, 4A-1, ja demonstrado ser ativo contra as amilases de H. hampei.

Espera-se obter, pelo menos, dois inibidores altamente ativos e especificos e
construcdes de vetores serao feitas com esses genes para introducao em plantas
de café.

Objetivos
O projeto tem como objetivo a obtencao de inibidores de (l-amilases altamente
ativos e especificos contra as amilases digestivas da broca-do-café.

Metas

Andlise bioquimica das proteinas presentes nas sementes dos acessos de

P. coccineus resistentes a broca-do-café.

Clonar os genes codificadores para os inibidores de 4-amilases, presentes em
acessos selvagens de P. coccineus.

Construir vetores com um ou mais genes que codificam para os inibidores de
Ol-amilases.

Transformar plantas de café com o inibidor 4A-1.

Recursos Humanos

Maria Fatima Grossi de Sa, PhD, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Ana Cristina Brasileira, PhD, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Marise Ventura Coutinho, Mestre, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Norma Santos Paes, T.especializada, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

Erica V. A. Barros, T. especializada

Joao Aguiar , PhD, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
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Luciane Melo Rigden,PhD,Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
Railene, doutoranda

Osmundo Brilhante, doutorando

Arnubio Valéncia,PhD,Colémbia

Marteen Chrispeels,PhD, Univ. Califérnia

Titulo do projeto:03.2002.054.01

Identificacdo de fatores e andlise da expressado de genes envolvidos na
fitopatogenicidade de nematoides Meloidogyne spp visando o desenvolvimento
de estratégias de controle.

Responsavel pelo projeto: Maria Fatima Grossi de Sa

Resumo

Fitonematdides sao pragas de grande importancia econdmica, causando, numa
escala global, enormes prejuizos as diversas culturas agricolas, estimados em até
100 bilhdes de dolares/ano. Os maiores danos sao causados por formas
sedentarias endoparasiticas pertencentes aos géneros Meloidogyne, Heterodera e
Globodera, que causam lesdes nos cilindros vasculares.

As secrecdes dos nematdides podem ter um importante papel na inducao e/ou
manutencao das estruturas de alimentacao. Em adicao, as secrecoes do estilete
provavelmente tém funcao na penetracao e migracado das formas juvenis J2,
infectivas no tecido da planta, e na modificacao e manutencao das células das
plantas que atuam como células alimentadoras, bem como na digestao do
conteudo da célula hospedeira para facilitar a aquisicao de nutrientes pelos
nematodides. Os métodos atuais de controle de nematdides baseiam-se
principalmente no uso de cultivares resistentes, na rotacao de culturas, ou no
uso de nematicidas, Todavia, poucas sao as cultivares resistentes e muitos dos
genes de resisténcia apresentam alta especificidade para tipos particulares de
nematoéides, inviabilizando o seu uso mais amplo.

Diferentes estratégias vém sendo utilizadas visando o controle de fitonematdéides
sedentarios, tais como o uso de genes de resisténcia, o uso de proteinas com
atividade antinematoides (lectinas, inibidores de enzimas digestivas,
colagenases, toxinas) em plantas transgénicas. Uma outra importante estratégia
consiste em expressar anticorpos especificos em raizes de plantas capazes de
bloquear as etapas iniciais de infeccao (penetracao), bem como o
desenvolvimento dos nematdides nas raizes. Para o sucesso desta estratégia é
necessaria a obtencao de anticorpo(s) especifico(s) que reconhecam proteina(s)
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da secrecao do nematodide, que estejam particularmente envolvidas com a
penetracao e/ou estabelecimento do nematdide na raiz da planta.

Através do uso das técnicas moleculares, tais como o uso de microarranjos de
DNA e de bibliotecas combinatéria de inibidores de proteinases mutantes e de
anticorpos do tipo Phage display, este subprojeto tem como objetivo principal a
identificacdo de genes envolvidos com a fitopatogenicidade do nematdide
Meloidogyne spp., visando identificar alvos para o desenvolvimento de fatores
inibitérios e/ou bloqueadores do mecanismos de infeccao.

