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1. Instituicao: UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA - CNPJ:
25.944.455/0001-96

2. CQB n2: 0024/97

3. Periodo a que se refere: 01 de janeiro de 2016 a 31 de
dezembro de 2016.

4. Informar sobre as alteracoes ocorridas na composicao da
CiBio:

A atual CIBio foi estabelecida pelo Ato 0508/20154/RTR de 21/05/15 e
aprovada pela CTNBio Parecer 4628/2015 em 05/08/15, e ¢
constituida por: Prof. Leandro Licursi de Oliveira (Presidente); Prof.
Abelardo Silva Junior; Prof. Denise Mara Soares Bazzolli; Prof. Francisco
Murilo Zerbini JUnior; Prof. Juliana Lopes Rangel Fietto; Prof. Wagner
Campos Otoni. Como membros suplentes: Prof. Adriano Nunes Nesi;
Prof. Gustavo Costa Bressan; Prof. Hilario Cuquetto Mantovani.

5. Relacionar as unidades operativas e instalacoes utilizadas,
especificando os niveis de biosseguranca, técnico principal, os
projetos de pesquisa ou atividades concluidos ou em
andamento, constando os objetivos, a relacao dos OGM e
derivados que foram objeto das atividades (mencionar o nome
comum, nome cientifico das espécies, genes introduzidos, sua
origem e funcoes especificas), incluindo resumo dos
resultados mais relevantes obtidos e referenciar, quando
houver, publicacoes e pedidos de patentes.

Unidades operativas que estao sob a cobertura do CQB 024/97:
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- Instalacdes do BIOAGROUFV. Comunicado CTNBio n® 19, Processo n.2
01200.002610/9704.

- Instalacbes do Departamento de Engenharia Florestal - UFW.
Comunicado CTNBio n2 67, Processo n.2 01200.002610/9704.

- Instalacbes da Fazenda Experimental de Coimbra. Comunicado
CTNBio n2 85, Processo n2 01200.002610/9704.

- Casa de Vegetacao OGM e Casa de Vegetacao localizado no Viveiro
de Pesquisas Florestais DEF/UFV; Laboratério de Cultura de Tecido Il e
Laboratério de Biotecnologia e Biodiversidade para o Meio Ambiente
localizado no BIOAGRO; e Laboratério de Solos Florestais localizado no
Departamento de Solos/UFV. Parecer CTNBio 0847/2006.

- Casa de Vegetacao na unidade que faz parte do BIOAGRO. Parecer
CTNBio 3519/2012.

- Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia (LIG) e Laboratério de
Imunovirologia Molecular (LIM). Parecer CTNBio 4775/2015.

- Laboratério de Cultura de Tecidos e o Laboratério de Biotecnologia e
Melhoramento Vegetal. Parecer CTNBio 4945/2016.

- Laboratério de Biologia Molecular de Plantas Il e Laboratério de
Cultivo e Crescimento de Plantas. Parecer CTNBio 4939/2016.

Nestas unidades sao desenvolvidos os seguintes projetos:

5.1. Projetos concluidos em 2016:

5.1.1. Obtencao de lectinas recombinantes

Nosso grupo de pesquisa trabalha com diversas lectinas de origem
vegetal, recentemente identificamos e caracterizamos uma lectina
isolada de Brassica oleracea var. Botrytis (couve-flor) denominada
BOL. A purificacdao de lectinas geralmente envolve varios passos
cromatograficos, como cromatografia de afinidade, de troca i6nica e
gel filtracdo. Entretanto, a quantidade de proteina nativa recuperada
no processo de purificacao limita o nUmero de ensaios bioldgicos que
podem ser realizados. Normalmente com rendimentos inferiores a

