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1. INTRODUCAO

O estudo sistematico dos genomas fundamentou-se pela utilizagdo das ferramentas desenvolvidas com a
Tecnologia do DNA recombinante, TDR, expandindo o conceito basico de mapeamento genético até entdo
proposto no inicio do século (STURTEVANT, 1913). A construcdo de mapas genéticos completos dos
cromossomos evoluiu para o estudo dos genes individuais e, finalmente, o repertério génico de uma espécie pode
ser determinado. Em 1983, pela primeira vez, a aplicacdo destes recursos gerados pela TDR pode evidenciar-se
(MARGOLIS et al., 2005) quando o gene responsavel pela expressdo do fenotipo ligado a doenga de Huntington
foi mapeado no cromossomo 4 em humanos. Posteriormente, varios genes relacionados a enfermidades em
humanos foram mapeados em sitios cromossdmicos especificos ocasionando uma revolugdo na genética médica
(BONATO, 2003; CHILDREN’S..., 2004).

O microrganismo Haemophilus influenza, uma bactéria patdgena, foi o primeiro genoma completamente
seqlienciado em 1995 (CALICH e VAZ, 1989). A partir de entdo, genomas dos mais variados organismos desde
procariontes a eucariontes tais como leveduras (Saccharomyces cerevisiae), insetos (Drosophilla melanogaster),
vegetais superiores (Arabidopsis thaliana), mamiferos (Homo sapiens) tem sido decifrados (BOROVIK et al., 2003;
BROWN, 2003).

O sequenciamento de genomas completos possibilitou determinar uma relagdo entre o tamanho e a
complexidade dos organismos, tais como o género Arabidopsis, com cerca de 25.488 genes, e Oryza sativa, com
aproximadamente 40.000 genes (HORAN et al., 2005). Atualmente a tecnologia para analise gendmica tem-se
utilizado de equipamentos cada vez mais sofisticados capazes de produzir milhares de pares de base por dia, e,

proporcionando uma alta qualidade de dados.
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Portanto, mapas genéticos, antes
construidos utilizando-se de marcadores moleculares,

Além disso, as informacBes oriundas dos
projetos genoma possibilitam o estudo comparativo
entre as mais variadas sequiéncias génicas permitindo
uma avaliacéo precisa sob os aspectos envolvendo a
similaridade e identidade entre os genes e o produto
destes, bem como o estabelecimento dos graus de
proximidades a identificacdo das familias génicas.
Ainda, a identificacdo de elementos génicos e seus
produtos, hierarquicamente conservados na escala
evolutiva.

A andlise gendmica por sequenciamento
teve como conseqiiéncia uma revolucdo entre as
variadas éareas de pesquisa, como na classificacao
taxonémica dos organismos, anteriormente baseado
apenas em caracteres morfoldgicos.

Como perspectivas futuras na aplicacdo
desta ferramenta, embora hoje a técnica de
sequenciamento de genoma seja apenas mais uma
etapa envolvida em processos relacionados ao estudo
e caracterizagdo de genes, ainda faz-se necessario o
conhecimento da constituicdo das seqliéncias génicas
priméarias na caracteriza¢do funcional, estrutural ou
topol6gico das moléculas produzidas em organismos
Vivos.

Em relacdo ao estudo dos processos
evolutivos tais como a selegdo, adaptacdo, na
diferenciacdo celular e nas mutagbes, e,
considerando-se que as alteragBes de natureza fisica
ou quimica afetam constantemente a constituicdo dos
seres vivos, a existéncia de uma flexibilidade na
composi¢do dos genomas & um considerdvel fator
evolutivo monitoravel através de sequenciamento.

Sob o aspecto da andlise de impactos
futuros na genética vegetal as pesquisas ligadas a
compreensdo do espectro de variagdo genética por
complementacdo génica das espécies em relagdo a
caracteristicas economicamente  vidveis e 0
mapeamento de regides ligadas a processos de

regulacéo da expressdo génica diferencial em tipos e

atualmente, podem ser executados apenas em alguns
dias.

fases de diferenciacéo celulares distintos constituem
uma area de grande interesse.

Portanto, encontra-se entre as prerrogativas do
estudo contemporaneo dos genomas a construgdo de
bibliotecas genémicas, a obtencdo de mapas gendmicos
indicando a variabilidade das sequéncias dos genes intra e
interespecificas e o0 estabelecimento dos graus de
diversidade génica. Também a caracterizacéo de mutantes,
0 estudo patolégico de alguns genes e, finalmente, o
potencial estudo do controle da expressdo diferencial tem
alimentado um amplo campo de pesquisa dentro da
biologia molecular e outras areas de interesse futuros
(EGGEN et al, 2001; EMBRAPA.., 2003g;
EMBRAPA..., 2001; EMBRAPA..., 2003b; EWING e
GREEN, 1998; GOMES, 2000).