Objetivos gerais

Identificacdo de genes envolvidos com a fitopatogenicidade do nematdéide
Meloidogyne spp, visando identificar alvos para o desenvolvimento de fatores
inibitérios e/ou bloqueadores do mecanismos de infeccéo.

Identificacdo de fatores proteicos ativos contra Meloidogyne spp. atraves da
selecdo de inibidores de proteinases especificos para as proteinases de
Meloidogyne incégnita e M. javanica ( previamente caracterizadas).

Transformacao de plantas modelo com o gene da glucoronidase sob controle do
promotor de conjugacao da ubiquitina, isolado previamente.

Objetivos especificos

Desenvolvimento de microarranjos de cDNAs randémicos a partir de biblioteca
subtrativa de expressao de nematoides no estadio infectivo juvenil 2 (J2) nao
induzido (antes de sua penetracdo na planta hospedeira) versus estadio

J2 induzido (ap6s penetracao na planta hospedeira). Os microarranjos gerados
serao utilizados na selecao de seqiiéncias expressas unicamente pelo nematdide
induzido, as quais serdao posteriormente caracterizadas a partir de contraste com
banco de dados (genebank). Esta mesma biblioteca sera utilizada na varredura
de anticorpos produzidos a partir de linfécitos de camundongos estimulados com
proteinas da secrecao de Meloidogyne spp.

Desenvolvimento de microarranjos de cDNAs a partir de biblioteca subtrativa de
nematoides no estaddio J2 nao induzido versus estadio adulto (fémea piriforme)
visando a identificacao de seqliiéncias expressas unicamente na fase adulta e
sedentaria do organismo. A identificacao e isolamento de genes codificadores
para proteinas envolvidas na fase adulta possibilitardao a selecao de fatores
inibitérios e/ou bloqueadores do processo parasitario.
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Desenvolvimento de biblioteca de anticorpos do tipo Phage display a partir de
proteinas da secrecdo do Meloidogyne spp. visando a identificacao de
anticorpos importantes no bloqueio da penetracao do nematdide.

Expressao dos genes que codificam para as proteinases de M.incognita clonados
e selecdo de inibidores de proteinases especificos para as proteinases de

M. Incognita, utilizando biblioteca combinatoria de inibidores mutantes do tipo
phage display.

Transformacao de plantas de Arabidopsis e/ou tabaco com o gene da
glucoronidase sob controle do promotor de conjugacao da ubiquitina visando
confirmar sua capacidade de expressao em celulas de alimentacao.

Metas

- Confeccao de uma biblioteca subtrativa de cDNA do estadio J2 induzido
versus J2 nao induzido.

- Confeccao de uma biblioteca subtrativa de cDNA de nematdide fémea versus
estadio J2 nao induzida.

- Confeccao de microarranjos contendo fragmentos randdémicos de cDNAs de
J2 induzidos.

- Selecao de clones diferenciais através da hibridizacao dos microchips com as
sondas (cDNA total de J2 induzido e J2 nao induzido) marcadas
diferencialmente.

- Confeccao de microarranjos contendo fragmentos de cDNAs randémicos de
nematdides fémeas.

- Selecao de clones diferenciais através da hibridizacdao dos microchips com as
sondas (cDNA Total de J2 nao induzido e fémeas) marcadas
diferencialmente.

- Sequienciamento e analises dos cDNAs selecionados nos microarranjos e
analise computacional utilizando banco de dados.

- Isolamento dos genes identificados.

- Confecao de bibliotecas de anticorpos do tipo Phage display.

- Isolamento de anticorpos especificos contra proteinas da secrecao.

- Estudos imunocitolégicos em raizes infectadas com nematdides com os
anticorpos selecionados Isolamento dos genes que codificam para os
anticorpos selecionados.

- Expressao dos genes que codificam para a aspartil e serino-proteinases,
clonados a partir de fémeas de Meloidogne incognita, em sistema
heterdlogo.

71



72

Relatério Anual de Biosseguranca da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
2001

- Expressao do gene que codifica para a cisteina-proteinase, clonado a partir de
femeas de M. javanica, em sistema heter6logo de expressao.