10% de lectina torna-se notdria a necessidade de desenvolver
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estratégias que visem aumentar a obtencao dessa lectina. Com o
advento da tecnologia do DNA recombinante, tornou-se possivel a
sintese e purificacdo de lectinas em larga escala através da expressao
heteréloga dessas proteinas, sendo uma maneira interessante de
aumentar a disponibilidade, garantir o fornecimento continuo e
facilitar a purificacao de lectinas com atividades de interesse.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto:
Organismo receptor: Escherichia coli; Organismo parental: - Nome:
couve-flor (Brassica oleracea var botrytis); Construcdao genética
utilizada: cDNA do gene de lectina de Brassica oleracea, homologa as
proteinas putativas de Brassica napus (CDX87054.1) e Brassica rapa
(XP_009111696.1); Vetor: pET-22b(+)

Nivel de contencao: NB-P 1. Os experimentos estao sendo
realizados no Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia

Medidas de biosseguranca adotadas: Acesso ao laboratério
restrito ao pessoal autorizado. Todas as manipulacdes envolvendo
OGM sao realizadas em camara de fluxo laminar. Todo material de
trabalho utilizado, assim como, o micro-organismo sao descartados
apés o procedimento de esterilizacao em autoclave, a temperatura de
121 °C por 20 minutos.

Equipe envolvida: Leandro Licursi de Oliveira (lider); Silvia AlImeida
Cardoso; Christiane Eliza Motta Duarte; Karla Veloso Goncalves
Ribeiro; Patrizia Mello Coelho.

Orgao financiador: CNPq.

5.2. Projetos em andamento:

5.2.1. Identificacao de potenciais alvos antigénicos do
Mycoplasma Hyopneumoniae e desenvolvimento de vacinas
quiméricas: estudo do potencial imunogénico de resposta
padrao Thl em modelos murinos e suinos

Mycoplasma hyopneumoniae é considerado o causador primario da

pneumonia enzodtica suina (PES), doenca crbnica e altamente



MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
COMISSAQ INTERNA DE BIOSSEGURANCA - CIBio

Campus Universitirio - Vigosa, MG - 36570-000

contagiosa. A infeccdo por esta bactéria acarreta considerdveis
perdas econOmicas a producao de carne suina devido,
principalmente, a significativa perda de peso dos animais, gastos com
tratamento e reducao de precos das carcacas. As manifestacdes
clinicas associadas a infeccao pelo agente tém sido frequentes e
comuns nas principais regides produtoras do pais, o que acarreta
diminuicao da produtividade e grandes prejuizos econémicos ao setor
nacional e estadual. Em termos praticos, a grande maioria das
granjas comercias no Estado e no Brasil sao infectadas pelo
Mycoplasma Hyopneumoniae. Atualmente existem vacinas comercias
de tecnologia importada, utilizando cepas nao isoladas no Brasil que
sao baseadas em bacterinas preparadas a partir de células inativas
do microorganismo, na qual é responsavel por uma protecao parcial.
Desta forma, a campo é comum falhas na vacinacao, frequentemente
associada a falta de protecao cruzada entre cepas encontradas em
vacinas e cepas de campo. Considerando a experiéncia de parte da
equipe em vacinologia de suinos, que recentemente em parceria com
a FAPEMIG desenvolveu uma vacina contra circovirose suina
(processo de transferéncia tecnoldégica - Empresa Ourofino - Patente:
PI1020130018) o projeto objetiva desenvolver antigenos
recombinantes como candidatos a vacinas de forte resposta
imunoldgica, em especial resposta celular (Thl), contra o Mycoplasma
Hyopneumoniae, também passivel patenteamento, escalonamento e
transferéncia tecnoldgica.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto: O
material genético incluido nos OGMs (Escherichia coli BL21) refere-se
a sequéncia de nucleotideos que codifica a a proteina P97 adesina da
bactéria ao vetor de expressao PET-29a Novagem®.

Nivel de contencao: NB-P 1.

Medidas de biosseguranca adotadas: Em relacdo ao acesso, a
area em regime de contencdo sera permitida somente a

pesquisadores e funciondrios diretamente envolvidos no trabalho, os
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quais serao informados previamente sobre as normas de
biosseguranca. A manipulacao/descarte de material que entraram em
contato com o microorganismos transformado sera realizada seguindo
0S mais exigentes padroes de contencao, com recipientes destinados
exclusivamente ao descarte destes materiais seguido de
autoclavagem e por fim eliminacao dos residuos por incineracao. A
referida drea de trabalho possuird um livro de registro de informacdes
sobre os experimentos em andamento e havera uma sinalizacao na
entrada do laboratério indicando a experimentacdao com OGMs. Todo e
qualquer acidente, bem como as informacdes inerentes aos OGMs
serao informados a CIBio da instituicao.