Assim, atualmente com a disponibilidade de
bibliotecas genémicas dos mais variados organismos
a utilizacdo de mutantes e, de genes promotores e
reguladores de expressdo torna-se viavel a producéo
de organismos geneticamente manipulados em
acordo com caracteristicas de interesse.

A integracdo de métodos classicos de
melhoramento genético com as estratégias e
tecnologias da gendmica levara ao estabelecimento
de novos paradigmas para o desenvolvimento de
cultivares superiores de plantas. Ela se sustenta no
chamado melhoramento molecular (“molecular
breeding”) que utiliza informacBes de mapas
genéticos saturados com marcadores moleculares,
mapas fisicos construidos com base em bibliotecas
de grandes insertos de DNA e analise genético-
quantitativa, para identificar as regifes do genoma
gue contém genes de interesse econémico. A
clonagem de genes através de estratégias de
avaliacdo de genes candidatos nas regibes
identificadas, ou de sele¢do assistida por marcadores
moleculares integrada a métodos de retrocruzamento
ou selecdo recorrentes sdo métodos ja empregados
com sucesso em programas publicos e privados.

Atualmente, técnicas envolvendo a anlise e

a identificago dos genes expressos, assim como dos



genes silenciosos, em uma célula estdo sendo
desenvolvidas. Aliado a isso, varias estratégias
envolvidas na andlise da expressdo dos produtos
génicos, as proteinas, tem gerado uma grande
expectativa em relacdo ao estudo dos proteomas.
Esta constitui uma area a qual devera receber grande
atencdo nos proximos anos e, certamente, promovera
a expansdo do conhecimento bioldgico de maneira
ainda mais acelerada.

Uma vez que 0 espectro de proteinas
expressa dentro da célula determina sua biologia,
descricGes amplas da constituicdo protéica e da
escala de expressdo temporal dos genes serdo a base
para a compreensdo precisa da diferenciacdo celular.

A disponibilidade de catdlogos completos
de genes e proteinas dos organismos tem alterado a
pesquisa para uma perspectiva global nos processos
da vida em funcéo dos genes em sua totalidade, bem
como das proteinas. Entretanto, a0 mesmo tempo,
surge um grande desafio para a ciéncia em
detrimento de uma enorme quantidade de dados a
serem interpretados e assimilados pelo conhecimento
da bioinformatica na pesquisa gendmica.

O objetivo atual tem como meta principal
utilizar-se das informacdes com o intuito de
desvendar o complexo circuito molecular que opera
dentro da célula, ou seja, mapear a rede de interacoes
protéicas determinantes das varias fungdes celulares.
O uso de estratégias gene-especificos para
interromper a funcdo de cada componente celular e
estudar os efeitos de tais dissociacfes nos outros
genes e proteinas celulares sera necessariamente

desenvolvido nos préximos anos.

2. OBJETIVO

O presente documento objetiva divulgar as

regras de funcionamento da Plataforma Genoma

Funcional, bem como os protocolos e a producéo do
laboratério. Além do exposto contém um relato das
atividades e treinamentos realizados pela equipe

técnica dessa.

3. HISTORICO

A Plataforma de Gendmica Funcional foi
fundada em 14 dezembro de 2001 sob a gestdo do
Dr. Genaro Ribeiro de Paiva, Pesquisador 111, sobre a
premissa da necessaria existéncia de uma
infraestrutura centralizada para a geracdo de dados
de sequenciamento em escala, utilizando-se de
métodos de alto desempenho, no atendimento das
necessidades de sequenciamento de DNA dos varios
projetos como: Café, Eucalipto, Banana, Bovinos
entre outros oriundos de parcerias com oS Vvarios
centros de pesquisa da empresa e de instituicBes
nacionais e internacionais. Sendo, portanto,
econbmica e tecnicamente de maior viabilidade e
eficiéncia.

A composicdo da equipe técnica da
Plataforma neste periodo apresentava 0s seguintes
membros: Carlos Rodrigues Borges Neto (Técnico
de Nivel Superior I11), Edmilson Martins de Oliveira
(Técnico de Nivel Superior 1), Patricia Valle
Pinheiro (Técnico de Nivel Superior II), Adauto
Castro Silva (Assistente de Operacdes 1), Luciana
Beatriz Dutra Labuto (Assistente de Operag6es 1),
Tula Beck Bisol (Assistente de Operacoes I);

- Estagiarios e Bolsistas => Ana Claudia de Morais
Reis (Bolsista Projeto Genoma Bovinos), Andréia
Silva Castro (Estagiaria da EMBRAPA), Graziella
Santana Feitosa Figueiredo (Bolsista Projeto
Genoma Bovinos), Jussara Martins Peres Lopes
(Estagiaria Projeto Genolyptus), Kelly Martins de
Brito (Bolsista Projeto Genoma Café), Silvanete
Margarida da Rocha (Estagidria da EMBRAPA),
Vivian do Nascimento Andrade (Bolsista Projeto

Genoma Café), Viviane Ferreira de Souza (Bolsista



Projeto Genoma Bovinos), Zilma Alves dos Reis
Sousa (Bolsista Projeto Genolyptus).