- Selecao de inibidores para as proteinases purificadas de M. javanica e
M. incognita e para as proteinases de M. incognita (Aspatil e
serino-proteinases) e M. javanica (cisteina-proteinase) expressas, utilizando
bibiotecas de mutantes de inibidores clonados em fagos filamentosos
através do uso da técnica Phage display. Parte dessa etapa sera
desenvolvida com o Dr. Maarten Jongsma, na Holanda..

- Expressao dos inibidores mutantes identificados e isolados.

- Transformacao de plantas modelo (Arabidopsis thaliana e tabaco) com gene
repérter sob controle dos promotores isolados (promotores da proteina de
conjugacao a ubiquitina de soja e algodao), para comprovacao de sua
capacidade de expressao no sitio de alimentacao de nematdéides e/ou
raizes.

Parcerias, acordos e convénios

As equipes do projeto e subprojetos ja tém colaboracdes estabelecidas neste
projeto e em outros projetos. Grupos da Universidade Brasilia, da Unicamp, da
Esalg-USP, bem como da Universidade do Canadéa, Otawa, Universidade
Wageningem, Holanda, e Universidade de Rothamested, Inglaterra, estao
envolvidos neste projeto.

Recursos Humanos

M. Fatima Gossi de Sa, PhD/Biol. Molecular, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Responsavel-30%

Elionor R.P. de Ameida, PhD/Biol. Molecular, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Membro- 20%

Marise V.Coutinho, Mestre-Biol. Molecular, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Membro-20%

Norma Santos Paes, T.Epecializada PhD/Biol. Molecular, Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Membro-20%

Patricia M. Guimaraes, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Membro-15%

Regina Carneiro, PhD/ Nematologista, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Membro-5%

Lucianae Mello Rigden, PhD/ Bioquimica, Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Membro-15%
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Titulo do projeto: 03.2002.054.02

“Busca de genes de resisténcia a nematdides fitosedentarios (Meloidogyne sp.)
em germoplasma silvestre de Arachis”

Responsavel pelo projeto: Patricia Messenberg Guimaraes

Resumo

O Brasil contém alguns dos centros de biodiversidade mais ricos do mundo,
contendo os centros de origem de um numero de plantas de grande importancia
econdmica (mandioca, amendoim, caju, abacaxi, cacau), assim como de parentes
silvestres de muitas outras plantas (diversos representantes de Solanaceas).
Existem, no Brasil, bancos de germoplasma com inimeros acessos de variedades
cultivadas mais primitivas. Embora estes recursos genéticos sejam valiosos,
existem muitas dificuldades praticas na sua utilizacao. Até agora, um dos usos
mais importantes de germoplasma silvestre foi a integracao de genes de
resisténcia em variedades cultivadas por melhoramento tradicional (Knott and
Dvorak 1976). A utilizacdo de variedades resistentes é uma maneira eficiente, de
baixo custo e de baixo dano ambiental de controlar pragas se comparada ao uso
de pesticidas quimicos. Embora o melhoramento tradicional tenha obtido
inlmeros sucessos na obtencao de variedades resistentes, a imcompatibilidade
sexual entre espécies torna este trabalho vagaroso e, as vezes, impossivel.

Nematéides fitossedentarios do género Meloidogyne spp. sao responsaveis por
perdas enormes em varias culturas em todo o mundo. Resisténcia a M. arenaria
através da producao de “resposta de hipersensibilidade” foi identificada em uma
espécie de amendoim nao cultivada (Arachis cardenasii) e uma completa reducao
da populacao destes fitopatégenos foi observada.

