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APRESENTAGCAO

A reprodugdo e difusdo dos Relatérios de
Consultores, no 8mbito restrito das Diretorias das
Unidades do Sistema Nacional de Pesquisa Agrope-
cuaria, vinculado a EMBRAFA, tem como objetivo
principal o de divulgar as atividades desenvolvidas
pelos consultores e as opinides e recomendagdes
geradas sobre os problemas de interesse para a
pesquisa acropecudaria.

/s atividades de consultoria sdo realiza-
das no 8mbito do Projeto de Desenvolvimento da
Pesquisa ¢grtopecudria e Difusido de Tecnologia na
Regidc Centro-Sul do Brasil - PROCENSUL II, finan-—
ciado parcialmente pelo Banco Interamericano de
Desenvolvimento - BID ¢ a EMBRAPA contforme os con-
tratos de Empréstimo 139/IC-BR e 760/SF-BR, assina-
dos em 14 de marlo de 1985 entre o Governo Brasi-
leivro e o FID.

é¢s opinides dos consultores sdo inteira-
mente pescscais e ndo refletem, necessariamente, o
ponto de vista do II1CA ou da EMBRAPA.

¢ coordenagds dos Contratos IICA/EMBRAPA
agradeceria receber comentarios sobre estes rela-
térios. .

Horacio™H. Stagno
Coordenador Contratos IICA/EMBRAPA






INSTITUTO INTERAMERICANO DE COOPERACAD PARA A AGRICULTURA
CONVENTID IICA/ENBRAPA

RELATORIO FINAL DE CONSULTORIA

1. Nose do consultor: Fhilippe Guercke
2. Especialista es: Biologia Molecular
3. Nome do Projitv do II1CA: 2,.5B.3

4. Especificar qual o Prograsa da ENBRAPA es que 2 consultoria esta sendo prestaca:

PROGRAMA : PROCENSUL "II
SUB-PROGRAMA: 05 CONTROLE BIOLCGICO

Codigo Atividade Projeto IICA: 2.5B.3.05{ Codigo contabil: ¥ <694 BiB 03 -

T{tulo da Atividade do| Apoio ao desenvolvimento de pesquisa da EMBRAPA er: estudos
e aplicacces sobre recursos geneticos, biorecrologia e cor
Projeto do II1CA corres| upole bioidgicd de pragas, enfermidaics e males ce ervas

pondente a esta consul dantnhas.

toria

IPEﬁIODO DE CONTRATACAD SEDE DA CONSULTORIA
‘13 a 28 de fevereiro de 1989 ZENARGEN/ZMBRAPA
perfono o€ PRORROGACED . SEDE DA PRORROGACED

S. Fonte financiadora: FROCENSUL IT
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8; ACTIVITIES UNDERTAKEX BY THE CONSULTANT AND RESULTS

6.1 RESEARCH DONE UNDER OIRECT RESPONSIBILITY OF.IHf CONSULTANT

- .
s -

Research activities developed N Results Achieved

A expressao transit6r1a r: ura ferramenta para otimizar a efi-
ciéncia de transformacao de protoplastos e tarbém utilizada para me
dir a eficdcia da expreSsao de genes quiméricos.

A Consultoria realizada na enpresa, no perfodo de 13 a 28 de
fevereiro de 1989, nss laboratdrios de Biologia Nolecular e Vegeiel,
teve como principal objetlvo ‘a2 trenszissgo de uma téenica de dosa-
gen da expressao transitdria do gene CAT codl‘lcardo rara a CELCRAN
PHENICOL ACETYL TRANSFERASE e do gene GUS codificando parz_a BETA

GLUCUROKITASE, cox 'a- ut*liﬁacao do aparelho de eletroporagdo do CE-
NARGEN.

BLETnOPORACIO DE PROTOPLASTOS DE TABACO E CENOURAS UTiLIZANDO PLAS-
¥IDEOS "pCa¥KVCAT" e *pDE4". t

6.1.1 - Foram feitas va,iagoes nas condigoes de eletro*ora;ao.
© = TABACO:

. Poi diffeil a obtengao .de protoplastos de tabaco em bom es~-
tado e llvres de contarminagao. Isso se_deveu 8s condigoes de cres-
cimento dzs plantas na Casa de VegetagZo que se encontra em péssi-
mas condlgoes de aultura.