Posteriormente, em 19 de agosto de 2002,
foi nomeado um Comité Gestor da Plataforma
Gendmica com a finalidade de se disciplinar o
funcionamento, atuar na solugcdo dos problemas
referentes a mesma e propor melhorias de uma forma
conjunta.

O primeiro Comité Gestor da Plataforma
Gendmica, atuou até a data de 21 de julho de 2003 e
apresentava a seguinte composicdo dos membros:
Luis Antobnio Barreto e Castro (Chefe Geral da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia),
Alexandre Caetano (Pesquisador IlI), Dario
Grattapaglia (Pesquisador I11), Marcio Elias Ferreira
(Pesquisador I11).

Um segundo Comité Gestor apresentando os
seguintes componentes; José Manuel Cabras S. Dias
(Chefe Geral da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia), Alexandre Caetano (Pesquisador IlI),
Dério Grattapaglia (Pesquisador I11), Marcio Elias
Ferreira (Pesquisador I11) atuou de 21 de julho de
2003 a 21 de julho de 2004.

Em 21 de julho de 2004 foi nomeado um
novo Comité Gestor da Plataforma Genémica.

4. COMPOSIGCAO DO COMITE GESTOR

Dr. Mauricio Antonio Lopes — Presidente
Dr. Alexandre Caetano — Membro

Dr. Dério Grattapaglia— Membro

Dr. Mércio Elias Ferreira— Membro

Dra. Maria Fatima Grossi de Sa — Membro
Dr. Mauro Carneiro — Membro

Dra. Patricia Messemberg — Membro
Rosemary Vilaca, MSc — Secretério

Executivo

5. EQUIPE TECNICA

Rosemary Vilagca — Técnico de Nivel
Superior |

Luciana Beatriz Dutra Labuto — Técnico de
Nivel Superior |

Adauto Castro Silva — Assistente de

Operagoes |

6. ESTAGIARIOS E BOLSISTAS

Silvanete Margarida da Rocha — Estagiaria
da EMBRAPA
Zilma Alves dos Reis Sousa — Bolsista

Projeto Genolyptus

7. APLATAFORMA

A Plataforma de Sequenciamento de DNA é
uma unidade central da EMBRAPA, cuja a principal
funcdo é a prestacdo de servigos de sequenciamento
de DNA e procedimentos correlatos para todos os
pesquisadores da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, bem como de outras unidades
descentralizadas da empresa e a toda a comunidade
cientifica em acordo com contratos especificos e

disponibilidade de tempo e recursos.

8. MISSAO

A Plataforma de Genbémica Funcional tem
como missdo gerar dados de sequenciamento em
escala utilizando-se de métodos de alto desempenho
e justificando-se como economicamente mais viével
e tecnicamente mais eficiente a existéncia de uma
infraestrutura centralizada para o atendimento das
necessidades de sequenciamento de DNA de varios
projetos. Ainda, proporcionando aos pesquisadores a
possibilidade de uma maior dedicacdo a andlise e

interpretacdo de dados, realizando experimentos



especificos demandados por seus projetos baseados
nas informacgdes de sequenciamento geradas pela

Plataforma.

9. COMPOSICAO E CAPACIDADE

A Plataforma opera dois seqlenciadores
automaticos de DNA, marca Applied Biosystems,
modelo 3700: sequenciador de alta capacidade
baseado em tecnologia capilar no qual o
carregamento de amostras é realizado
automaticamente a partir de placas em formato de 96
ou 384 pocos. A capacidade de sequenciamento é de
7 placas de 96 amostras ou 2 placas de 384 amostras
por dia, ou seja, 672 amostras/dia no formato 96 ou
768 amostras/dia no formato 384. Este equipamento
¢ indicado para projetos de sequenciamento em
escala nos quais as amostras sdo fornecidas
necessariamente em placas de 96 ou 384 amostras.

A capacidade total da Plataforma operando
em cinco dias Uteis por semana € de 1.344 x 5 =
6.720 seqUéncias por semana, ou 26.880
seqliéncias/més.