Recentemente, um grande nimero de genes de resisténcia (R genes) tém sido
clonados (Bent et al., 1994; Jones et al.,1994; Lawence et al., 1994;

Martin et al., 1993; Mindrinos et al., 1994; Whitham et al., 1994,

Milligan et al.,1998). Os principais genes de resisténcia clonados até agora
podem ser agrupados em diferentes classes, baseados em suas similaridades
com o sitio de ligacao de nucleotidio no N-terminal (NBS) e com a repeticao de
leucinas no C-terminal (LRR). Véarios estudos utilizaram estas regides para
desenhar primers oligonucleotidios para amplificar as regides NBS de genes de
resisténcia analogos por PCR (RGAs; Kanazin et al., 1996; Aarts et al. 1998;
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Yu et al., 1996; Shen et al., 1998). Alguns destes RGAs contém LRRs e sao
geneticamente ligados a genes de resisténcia conhecidos, portanto, é muito
provavel que sejam também R-genes com especificidade ainda ndo determinada.

O presente projeto visa a clonagem de genes de resisténcia a nematéides
fitossedentérios e/ou a outros patégenos, através da utilizacdo de primers
desenhados a partir de regides conservadas (NBS e LRR) de genes de resisténcia
ja descritos. Para tanto, a espécie Meloidogyne arenaria sera utilizada como
modelo. E importante ressaltar que os genes identificados através desta
estratégia poderao ser transferidos para outras culturas através da técnica de
transformacao de plantas, assim como esta estratégia podera ser utilizada para
identificar genes de resisténcia a outros patégenos em outras plantas, desde que
eles apresentem homologia de sequéncia de nucleotideos com os primers
desenhados.

Vinculo com o projeto

Os subprojetos complementam-se de maneira que os marcadores identificados
através de microssatélites e os RGAs serao todos utilizados para a saturacao de
um mapa genético de Arachis. Além disso, a introgressao de genes de
resisténcia oriundos de duas estratégias diferentes possibilitara o aciumulo
(piramidizacao) de genes de resisténcia em uma cultivar, dificultando a quebra de
resisténcia pelo patégeno. Durante e apds o projeto, o germoplasma, as plantas
hibridas, os marcadores gerados para o mapeamento, assim como o banco de
dados de RGAs serdao compartilhados por toda a equipe.

Objetivos do subprojeto

O principal objetivo deste subprojeto é o de isolar regides do genoma de
diferentes espécies silvestres de Arachis que estejam associadas a resisténcia a
Meloidogyne spp. Para tanto, primers construidos a partir de regides
conservadas de genes de resisténcia ja descritos serdo construidos e utilizados
para “pescar” regioes potencialmente relacionadas a resisténcia desta planta ao
nematoide. As regides isoladas através de amplificacdo via PCR serao
caracterizadas através de seqlienciamento e comparadas com informacoes ja
disponiveis em bancos de dados.
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Objetivos especificos

- Isolamento e seqlienciamento de RGAs e posterior desenvolvimento de
marcadores baseados nestas seqiiéncias.

- Construcao de populacdes segregantes para resisténcia a nematoéides, a partir
do cruzamento entre as espécies dipléides A. stenosperma x A.
duranensis. Uma planta F, sera autofecundada para obtencao de cerca de
100 plantas F,, que ser&o utilizadas para mapeamento.

- Construcao de primers para a utilizacao destes RGAs como marcadores
moleculares a serem utilizados no desenvolvimento de um mapa de ligacao
para espécies dipléides de Arachis, possuidoras de genoma AA, utilizando
RGAs e microssatélites no subprojeto 3.

- Identificacao de marcadores moleculares associados a locos que conferem
resisténcia a M. arenaria em espécies silvestres de Arachis possuidoras de
genoma AA.

Parcerias, acordos e convénios

As equipes executoras ja tém colaboracoes oficializadas em outros projetos
envolvendo estrutura genética de Arachis, busca de sintenia entre o genoma de
Arachis e a leguminosa modelo Lotus japonicus e busca de resisténcia contra
doencas. As instituicoes envolvidas incluem: Sainsbury’s Laboratory (Inglaterra),
Universidade de Aarhus (Dinamarca), IBONE (Argentina), Universidade do Texas
(EUA) e Universidade Catodlica de Brasilia (DF).