Para o sucesso da técnica fomos obrigados a recomegar trés
vezes as manipulagoes.

- CENOURA: :
-~ -+ Protoplastos foram isoladcs .a partir e umA cultufa de célu
las.

Os experimentos de eletroporaqao foraz realizados primeirea-
mente utilizando-se ‘as mesmas condigoes conhecides para o tabaco.

Como os protoplastos de cenoura sao bem menores que os ‘de
tabaco, € possivel que precisem de chogques elétricos de raior tem-
po para insercgo do DKA.

De feto, nac detectamo* expressao transitdrie posteriormen
te. Os experimentos foram entao rejeitados e desta vez refeitos com
a utilizacao de cepzaitores mais potentes. Para isso, instalaram-se
capacitores novos né¢ eletropracpr.

Esses experimentos estao exr andamento.
6.1.2 - Dosager ¢a expressao transitériz dos genes CAT e GUS

- CAT: A CAT € uma enzime que cataliza a acetilag@o do cloram
fenicol usando. cozo substrato.icetil - Co A.

Usando clorimfenicol marcado €14, o produto da rezgzo pode
ser serarado por cromatogrhfia de camada fina e detectado por auto
rediografia.



- GUS: A GUS € uza enzima que :ataiiza a liberacséo do deido glu
curdnico ligedo a outras moléaulas gie possuem uroméforos. Pera fazer
um ensaio espectrofotométrico usamos ocmo_substiato da reagso 0 p-ni-
trofenil glucuronido. Os produtos da reagio seao o dcido glucurdnico e
o p-nitrofenocl que tem absorve a luz a 415 nm.

Con esta enzima também pode ser feito wi emnsaio fluorométrico
e histoqufmico, usando outros croméforcs.

: A vantagen maior desta téani:a € o fato ce ela nao precisanm
de um substrato radioative.

6.2 SUPPORT TO RESEARCH UNODERTAKEN 8Y OTHER ENBRAPA RESEARINERS

Research activities developed Results achieved

Durente este perfodo foi inieiado pela pesquisadora VERA' CARNEIRO
o trabalbo de insergeo de genes de erypressao transitéria em cenoura,
dentro do projgﬁo "Enriquecimento prcteico da mandioca.™

Bstes genes_foram usados para estebelecimento das condigoes ideais
de eletroporagao e a aguisigeo destas tdenicas € de grande interesse
da2 equire de Biologia Xolecular para o trzbalho ie an{lise de expres-
sao de rromotores.



6.3 TRAINING ACTIVITIES DEVELOPED 8Y THE CONSULTANT

-
.

Type of Nusber of beneficiaries

" ' . . .
Date raining subject natter event® Froas EMBRAPA|Froa other

institutions

Semindrio sobre o trabalho reelizado na P. G. S. - Bélgica a res-
peito do estudo da express2o e .regulacao dog genes aodifigantes da pro
tefne 2S5 da ARABDOPSIS TEALIANA e a expressao do gene de Cestanha-do-
Pard em plantas transg®nicas de aolza.

DATA: 20 de fevreiro de 1989.

® Short courses, sesinars, conferences, etc.

6.6 IN-SERVICE TRAINING PROVIDED BY TEE CONSULTANT

In-service training subject satter Nases of counterparts - -

A dosagem de expressido transitdria de GUS e CAT serd usada por
grende parte dos pesquisadores da Zree de_Biologie Molecular e Ce-
lumlar para testar a efiaiéncia de expressao de diferentes constru-
goes. O trabalho foi acoxpanhado pelos pesguisadores VERA CARKNEIRO
e LEILA BARR0S e pela estagidria CRISTINE BARXETO. :



6.5 ACTIVITIES IR SUPPORT OF RESEARCH STRATEGY AND PLARNING

Research program to which subject satter {s °

Research subject satter
concerned

Protocolos completos de dosagem de CAT e GUS foram fornecidos
os pesquisadores.