A Plataforma conta ainda com os diversos
equipamentos necessarios para procedimentos de
arranjamento de clones em placas de 96 ou 384
pocos, minipreparagdo de DNA plasmidial e

computadores para analise de sequéncias.

10. METODOLOGIAS UTILIZADAS PELA
PLATAFORMA DE SEQUENCIAMENTO

A Plataforma utiliza-se dos seguintes kits
para sequenciamento: ABI PRISM® BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
versdo 3.1,
DYEnamic® ET Terminator Matrix Standard, da

Amersham Pharmacia Biotech. Como observacdo,

da Applied Biosystems e da

em caso do usuario apenas submeter amostras para a

analise eletroforética € importante que o0 mesmo

utilize-se daqueles acima mencionados, evitando-se
assim, a ocorréncia de incompatibilidade com a
matriz e filtro utilizados nos sequienciadores.

O procedimento de crescimento bacteriano e
minipreparacdo plasmidial é realizado inteiramente
em formato de placa de 96 pocos. As culturas
celulares sdo crescidas em meio liquido Lurian
Bacto, LB, ou Circle Grow, CG, seguindo-se o
processo de lise alcalina e purificagdo com sistema
de filtragem Millipore em placas de 96 mediante
centrifugacéo.

O processo de purificacdo por preciptacdo
do DNA em etanol do produto da reacdo de PCR
antes da analise eletroforética é realizado seguindo as
recomendacOes especificadas para os Kkits de
sequenciamento da Applied e da Amersham.

Os protocolos dos procedimentos utilizados
pela Plataforma encontram-se disponibilizados no
endereco:
http://www.cenargen.embrapa.br/laboratorios/psd/ps
d.html, e devem ser utilizados pelos usuarios sempre
gue necessario.

11. SERVICOS OFERECIDOS

A Plataforma oferece diferentes
modalidades de servicos de sequenciamento podendo
variar em acordo com as necessidades demandadas
pelo usudrio. Tais servicos sdo desde a simples
eletroforese  de  produtos de reacdo de
sequenciamento até o um procedimento mais
completo, envolvendo o in6culo das colénias
bacterianas até a geracdo das seqliéncias
propriamente ditas. Os valores correspondentes a
cada um destes servigcos sdo cobrados de maneira
diferenciada e em proporcéo a sua complexidade. O
resultado do sequenciamento fornecido pela
plataforma consiste de arquivos eletrdnicos
constituidos por um eletroferograma e arquivo texto

apresentando a seqliéncia e o resultado da



correspondente analise de qualidade com o software
Phred.

11.1. Relagdo dos servicos oferecidos

11.1. 1. Injecéo/carregamento em gel de

produto da reacdo de sequenciamento

Consiste  na realizacdo da analise
eletroforética capilar ou em gel de poliacrilamida das
amostras submetidas. O usuério submete a amostra
na forma de um pellet seco proveniente de uma
reacdo de PCR seguida de uma purificacdo para
remocdo de nucleotideos ndo incorporados e demais
impurezas.

A utilizagdo do protocolo de amplificagdo e
purificacdo encontram-se disponiveis na pagina da
Plataforma. A Plataforma reserva-se no direito de
rejeitar toda e qualquer amostra submetida fora das

condicGes especificadas.

11.1.2. Reacdo de sequenciamento e

purificacdo do DNA

Consiste na realizagdo da reacdo de
amplificacdo por PCR, purificacdo e analise
eletroforética capilar ou em gel das amostras. O
usuario submete apenas uma amostra de DNA
purificada, em concentragdo devidamente ajustada de
acordo com o tipo de DNA molde seguindo as
instrucGes de submissdo e recomendacdes de preparo
de amostras descritas na pagina do Laboratério. A
Plataforma fornece os resultados de sequenciamento
na forma de um arquivo eletrdnico a ser resgatado da
Bioinformatica mediante senha especifica do

usuario.

11.1.3.  Minipreparagdo de DNA

plasmidial

Consiste de um procedimento o qual
precede a reagdo de amplificacdo do
sequenciamento, exclusivo de projetos cuja
demanda por sequenciamento seja superior a 480
clones. Este servico somente é oferecido para
submissdo de colbnias bacterianas previamente
arranjadas em formato de 96.

A minipreparagdo consiste no inéculo de
clones bacterianos para crescimento em meio liquido
e posterior extragdo do DNA plasmidial de colbnias
crescidas em meio liquido contendo glicerol em
formato de placa de 96 pocos ou meio sélido. O
usuario submete as coldnias previamente arranjadas
em formato de 96 pogos crescendo em meio de

cultura.

11.1.4. Arranjamento de clones em placa

de 96 pocos e crescimento celular

Consiste em um procedimento o qual
também precede a amplificacdo para
sequenciamento, exclusivo de projetos cuja
demanda para o sequenciamento seja maior que
9600 clones. Tal procedimento é executado
utilizando-se um sistema robotizado de repicagem de
colonias.