Recursos humanos

Patricia M. Guimaraes PhD / Embrapa Recursos Responsavel-40%
Biol. Genéticos e
Molecular Biotecnologia

Soraya C. M. Leal-Bertioli PhD / Embrapa Recursos Membro-20%
Biol. Genéticos e
Molecular Biotecnologia

Regina G. Carneiro PhD / Embrapa Recursos Membro-20%

Parasitologia Genéticos e
Biotecnologia
José Montenegro Valls PhD/ Embrapa Recursos Membro-20%
Citologia Genéticos e
Biotecnologia
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Titulo do subprojeto 03.2002.054.03

Mapeamento genético de locos associado a resisténcia a Melogyne em espécies
silvestres de Arachis.

Responsavel pelo projeto:Soraya Leal Bertioli

Resumo do subprojeto

Para conhecer e utilizar fontes de resisténcia e explorar eficientemente genes de
resisténcia em germoplasma silvestre, é necessario desenvolver ferramentas,
como um mapa genético, que permite selecdo assistida, acelerando o
melhoramento tradicional, além de permitir o isolamento de novos genes de
resisténcia. Marcadores microssatélites sao ideais para o desenvolvimento de
mapas genéticos pela sua facilidade de obtencao e pelo alto conteudo
informativo. Marcadores SSR caracterizam-se por serem codominantes,
facilmente detectaveis por PCR, abundantes, aparentemente distribuidos por todo
o genoma, multialélicos e dependentes de pequena quantidade de DNA dos
individuos analisados para fins de andlise.

O presente subprojeto tem como objetivos principais o desenvolvimento de
marcadores microssatélites e seu mapeamento em genoma de Arachis.

Vinculo com o projeto

Os marcadores identificados através de microssatélites e os RGAs serao todos
utilizados para a saturacao de um mapa genético de Arachis. Além disso, a
introgressao de genes de resisténcia oriundos de duas estratégias diferentes
possibilitara o acamulo (piramidizacao) de genes de resisténcia em uma cultivar,
dificultando a quebra de resisténcia pelo patégeno. Durante e apés o projeto, o
germoplasma, as plantas hibridas, os marcadores gerados para o mapeamento,
assim como o banco de dados de RGAs serao compartilhados por toda a equipe.

Objetivos do subprojeto

- Desenvolvimento e caracterizacao de locos de marcadores microssatélites para
Arachis spp. Bibliotecas de clones de seqiiéncias microssatélites serao
construidas e um conjunto de locos microssatélites sera desenvolvido para
mapeamento genético e para aplicacoes futuras em estudos de diversidade
genética de Arachis.

- Construcao de sistemas multiplex de marcadores SSR, que permitam a anélise
concomitante de varios marcadores em apenas uma reacao de amplificacao
e uma corrida de gel.
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- Desenvolvimento de um mapa de ligacao para espécies dipléides de Arachis,
possuidoras de genoma AA, microssatélites e os utilizando RGAs, isolados
no subprojeto 2.

- Identificacdo de marcadores moleculares associados a locos que conferem
resisténcia a M. arenaria em espécies silvestres de Arachis possuidoras de
genoma AA.

Titulo do subprojeto: 03.2002.054.04

Anaélise da expressao diferencial de genes em Arachis sp. associados a
resisténcia a Meloidogyne sp.

Responsavel pelo projeto: Patricia Messenberg Guimaraes

Resumo do subprojeto

Os nematodides das galhas, Meloidogyne spp, sdo responsaveis por 25% das
perdas agricolas no Brasil. Os nematicidas nao sao efetivos e apresentam alto
custo financeiro e ambiental. A utilizacao de variedades resistentes é a maneira
mais eficiente, de baixo custo e de baixo dano ambiental, para controlar pragas
se comparada ao uso de pesticidas quimicos. Parentes silvestres do amendoim,
Arachis spp. apresentam resisténcia as principais espécies de Meloidogyne.

O Cenargen mantém um banco de germoplasma com inidmeros acessos de
variedades cultivadas e silvestres de Arachis sp.