Equipe envolvida: Abelardo Silva JUnior (Lider); Marcia Rogéria de
Almeida; Gustavo Costa Bressan; Maria Aparecida S. Moreira.

5.2.2. Obtencao de soja [Glycine max (L.) Merrilll
geneticamente modificada para a composicao da fracao odleo.
O objetivo deste trabalho é a obtencdao de cultivares de soja
geneticamente modificados que apresentem silenciamento dos genes
que codificam para as enzimas oleoil dessaturase, colina
fosfotransferase ou lisofosfatidilcolina aciltransferase, envolvidas na
biossintese de acidos graxos, visando aumentar o teor de acido oléico
e diminuicao de &cido linolénico. Serao utilizados trés processos de
PTGS (silenciamento génico pds-transcricional): co-supressao, RNA
antisenso e RNA de interferéncia. Os processos de transformacao
serao realizados com embrides somaticos, cotilédones imaturos e nés
cotiledonares de soja infectados por A. tumefaciens (LB4404) e
mediados por sonicacao. O teor de acidos graxos do 6leo em plantas
transformadas sera medido por cromatografia gasosa.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto: Estas
cultivares de soja estao sendo transformadas com os seguintes genes
envolvidos na biossintese de &cidos graxos: oleoil dessaturase,

colinafosfotransferase ou lisofosfatidilcolina aciltransferase. Estes
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genes estao clonados em vetores da série pCAMBIA e pKANNIBAL
utilizados especificamente para transformacao genética via
Agrobacterium tumefaciens. No pCAMBIA, o T-DNA apresenta, além
do gene de interesse, marcadores seletivos para antibiéticos
(canamicina e higromicina) e/ou herbicida (fosfinotricina), além do
gene reporter GUS (b-glucoronidase). A expressao de todos os genes
estd sob o controle do promotor do virus do mosaico da couve-flor
(35S) ou do promotor do gene que codifica para a subunidade alfa da
enzima beta-conglicinina (7S), especifico de semente.

Nivel de contencao: NB-P 1

Medidas de biosseguranca: Ainda nao foram obtidas plantas
transgénicas regeneradas. Todos os embrides de soja submetidos a
transformacao estao sendo mantidos in vitro, em sala de cultivo.
Posteriormente, as plantas transformadas serao mantidas em casa de
vegetacdo OGM para aclimatizacao. Apds identificacdo das plantas
gue contenham as caracteristicas de interesse, estas serao
disponibilizadas para o Programa de Melhoramento da Qualidade da
Soja do Bioagro/UFV.

Equipe envolvida: Maurilio Alves Moreira (Lider); Everaldo
Gongalves de Barros; Wagner Campos Otoni; Andreia Barcelos Passos
Lima; Polyana Kelly Martins; Beatriz de Almeida Barros; Cassiana
Severiano de Sousa; Lilian da Silva Fialho.

Orgao financiador: FAPEMIG e CNPq.

5.2.3. Patogenicidade de Colletotrichum spp. ao cafeeiro.

O género Colletotrichum é considerado o agente causal de varias
doencas em uma ampla gama de hospedeiros. Em cafeeiro, C.
gloeosporioides estd associado a seca de folhas e frutos, embora
ainda nao tenha sido possivel comprovar sua patogenicidade, uma
vez que os sintomas nao aparecem apos a inoculacao. Diante disso,
existe a hipétese de que C. gloeosporioides seja endofitico ao
cafeeiro, podendo causar doencas quando a planta é submetida a
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determinadas condicdes de estresse. A fim de esclarecer a interacao
entre C. gloeosporioides e cafeeiro, se endofitica ou patogénica,
isolados provenientes de Coffea arabica e C. canephora, com
sintomas de necrose e de mancha manteigosa, foram marcados com
o gene GFP, que codifica para uma proteina verde fluorescente. Esta
ferramenta permite monitorar o crescimento do fungo in vivo, sem
gualquer intervencao externa, fornecendo informacdes sobre o seu
desenvolvimento in situ.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto:
Colletotrichum gloesporioides, C. acutatum, E. coli contendo o
plasmideo pSM1. Isolados do fungo Colletotrichum gloeosporioides e
C. acutatum, geneticamente marcados com GFP (green fluorescent
protein), pela transformacao com o plasmideo pSM1.