12. NORMAS DE FUNCIONAMENTO DA

PLATAFORMA DE SEQUENCIAMENTO

12.1. Finalidade: A Plataforma de Genbmica
Funcional deverd dedica-se exclusivamente ao
sequenciamento em escala de clones de DNA dos
diversos projetos da Embrapa ou que contam com a
participagdo da empresa, podendo atender aos
usuarios externos quando a demanda interna assim

permitir.



12.2. Usuérios: Os servicos oferecidos pela
Plataforma podem ser acessados por todos o0s
pesquisadores da Unidade, ou da Embrapa, de acordo
com as normas de funcionamento estabelecidas, e a
toda a comunidade cientifica de acordo com
contratos especificos ou disponibilidade de tempo e

recursos.

12.3. Gestao: A Plataforma é gerida por um Comité
Gestor, nomeado pela Chefia da Embrapa — Recursos
Genéticos e Biotecnologia, o qual tem a
responsabilidade de zelar pelo seu funcionamento
pleno, pelo atendimento as solicitagdes dos usuarios,
pela solugcdo dos problemas técnicos operacionais,
pela manutengdo dos equipamentos, pelo controle de
insumos (reagentes/materiais) dentro das Normas de
Funcionamento estabelecidas para a Plataforma. O
Comité Gestor € constituido por pesquisadores da
instituicdo com experiéncia com as atividades
desenvolvidas pela Plataforma, desempenhando as
fungBes de gerenciamento previstas de acordo com a

nomeacdo realizada pela Chefia Geral da Unidade.

12.4. Operacdo: A Plataforma é operacionalizada
como uma “linha de produgdo” onde um técnico de
nivel superior é responsavel pela geréncia e
administracdo dos bens, materiais, servicos e pessoal
da mesma, coordenado pelo Comité Gestor, dois
técnicos de nivel superior e dois técnicos de nivel
médio, , realizam as operacdes de arranjamento de
clones, minipreparacdo de DNA, PCR de DNA
purificado e injecdo/carregamento de produto da
reacdo de sequenciamento de DNA fornecido pelos

USUArios.
12.5. Espago Fisico
O espago fisico definido para a

Plataforma de Sequenciamento de DNA é de uso

exclusivo para prestacdo de servicos de

sequenciamento e ndo deve ser confundido com
espaco destinado a pesquisa de pesquisadores ou
projetos especificos.

Para descaracterizar qualquer
possibilidade de utilizacdo da Plataforma de
Sequenciamento na pesquisa individual, o0s
escritérios localizados dentro do espago fisico da
Plataforma devem ser destinados apenas aos técnicos
gue atuam no interior da mesma ou a estocagem de
materiais e reagentes. Nenhum pesquisador terad

escritorio no local de funcionamento da Plataforma.

12.6. Equipamentos Disponiveis a Plataforma

Os equipamentos/materiais presentes na
Plataforma Gen6mica sdo de uso exclusivo para
prestacdo de servicos de sequenciamento e nédo
devem ser confundidos com equipamentos/materiais
destinados a pesquisa de pesquisadores ou projetos
especificos.

13. NORMAS PARA SUBMISSAO DE
AMOSTRAS DE DNA

Para a utilizacdo dos servicos prestados pela
Plataforma Genoma Funcional, o usuario devera
preencher um formulario de submissdo das amostras
para sequenciamento disponivel para resgate
eletrdnico na pagina da Plataforma ou no final deste
documento. As amostras somente serdo recebidas
pelo técnico responsavel mediante:

1. a apresentagdo do formulério de submisséo
devidamente preenchido e assinado;
2. mediante a comprovacao de pagamento.
OBSERVACAO: As amostras de DNA ou
coldnias deverdo ser entregues ao responsavel
técnico pelo recebimento até as 12:00 horas. Ap6s
este hordrio ndo serdo recebidas amostras de

colonias.



14. RECOMENDAGOES PARA PREPARAGCAO
DE DNA MOLDE PARA SEQUENCIAMENTO

E importante ressaltar que cabe ao usuario

toda e qualquer responsabilidade pela gualidade e

guantidade das amostras do DNA bem como das

condicBes especificadas em protocolo, em casos

especiais, fornecido para a Plataforma. Em

contrapartida, cabe a Plataforma o compromisso de
produzir sequéncias de alta qualidade.

Entenda-se por “condicGes especiais” toda e
qualquer reacdo cujos procedimentos envolvidos no
processo de sequenciamento apresentem uma
metodologia diferenciada daquela utilizada em rotina
pela Plataforma para sequenciamento em alta escala.
Cabendo a Plataforma apenas o servico de
reprodugdo dos protocolos j& padronizados nos
laboratérios de pesquisa de cada projeto. (Exemplo:
condigbes de crescimento, temperatura de
anelamento dos primers especificos e etc...).