Para a maioria das culturas, a caracterizacao de genes de resisténcia tem se
concentrado em genes que ja foram introgredidos em plantas cultivadas, mas
poucos genes oriundos de germoplasma silvestre foram caracterizados. A busca
de genes de resisténcia encontra uma poderosa ferramenta na tecnologia de
microarranjos de DNA, que possibilita a varredura massal do genoma por dados
biolégicos. Neste subprojeto, é proposto o isolamento de seqliéncias
relacionadas a resposta a infecao por M. arenaria através da andlise de sua
expressao diferencial. Espera-se, com este conhecimento genético, isolar genes
de resisténcia que podem ser futuramente transferidos para A. hypogaea por
melhoramento tradicional e para outras culturas de importancia comercial através
de transformacao genética.

Vinculo com o projeto
Existe ampla complementaridade entre os subprojetos aqui propostos, ja que
respostas de resisténcia a nematoides serao estudadas de duas formas
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diferentes: através da andlise da expressao génica diferencial e do estudo de
genes contrastantes. Ambos os métodos tém suas vantagens. O estudo dos
genes contrastantes é capaz de identificar genes que sao responsaveis por
resisténcia, mas que ndo mudam a expressao durante a resposta de resisténcia,
ou seja, sdo expressos constitutivamente (Rossi et al., 1998). O método da
analise da expressao utilizando microarranjos deve ser mais eficiente para
identificar genes cuja expressao é modificada durante desafio com o patégeno,
mas cuja genética é muito complexa (os que tém sua expressao afetada por
genes supressores), mas cujo nivel de expressao determina resisténcia ou
susceptibilidade (Ellingboe, 2000) . Além disso, a introgressao de genes de
resisténcia oriundos de duas estratégias diferentes possibilitard o acimulo
(piramidizacao) de genes de resisténcia em uma cultivar, dificultando a quebra de
resisténcia pelo patégeno.

Objetivos do subprojeto
- Analise gendmica funcional de genes expressos diferencialmente em resposta a
infecao por M. arenaria (espécie utilizada como modelo) em Arachis spp.

Objetivos especificos

-Andlise de expressao génica de linhagens segregantes e contrastantes quanto a
resisténcia a M. arenaria através de microarranjos de cDNA

- Isolamento e montagem de um banco de genes envolvidos com resisténcia a
M. arenaria para utilizacao no mapeamento de espécies silvestres de
Arachis

- Capacitacao de pessoal na utilizacdo da técnica de microarranjos.

Titulo do projeto: 03.2002.059.02
Micromanipulacdo de embriées
Responsavel pelo projeto: Rodolfo Rumpf

Objetivos

Objetivo 1: Aprimorar o protocolo de transferéncia nuclear a partir de células
embrionarias e células somaticas baseado na selecao e ativacao ovocitaria,
selecdo da célula doadora do nucleo, sistema de enucleacao e reconstrucao,
reclonagem e todos os beneficios gerados no contexto do objetivo1 do
subprojeto 1.
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Objetivo 2: Desenvolver um protocolo de injecdo intra-citoplasmatica de
espermatozéide capaz de produzir embrides. Serao utilizados espermatozéides
intactos, mortos e liofilizados, bem como células primordiais.

Objetivo 3: Iniciar estudos de anélise da relacdo materno-fetal em gestacdes
produzidas a partir de embriées produzidos por micromanipulacao.

Objetivo 4: Iniciar o estabelecimento de biblioteca de cDNA inicialmente em
ovécitos imaturos e secundarios, e embrides de 8 e 16 células (ativacao
gendmica).

Objetivo 5: Estabelecer no laboratério a rotina de microinjecdo em pré-ntcleo
visando a producao de animais transgénicos.

Metas
Objetivo1: Obter 30% de blastocisto e 30% de gestacao apés 60 dias da
inovulacao a partir de embrides reconstruidos.

Objetivo2: Obter embrides a partir da técnica de injecdo intracitoplasmatica.
Objetivo 3: Definicao de metodologia apropriada para atender o objetivo.
Objetivo 4: Definicao de metodologia apropriada para atender o objetivo.
Objetivo 5: Treinamento de recursos humanos e estabelecimento da rotina.