A dosasmu histoqufmica dan GUS € muito interessante para determi-
nacao do nimero de protoplastos transformados por eletroporaggo. Além
disso, essa dosagem pode ser feita sobre tecidos de prlanmtas transfor-
nadas para analisar & expressdo de uma construgao que contém e sequér
c}a codificedora para o GUS sot o controle de um proxotor tecido-eswe
cifico.

5.6 ACTIVITIES IN SUPPORT OF OTHER CENTERS AND UNIVERSITIES IMPROVING THE RESEARCH
CENTERS LINKS WITH ABROAD

Subject satter on which links Persons, centers and universities

were recosaended recosended for contact

Foi construfdo na PRANCA um eletroporador que foi fornecido & Uni
vercidade Federal do Rio de Jeneird ( UFRJ ) nz pessoa do Dr. Bene-~
di'st Timmermen.

¢



3;7 PUBLICATIONS AND REPORTS UNGERTAKEN WITH THE CONSULTATI'S PARTICIPATION

-t

Tit f pudlicati R t and oth
Author(s)® itle of publication or Report and other

bibliografic identification

LEILA MARIA GOMES BARROS  "Progeny studies from N. tabacum plents
CRISTINE CHAVES BARRETO co-transformed by eletroporation.®

‘ PHILIPPE GUERCHE Manuscerito in preparsceo para ser subme
tido para a “Revista Erasileira de Gen§
tica. (Brazilian Journel of Genetics).

* pPersonal, institutional, etc.

6.8 SUPPORT PROVIODED TO EMBRAPA RESEARCHERS INK THESIS AND DISSERTATION WORK

9

Nase of the student Thesis subject satter and sinthesis of advice

LEILA MARIA GOMES BARROS nransformecio genética de Nicotiame te-
bacum utilizendo Agrobacterium turefe-
ciens e eletroporagso.”

OBS: Este trabalho de tese foi sugerido
por PHILIFPE GUERCHE, no CENARGEN, no
ano de 1986.

Discussao sobre os resultados e concluszo.



8. CONSULTART'S SUGGESTIONS AND TECHNICAL OR INSTITUTIONAL RECOMNENDATIONS FOR THE
INPROVENERT OF THE RESEARCH SERVICE .

Os labompatérios de BIOLOGIA MOLECULAR e BIOLOGIA' CELULAR pos-
suen 0s equipamentos indispensdveis pare a realizacao de experig
cias de expressao transit6ria, usando o gene GUS e CAT, havendo si
do removido o obstdculo &s experiéncias desenvolvidas, fruto da in~
salubridade da Casa de Vegetageo que resultaram na obtengzo de pro-
toplastos contarninados e exm mau estado.

X extrezarzente importente para_os dois Laboratdrios a utiliza
¢do da téaniax de dosager de expressao trznsitéria do gene. Assim,
0 sucesso decse tipo de experimento € muito ligado ao bon estado fi
sioldgico do explante vegetal.

Est2 Casa de Vegetagdo permite, teoricarente, cultivar plan-
tas de tabaco (e outrzs) ez Stimes concigoes desde que sejam obser-
vedos cuidzcos para evitar o crescimento de plantas daninhas e o de
senvolvimento de fungos e de insetos.

0 ideal € que-o Laboratério possua duas Cases de Vegetaqao aw
bas cirentzdzs, € que a8 cada seis mesecs fzga-se rotacao das culturas
e lirmpeza total da desocurada.

% puito importante a designagdo de pessoa, ative e com autori
dade bastante, para zelar pelas aondigoes de otimizacao das cultu-
rzs des Casas de Vegetaqao, mantendo-es nas melhores disposigdes v
ra sua ideal utilizagdo.

Sou de pzrecer que as pescuisaco*as LEILA e VERA, € a estagid-
‘ria CRISTINE, sao sufiaientemente correiertes para desenvolverem Des
guisas desse tipo, sem qualquer tipo de auxflio externo.