Nivel de contencao: NB-P 1.

Medidas de biosseguranca adotadas: 1. Acesso ao laboratério
restrito ao pessoal credenciado junto ao Bioagro, controlado pelo
pesquisador principal. 2. Todas as manipulacdes envolvendo OGM sao
realizadas em camara de fluxo laminar. 3. Todo material contendo
OGM ¢é esterilizado antes do descarte, por meio de adicao de
hipoclorito de sédio (material liquido) ou autoclavagem (material
sélido)

Equipe envolvida: Eunize Maciel Zambolim (Lider); Eveline Teixeira
Caixeta; Laércio Zambolim; Marisa Vieira Queiroz; Ney Sussumu
Sakiyama; Rejane do Livramento Freitas.

Orgao financiador: FAPEMIG

5.2.4. Aplicacoes da filogeografia molecular para a
reconstrucao da histdria evolutiva de organismos de
importancia agricola do estado de Minas Gerais.

Este plano de trabalho estd focalizado no desenvolvimento e
aplicacdo da filogeografia molecular para reconstruir a histéria

evolutiva de organismos de importancia agricola no Brasil, com
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énfase no Estado de Minas Gerais, e em treinar recursos humanos na
area molecular aplicada a agropecuaria. O objetivo a longo prazo é
gerar conhecimentos cientificos e tecnoldégicos que poderao ser
aplicados na elaboracao de novas estratégias de controle e
monitoramento de pragas e doencas, de prospeccao de germoplasma
e de conservacao da biodiversidade. O plano de trabalho dara
continuidade aos projetos tecnicos-cientificos atualmente em
andamento, sub coordenacao do proponente, os quais investigam (i)
a filogeografia molecular de fitopatégenos (ferrugem da soja -
Phakopsora pachyrhizi, e crestamento foliar de Cercospora em soja -
Cercospora kikuchii) e pragas (caruncho do feijao - Acanthoscelides
obtectus, e caruncho do milho - Sitophilus zeamais) e (ii) a
filogeografia molecular de espécies nativas (cedro - Cedrela fissilis e
angicos -Anadenanthera).

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto: E. coli
DH5alfa, Carapichea ipecacuanha, Anadenanthera colubrina, Cedrela
fissilis, Cercospora sojina, Phakopsora pakhirizi, Acanthoscelides
obtectus, Sitophilus zeamais. Fragmentos de DNA oriundos de PCR
visando clonagem para fins de sequenciamento de DNA (genes
clonados: ITS, trnT-trnL)

Nivel de contencao: NB-P 1.

Medidas de biosseguranca adotadas: Registro de todo material
geneticamente modificado desenvolvido; acesso restrito as areas de
manipulacao de OGMs; sinalizacao indicando a experimentacao com
OGM; autoclavagem de todo material e micro-organismos GM antes
do descarte apropriado.

Equipe envolvida: Luiz Orlando de Oliveira (Pesquisador principal);
Maira C. M. Freire; Magali G. Garcia; Maria Roméria da Silva; Christina
Cleo Vinson; Vanderson Ricardo Jorge; Amanda Teixeira; Juliana
Benevenuto; Ana Paula Gomes Soares.

Orgao financiador: International Foundation for Science (IFS)
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5.2.5. Desenvolvimento de prototipos de kits de diagnostico
rapido por imunocromatografia para Leishmaniose e Dengue
para uso em grande escala e condicoes de campo.