Equipe

Rodolfo Rumpf Responsavel

Margot Alves Nunes Dode Colaborador
Elibio Rech Colaborador

Regivaldo V. Sousa Colaborador

José Urias Camara Colaborador

Normandes do Nascimento Colaborador
Lilian Tamy Iguma Estudante de Doutorado
Carlos Frederico Martins Estudante de Doutorado
Leonardo Silveira Estudante de Mestrado
Haroldo Campos Estudante de Mestrado
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Titulo do projeto: 03.2002.059.03
Transfeccdo de fibroblastos e anélise da expressédo génica
Responsével pelo projeto: Elibio Rech

Objetivos

O objetivo geral do projeto consiste no desenvolvimento de uma plataforma
tecnolégica para a producao de biomoléculas utilizando animais transgénicos
como biofabricas. Caprinos e bovinos deverao ser utilizados para a efetiva
producdo no leite, em larga escala e custo reduzido, de proteinas recombinantes
biologicamente ativas e economicamente importantes. O anticorpo scFv anti-Tn
sera expressado no leite. O desenvolvimento desta plataforma tecnoldgica devera
ter impacto direto na producao de farmacos e demais beneficios derivados,
associados a extensao desta tecnologia.

Os objetivos especificos para a producao de biomoléculas recombinante no leite
de animais transgénicos deverao envolver:

1. O desenvolvimento de construcdes génicas, incluindo sequéncias regulatérias
gue direcionam a expressao das proteinas recombinantes para o leite, como o
promotor da beta-lactoglobulina e beta-caseina e seqliéncias que codificam para a
producao do anticorpo scFV anti-Tn.

2. A manipulacao de seqiiéncias envolvidas na regulacao da expressao génica.

3. O desenvolvimento de um eficiente sistema de expressado do gene de
interesse em fibroblastos fetais e de animais adultos, e o estabelecimento de
linhagens transgénicas.

4. O desenvolvimento de sistemas de expressao in vivo, utilizando a
biobalistica, para prever a potencial eficiéncia de um vetor de expressao.

5. As andlises moleculares e citolégicas de estabilidade cromossémica e
localizacao das insercdes dos transgenes no genoma.

Metas

1. Construcao contendo o promotor da beta-lactoglobulina ou beta-caseina
controlando o gene do anticorpo scFv e terminador e demais seqiiéncias
regulatorias necessarias.



Relatério Anual de Biosseguranca da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
2001

2. Construcao contendo o promotor do RSV controlando o gene marcador de
selecao NEO, terminador RSV e do promotor CMV controlando os genes
marcadores GFP ou beta-gal.

3. Isolamento e estabelecimento de 20 linhagens de células doadoras
(fibroblastos).

4. Geracao de 20 linhagens de fibroblastos transfectados de bovinos e caprinos
contendo as construcdes 1 e 2 respectivamente, ou co-transformacao;

5. Vinte e cinco experimentos de expressao transiente in vivo, para avaliar
vetores de expressao na glandula mamaria.

6. Quinze analises moleculares e bioquimicas, analises citogenéticas, hibridacao
in situ e resgate de plasmideos.

7. Cinqlienta analises moleculares e bioquimicas, anéalises citogenéticas,
hibridacao in situ e genotipagem.

Equipe

- Elibio Leopoldo Rech Filho Pesquisador Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

- Francisco José Lima Aragao Pesquisador Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

- Adilson Leite Pesquisador UNICAMP-CBMEG

- Eduardo Lemos Pesquisador Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia

- Giovanni Vianna Estudante Doutorado

- Leticia Jungmann Estudante Doutorado

- Daniela Matias Estudante Mestrado

- Sharon Lisauskas Estudante Mestrado
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ANEXO 4

Comité Interno de Biosseguranca da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia CIBio/ CENARGEN

Ficha de identificacao de experimento em casa de
vegetacdo com
organismos geneticamente modificados

Casa de vegetacao N°

Espécie vegetal:

Gene(s) utilizado(s):

Titulo e nidmero de projeto ou subprojeto:

Responsavel pelo projeto ou subprojeto:

Responsavel pelo experimento:

Telefone para contato:

Resumo do experimento:
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