As principais recomendacdes da Plataforma
na preparacdo da amostra do DNA molde de maneira
a maximizar a probabilidade de sucesso do
sequenciamento posterior poderdo ser encontradas na
pagina da Plataforma na internet. Também é

importante ressaltar que cabe ao usuario o

pagamento correspondente _ao _ndmero _de

amostras submetidas para sequenciamento e ndo

ao__numero de amostras segiienciadas com

sucesso. Assim sendo, caso 0 usuario tenha suspeita
da existéncia de algum problema referente a amostra
de DNA submetido ou, ainda, utiliza-se de um
protocolo em desenvolvimento de preparacdo de
DNA o qual néo tenha sido extensivamente validado,
ou utiliza-se de um primer ndo testado para
sequenciamento, sugere-se que inicialmente, apenas
algumas  amostras sejam  submetidas  para
sequenciamento na validacdo da qualidade de

preparacdo do DNA, e, somente ap06s definido o

protocolo  submeta-se um maior ndmero de
amostras.

Para uma maior seguranga sugere-se que 0
usuario submeta sempre uma ou mais amostras
controle, previamente seqlienciadas, as quais
auxiliam significativamente no estabelecimento das
condigBes das reacdes e na comparacdo de resultados
oriundos de diferentes procedimentos.

A Plataforma recomenda ao usuario uma
precisa analise qualitativa e quantitativa da amostra
de DNA a ser submetida para sequenciamento. A
avaliacdo pode ser realizada em gel de agarose por
eletroforese bem como por espectrofotometria. A
analise eletroforética do material em gel de agarose
deve produzir apenas um fragmento correspondente
ao mesmo e na analise espectrofotométrica as leitura
obtidas nas 0O.D.260/280 deverdo apresentar-se
dentro da faixa de 1,8 e 2,0.

15. PRECOS DOS SERVICOS

A Plataforma Genoma Funcional tem seus
servicos  subsidiados pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, ndo incluindo em seus
custos as despesas referentes a mao-de-obra
especializada, encargos sociais, eletricidade, agua,
etc. A tabela de custo, apresentada no Manual do
Usuario da Plataforma Genoma Funcional,
demonstra os precos de servi¢o de sequenciamento
levantados em todo o mundo possibilitando ao
usuario comparar o impacto deste subsidio sobre os
custos para sua pesquisa. A Tabela 1 apresenta a
relacdo dos precos, em ddlar, correspondentes aos
servigos realizados pela Plataforma. Para efetuar o
pagamento, os valores dos orcamentos referentes aos
servicos devem ser convertidos para a moeda em
vigéncia no pais, na taxa de cambio fornecida pelo
Banco Central do Brasil, na data de submisséo do
formulario de solicitagdo de sequenciamento de
amostras de DNA.



Tabela 1. Relacio dos precos referentes aos servicos prestados pela Plataforma de Sequenciamento de DNA para usuarios

internos.

Plataforma 3700 (submisséo em placas) Prego em US$
Arranjamento de clones em placa de 96 pocos 6,60
Crescimento e minipreparacdo de DNA plasmidial 32,75
Reacdo de sequenciamento e purificacdo de DNA 59,16
Injecdo para Sequenciamento no ABI 3700 23,22
Manutenc&o e depreciacdo de equipamentos 59,22
Taxa de garantia dos padrfes minimos de qualidade 27,15
Preco por placa sequienciada 208,10

OBS: entenda-se por usudrio interno todo aquele usuério funcionério ou ndo da EMBRAPA o qual esteja ligado a
um projeto desenvolvido por esta empresa. Para 0s usuarios externos ou aqueles que se utilizam dos servigcos da
Plataforma sem qualquer vinculo empregatissio ou de pesquisa em cooperacdo com a EMBRAPA ao valor
estipulado na Tabela 1 é acrescido o correspondente a contrapartida da empresa correspondente a US$ 22,32.

Os precos da Tabela 1 s8o estabelecidos em
dolar, uma vez que os custos dos reagentes e
suprimentos utilizados para a execugdo completa do
processo de sequenciamento tem sua cotacdo no

valor deste moeda na importacéo.