Pare que as pesquises se desenvolvar exm condigoes reis propl-
cias, repercutindo assim nos resultzdéos, convém umz perranente inte
- grageo de todos os pesquisadores dos dois Laboratérios, de CULTURA™
ZE TECIDOS e de BIOLOGIA MOLECULAR.



9. AGREENEHTS OR COMMITTMENTS ESTABLISHED NITH EXBRAPA RESEARCHERS IN-SERVICE OF
THE FUTURE DEVELOPMENT OF RESEARCH IN THE CONSULTANT'S FIELD OF SPECIALIZATION

-
‘

Até a presente data, cinco coopersntes franceses forar enviados pe
lo INRA fmais articularmente pelo Laboratoire de Biologie Cellulai™
re, Vbrsaillesg ao Laboratdrio de Cultura de Tecidos do Cenargen, cox
dezesseis meses de duragao para cada cogperante.

Os pesguisadores e a Chefia do Cenargen'desejam a manutengao dessa
aooperacac. - .

De outro lado, uma jovem pesquisadora ANA CRISTINA MIRANTA BRASILEI
RO, fazendo doutoradoc, e a estagidria do Cenargen SILVIA ROSSI, em eS
tdgio de curto prazo, encontram-se no laboratoire de Bilologie Cellulai
re do INRA { Verseilles, que mantéc intersese de receber outros pes-
quisadores brasileiros, qomo MAURO e VERA CARKEIRO. Cox a ida desta
pesquisadora talvez seja possivel elaborar-se um projeto entre o Cenar
gen e o LBC de Versailles-sobre a cultura “in vitro" e a transforma-
gao genética do feijeo.

10. CONSULTANT'S COMMENTS ON CIRCUHSTANCES WHICH AFFECTED THE CONSULTANCY WORK

Vériac reunioes foram necessérias pera serex definides gue +ipos de .
projetos deveriam ser realizades ccm intensa colaboragao enire os pes-
quisadores dos Laboretdrios de Cultura de Tecidos e de Biologia Xole-
cular. A nomeagao 4o Dr. L. A. B. de €Castro para a chefis do ILT con~
tribuird para o fortalecimento desse Laboratério e da integragczo pro-
posw. . T - - : =

Numerosos projetos do LI t&c necessiGede de dominar a cultura e 2
transforzagao de uma outra planta modelo ARABITOPSIS THALIANA, sendo
muito importante & vinda de outro cooperante franals, tacbém pzra es-
se finzlidade.

0 anterior conhecimkento por este Consulton, tanto dos tra¥alnos de-
senvolvidos, quanto dos pesguisadores, facilitaram o box nivel do re-
lacionamento, permitindo uma zelhor avaliagao da progressao dos pro-
Jjetos desenvolvidos nos_ultimos dois anos. Convém ressalter texbém cue
o0 interesse e a dedicagao dz Chelia do Cenargen foram partes relevarn-
tes para os resultados obtidos.

Resta-me agradecer a todas as pessoas que trabalham no Cenargen e
que de uma forma ou de outra facilitaram os trabalhos deservolvidos,
mais particukarmerte ao Dr. L. &. B. de Castro, Leila Barros, Vera Car
neiro, Dr. Mzuro Carneiro pelo entusiasmo e confianga nos resultados,
que permitiram que esta Consultoria nzo se restringisse apenas a ume
mera transferé&ncia de teanologiz.

NZo se pode deixar de patentear a necessidade do trzbalho da Ira.
¥A4RIA JOSE A. SANPAIO no Cenargen,a cuem agradego o honroso eonvite e
as aontinuadas provas de aonfiangz. ‘

Date-03 de margo de 13889, Signature: )
PHI GUERCHE

4



Programa 1I. Geragido e Transfer®ncia de Tecnologia

0 Programa de Geragdo e Transferéncia de Tecnologia
é a resposta do IICA a dois aspectos fundamentais: (i) =
reconhecimentc, por parte dos paises ¢ da comunidade
técnico—-financeira internacional, da importd3ncia da tec-
nologia para o desenvolvimento produtivo do setor agrope-
cudrio; (ii) a convicgéo generalizada de que, para apro-
veitar plenamente o potencial da ciéncia e da tecnologia,
& necessdrio que existem infra-estruturas institucicnais
capazes de desenvolver as respostas tecnolégicas adequa-
das A4s condigdes especificas de cada pais, bem como um
lineamento de politicas que praomova ¢ possibilite que
tais infra-estruturas sejam incorporadas acs processos
produtivos.