O principal objetivo deste projeto é o desenvolvimento de protétipos
de kits para diagnéstico rapido de Leishmaniose e Dengue, por
imunocromatografia, para serem usados futuramente em testes de
campo para agilizacao de diagndstico em casos de suspeita destas
infeccdes e uso em escala maior para inquéritos epidemiolégicos.
Abaixo seguem o0s objetivos especificos deste projeto. A) Desenvolver
tecnologia nacional com perspectiva de exportacao. B) Oferecer
alternativas nacionais inovadoras para o diagndstico de leishmaniose
e dengue que sejam mais rapidos e praticos. C) Satisfazer a
necessidade do mercado e atender demanda latente da area médica
e veterindria (neste Ultimo caso exclusivamente no caso da
leishmaniose por ser uma zoonose). D) Fortalecer a possivel
comercializacao da patente sobre o wuso da E-NTPDases
recombinantes de Leishmania sp. E) Testar os protétipos de kits de
diagnéstico em um estudo retrospectivo em soroteca humana e de
caes.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto:
Escherichia coli BL21

Nivel de contencao: NB-P 1

Medidas de biosseguranca adotadas: Em relacao ao acesso, a
area em regime de contencdao sera permitido somente a
pesquisadores e funcionarios diretamente envolvidos no trabalho, os
quais serao informados previamente sobre as normas de
biosseguranca. A manipulacao/descarte de material que entraram em
contato com o microrganismo transformado sera realizada seguindo
0s mais exigentes padroes de contengao, com recipientes destinados
exclusivamente ao descarte destes materiais seqguido de
autoclavagem e por fim eliminacao dos residuos por incineracao. A

referida area de trabalho possuird um livro de registro de informacdes
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sobre os experimentos em andamento e haverd uma sinalizacdao na
entrada do laboratério indicando a experimentacao com OGMs. Todo e
gualquer acidente, bem como as informacdes inerentes aos OGMs
serao informados a CIBio da instituicao.

Equipe envolvida: Juliana Lopes Rangel Fietto (Lider); Ronny
Francisco de Souza; Sidimar Sossai; Marilane de Oliveira Fani Amaro;
Marcia Rogéria de Almeida Lamégo; Sérgio Oliveira de Paula.

Orgao financiador: FAPEMIG.

5.2.6. Identificacdao de genes e proteinas de interesse
biotecnolégico  em Leishmania através de analise
transcriptomica e genomica comparativa.

Objetivou-se neste trabalho analisar o genoma das espécies de
Leishmania disponiveis em bancos de dados publicos (L. major, L.
braziliensis e L. infantum) para identificar e classificar proteinas
comuns destas espécies que nao estao presentes nos hospedeiros
vertebrados, bem como estabelecer vias metabdlicas dependentes
entre parasito e hospedeiro.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto: O
material genético incluido nos OGMs (Escherichia coli BL21) refere-se
a seguéncia de nucleotideos que codifica a enzima NTPDASE do
parasito Leishmania ligado ao vetor de expressao PET-21b
Novagem®.

Nivel de contencao: NB-P 1.

Medidas de biosseguranca adotadas: Em relacao ao acesso, a
area em regime de contencdao sera permitido somente a
pesquisadores e funciondrios diretamente envolvidos no trabalho, os
quais serao informados previamente sobre as normas de
biosseguranca. A manipulacao/descarte de material que entraram em
contato com o microorganismos transformado sera realizada seguindo
0s mais exigentes padroes de contengao, com recipientes destinados

exclusivamente ao descarte destes materiais sequido de
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autoclavagem e por fim eliminacao dos residuos por incineracao. A
referida area de trabalho possuird um livro de registro de informacdes
sobre os experimentos em andamento e haverd uma sinalizacdao na
entrada do laboratério indicando a experimentacao com OGMs. Todo e
qualquer acidente, bem como as informacdes inerentes aos OGMs
serao informados a CIBio da instituicao.

Equipe envolvida: Juliana Lopes Rangel Fietto (Lider); Talles Eduardo
Ferreira; Marcia Rogéria de Almeida; Luis Carlos Crocco Afonso; Fabio
Ribeiro Cerqueira.