15. O PAGAMENTO DOS SERVICOS

O servigo devera ser pago de forma adiantada no
momento de submissdo das amostras para
sequenciamento. O pagamento podera ser realizado

das seguintes maneiras:

16.1. Pagamento em dinheiro (esta

modalidade de pagamento ndo foi viabilizada

até a presente data): o usuario devera depositar

o valor a ser informado pelo gerente da
Plataforma, em moeda corrente, na conta
corrente indicada pelo Comité Gestor da

Plataforma. Confirmado o deposito, fica a

Embrapa responsavel pelo fornecimento da nota
fiscal pela eventual prestacdo de servigos em
nome do usuério e/ou projeto especifico em
acordo com os dados apresentados no formulario

de submissdo de amostras.

16.2. Pagamento em reagentes e/ou
suprimentos: ¢ a forma de pagamento mais
utilizada, neste caso, 0 usudrio deverd adquirir
reagentes e suprimentos seguindo instrucdes
especificas do gerente ou administrador da
Plataforma. O material solicitado devera ser
enviado a Plataforma, juntamente com a nota
fiscal, antes da data de submisséo das amostras
com entrega prevista diretamente a Plataforma.
No caso de importagdo, fica o usuario
encarregado de apresentar no momento da
submissdo das amostras a proposta de compra
emitida pela empresa fornecedora especificando

a data prevista de entrega.



17. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NA PLATAFORMA

Durante o periodo de 19 de agosto de 2002 a 21 de junho de 2004 foram seqlienciadas 2.326 placas
formato 96, correspondente a 223.296 reacBes referentes a diversos projetos, totalizando 156.146 seqliéncias

validas. Neste periodo a média mensal de sequenciamento gerou aproximadamente 7.000 sequiéncias validas como

mostrado na Figura 1 (BARBOSA, 2000; GOMES, 2000; GRIFFITHS et al., 1988).
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Figura 1. Seqiiéncias produzidas pela Plataforma Genoma Funcional. Histograma apresentado o0s
resultados obtidos dos sequenciamentos envolvendo os diversos usuarios da Plataforma no periodo de
agosto de 2002 a julho de 2004. Em azul as barras representando as seqiiéncias validas e em marron as
barras correspondentes as seqiiéncias totais.

Os dados relativos as seqiiéncias validas e estimativas produzidas mensalmente na Plataforma Genoma

Funcional encontram-se na Figura 2.
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Figura 2. . Sequéncias produzidas pela Plataforma Genoma Funcional. Histograma apresentado o
resultados obtidos dos sequenciamentos envolvendo as seqiéncias validas no periodo de agosto de
2002 a julho de 2004. Em azul as barras representando as seqiiéncias validas e em marron as barras
correspondentes as sequéncias totais.



18. EQUIPAMENTO DE MICRO-ARRANJO

No periodo de 19 a 21 de novembro de 2003, um parecer técnico da Amersham Biosciences, José
Henrique Aizawa, foi emitido informando sobre a perfeita condicdo do equipamento de micro-arranjo e a

viabilidade de uso do mesmo.

19. TREINAMENTO PARA UTILIZAGAO DO Q-BOT

O treinamento técnico para a utilizacdo do Q-Bot foi realizado no periodo de 07 a 09 de junho de 2004,
tendo como participantes os técnicos Carlos R. Borges Neto e Edmilson Martins de Oliveira e os assistentes de
operacdo Adauto da Silva Castro e Luciana Beatriz Dutra Labuto. Dentre os recursos do equipamento foram
treinamento para a execucao da seguintes funcGes do rob6 de replicacao: a) réplica de placas; b) rearranjo de clones
em placas; ¢) montagem de membranas e d) arranjamento de coldnias.

Atualmente este também constitui um servigo prestado pela Plataforma.

20. PUBLICACOES CIENTIFICAS E METODOLOGICAS

As Tabelas 3, 4 e 5 apresentam os artigos, resumos, comunicados e circulares técnicas que elaborados

pelos Técnicos, Assistentes e estagiarios da Plataforma de Sequenciamento de DNA até o ano de 2004.

Tabela 3. Comunicados e Circulares Técnicas publicados pelos Técnicos, Assistentes e estagiarios da Plataforma

de Sequenciamento de DNA.

Ano Comunicados e Circulares Técnicas

2003 FERREIRA, M. E.; BORGES NETO, C. R. A importancia da pesquisa genémica e o
sequenciamento de DNA. Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2003. 4 p.
(Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Comunicado Técnico, 91).

2003 LABUTO, L. B. D.; LOPES, J. M. P,; SOUSA, Z. A. R.; ANDRADE, V. N.; BORGES NETO
C. R. Protocolos otimizados para arranjamentos de clones e minipreparacdo de DNA.
Brasilia;: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2003. 4 p. (Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia. Circular Técnica, 23).

2003 FIGUEIREDO, G. S. F.; REIS, A. C. M.; CASTRO, A. S.; BISOL, T. B.; BORGES NETO, C. R.
Reacdo de sequenciamento de DNA e purificacdo - Protocolos otimizados. Brasilia: Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2003. 4 p. (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.
Circular Técnica, 22).