Nesse contexto, o Programa Il visa a promover e
apoiar as agoes dos Estados membros destinadas a aprimo-
rar a configuragido de suas politicas tecnoldégicas, forta-
lecer a organizagdc e administragdc de seus sistemas de
geragdo e transfer@ncia de tecnologia e facilitar a
transfer@ncia tecnolégica internacional. Desse modo sera
possivel fazer melhor aproveitamento de todos os recursos
disponiveis e uma contribuigdoc mais eficiente ¢ efetiva
para a solugdc dos prablemas tecnolégicos da produgdo
agropecuaria, num 3mbito de igualdade na distribuigdo dos
beneficios e de conservagao dos recursos naturais.




INSTITUTO INTERAMERICANO DE COOPERAGCAO PARA A AGRICULTURA

0 Instituto Interamericana de Cooperag3o para a Agricultura
(IICA) & o organismo especializado em agricultura do Sistema Intera-—
mericano. Suas origens datam de 7 cutubro de 1942, quando o Conse-
lho Diretor da Unido Pan—-Americana aprovou a criagdc do Instituto
Interamericano de Ci€ncias Agricolas.

Fundada como uma instituigdc de pesquisa agronomica e de
ensino, de pés—graduagdo para os trépices, o IICA, respondendo as
mudangas e novas necessidades do Hemisfério, caonverteu-se progrés-—
sivamente em um organismo de cooperagdc técnica e fortalecimento
institucional no campo da agropecudria. Essas transformagées foran
reconhecidas oficialmente com a ratificagdoc, em 8 de dezembro de
1980, de uma nava convengic, que estabeleceu como fins do IICA
estimular, promover e apoiar os lagos d: cooperagdo entre seus 31
Estados membros para a obtengdoc do desenvalvimento agricola e do
bem—estar rural.

Com um mandkto ampla e flexivel e com uma estrutura que per-—
mite a participagdo direta dos Estados membros na Junta Inter-—
americana de Agricultura e em seu Comit® Executivo, o IICA conta com
ampla presenga geogrdfica em todos os paises membros para responder
a suas hecessidades de cooperacdo técnica.

As contribuigides dos Ecstados membros e as relagdes que o IICA
mantém com 12 Paises Observadores, e com varios organismos interna-
cionais, 1lhe permitem canalizar importantes recursos humanos e
financeiros em prol do desenvolvimento agricola do Hemisfério.

0 Planc de Médic Prazo 13987-1931, documento normativo que
assinala as prioridades do Institutc, enfatiza agies voltadas para a
reativagdo do setor agropecudrio como elemento central do crescimer-—
to econémico. Em vista dissa, o Instituto atribui especial impor-
t8ncia ao apoioc e promcogic de agdes tendentes & modernizagdo tecno—
légica do campo e aoc fortalecimento dos processos de integragdc
regional e sub-regional. .

Para alcangar tais objetivos o IICA concentra suas atividades
em cinco 4dreas fundamentais, a saber: Andlise ¢ Planejamento da
Politica Agraria; Geragdo e Transfer@ncia de Tecnologia; Organizagaoc
¢ Administragdo para o Desenvolvimento Rural; Comercializagio e
Agroindistria, e Sadde Animal e Sanidade Vegetal.

Essas Areas de ag&o expressam, simultaneamente, as neces-
sidades e prioridades determinadas pelos prépios Estados membros e o
dmbito de trabalho em que o IICA concentra seus esforgos e sua
capacidade técnica, tanto sob o ponto de vista de seus recurscs
hunanos e .financeiros, como de sua relagdo com outros organismos
internacionais.






Esta publicacdo foi reproduzida es
Brasilia, em julho de 1989, numa tiragem
de 100 exemplares.