Tabela 4. Resumos apresentados em eventos elaborados pelos Técnicos, Assistentes e estagiarios da Plataforma de

Sequenciamento de DNA.

Ano Trabalhos apresentados

2003 LABUTO, L. B. D.; LOPES, J. M. P.; SOUSA, Z. A. R.; ANDRADE, V. N.; BORGES NETO
C. R. Arranjamento de clones e minipreparacdo de DNA - Protocolos otimizados. In:
ENCONTRO DO TALENTO ESTUDANTIL DA EMBRAPA RECURSOS GENETICOS E
BIOTECNOLOGIA, 8., 2003, Brasilia, Anais... Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, 2003. p. 30.

2003 CASTRO, A. S,; BISOL, T. B.; BORGES NETO, C. R. Protocolo otimizado da reagdo de
sequenciamento de DNA. In: ENCONTRO DO TALENTO ESTUDANTIL DA EMBRAPA
RECURSOS GENETICOS E BIOTECNOLOGIA, 8., 2003, Brasilia, Anais... Brasilia: Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2003. p. 48.

2003 FIGUEIREDO, G. S. F.; REIS, A. C. M., CASTRO, A. S.; BORGES NETO, C. R. Purificagao e
sequenciamento de DNA - protocolos otimizados. In: ENCONTRO DO TALENTO
ESTUDANTIL DA EMBRAPA RECURSOS GENETICOS E BIOTECNOLOGIA, 8., 2003,
Brasilia, Anais... Brasilia: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, 2003. p. 49.

Tabela 5. Artigos de divulgacdo na midia elaborados pelos Técnicos, Assistentes e estagiarios da Plataforma de

Sequenciamento de DNA.

Ano Artigos cientificos

2003 FERREIRA, M. E.; BORGES NETO, C. R. A importancia da pesquisa gendmica e 0
sequenciamento de DNA. Disponivel em: <www.ruralnet.com.br, www.boletimpecuario.com.br
e www.agronet.com.br>. Acesso em: 19 dez. 2003.

2003 LABUTO, L. B. D.; LOPES, J. M. P.; SOUSA, Z. A. R.; ANDRADE, V. N.; BORGES NETO
C. R. Arranjamento de clones e minipreparacdo de DNA - Protocolos otimizados. Disponivel
em: <www.ruralnet.com.br, www.boletimpecuario.com.br e www.agronet.com.br>. Acesso em:
19 dez. 2003.

2003 FIGUEIREDO G. S. F,; REIS, A. C. M.; CASTRO, A. S.; BORGES NETO, C. R. Purificacdo e
sequenciamento de DNA - Protocolos otimizados. Disponivel em: <www.ruralnet.com.br,
www.boletimpecuario.com.br e www.agronet.com.br>. Acesso em: 19 dez. 2003.

2003 CASTRO, A. S.; BISOL, T. B.; BORGES NETO, C. R. Protocolo otimizado da reacdo de
sequenciamento de DNA. Disponivel em: <www.ruralnet.com.br e
www.boletimpecuario.com.br>. Acesso em: 19 dez. 2003.

21. CURSOS E TREINAMENTO DOS TECNICOS E ASSITENTES

A tabela 6 apresenta a relagéo dos cursos e treinamentos aos quais os técnicos e assistentes da Plataforma

foram submetidos até o ano de 2004.
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http://www.ruralnet.com.br/
http://www.boletimpecuario.com.br/
http://www.agronet.com.br/
http://www.ruralnet.com.br/
http://www.boletimpecuario.com.br/

Tabela 6. Treinamentos e cursos realizados pelos Técnicos e Assistentes da Plataforma de Sequenciamento de

DNA.
Ano Duracgéo Cursos ou Treinamentos / Entidades
(horas)
2003 20 Treinamento Bésico de Sequenciamento de DNA na Plataforma ABI Prism 3700.
Brasilia-DF, 18 a 20 de marco. EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Applied Biosystem do Brasil Ltda.
2002 36 Treinamento Béasico de Sequenciamento de DNA na Plataforma ABI Prism 3100.
Brasilia-DF, 26 a 30 de agosto. EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Applied Biosystem do Brasil Ltda.
2002 34 Programa de Capacitagdo do Periodo Probatdrio. Brasilia-DF, 18 a 23 de agosto.
EMBRAPA Sede.
2002 40 Treinamento Basico de Sequenciamento de DNA. Cordeir6polis —SP, 06 a 10 de

agosto. Centro Avancado de Pesquisa Tecnoldgica do Agronegécio de Citros
“Sylvio Moreira” do Instituto Agronémico de Campinas — IAC.
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