5.2.7. Producao de hibridomas para obtencao de anticorpos
monoclonais contra a proteina E-NTPDase2 (Nucleosidio
Difosfatase) de Leishmania amazonensis.

As ATP-difosfohidrolases (E.C. 3.6.1.5), comumente chamadas de
apirases ou E-NTPDases, hidrolisam ligacdes pirofosfato de
nucleosideos di- e trifosfatados, na presenca de cations divalentes,
com liberacao de ortofosfato e NMP. Diversas E-NTPDases ja foram
descritas na interface com o hospedeiro de diversos parasitas
humanos, seja localizadas na membrana externa do parasita ou
secretadas. O objetivo geral deste projeto é obter hibridomas
produtores de anticorpos monoclonais contra a NTPDase2 de
Leishmania amazonensis, que sejam capazes de reconhecer de forma
especifica a isoforma NTPDase2 em relacao a NTPDasel. Além disto,
esperamos obter também algum anticorpo que seja espécie-
especifico em relacao aos pardlogos de L. major, L. chagasi e L.
braziliensis.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto: O
material genético incluido no OGM (Escherichia coli BL21) refere-se a
sequéncia de nucleotideos que codifica a enzima NTPDASE | do
parasito Leishmania amazonensis, ligado ao vetor de expressao PET-
21b Novagem®.

Nivel de contencao: NB-P 1.
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Medidas de biosseguranca adotadas: Em relacao ao acesso, a
area em regime de contencdao sera permitido somente a
pesquisadores e funciondrios diretamente envolvidos no trabalho, os
quais serao informados previamente sobre as normas de
biosseguranca. A manipulacao/descarte de material que entraram em
contato com o microorganismos transformado sera realizada seguindo
0S mais exigentes padroes de contencao, com recipientes destinados
exclusivamente ao descarte destes materiais segquido de
autoclavagem e por fim eliminacao dos residuos por incineracao. A
referida area de trabalho possuird um livro de registro de informacdes
sobre os experimentos em andamento e haverd uma sinalizacdao na
entrada do laboratério indicando a experimentacao com OGMs. Todo e
qualquer acidente, bem como as informacdes inerentes aos OGMs
serao informados a CIBio da instituicao.

Equipe envolvida: Juliana Lopes Rangel Fietto (Lider); Ronny
Francisco de Souza; Marcia Rogéria de Almeida Lamégo; Joaquin
Hernan Patarroyo Salcedo; Sérgio Oliveira de Paula.

Orgao financiador: FAPEMIG.

5.2.8. Silenciamento de genes envolvidos na sintese de
oligossacarideos de rafinose em sementes de soja.

O objetivo deste projeto é o silenciamento génico das enzimas
estaquiose sintase e/ou rafinose sintase em semente de soja, via
interferéncia por RNA, e avaliacao dos efeitos do silenciamento nas
plantas de soja transformadas. Uma vez que estas enzimas estao
envolvidas nas etapas finais da via de sintese dos RO, esta estratégia
poderia reduzir o conteddo de RO, via silenciamento génico semente-
especifico, sem causar alteracbes drasticas no metabolismo da
planta. Nossa meta é a obtencdao de uma variedade de soja com baixa
concentracao de RO, com maior valor nutricional, destinada a

alimentacao humana e animal.
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OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto:
Escherichia coli DH5a, Escherichia coli BL21, Pichia pastoris e Glycine
max L. Merril.

Nivel de contencao: NB-P 1.

Medidas de biosseguranca adotadas: O trabalho com o micro-
organismo é feito em capela de fluxo vertical laminar.Todo material de
trabalho utilizado como o micro-organismo, assim como, 0 micro-
organismo sao descartados apds o procedimento de esterilizacao em
autoclave, a temperatura de 121 °C por 20 minutos.

Equipe envolvida: Sebastiao Tavares de Rezende (Lider); Ana Paula
Gomes Soares; Lidia Nascimento Queiroz; Everaldo Goncalves de
Barros; Valéria Monteze Guimaraes.

Orgao financiador: CNPq e FAPEMIG.

5.2.9. EFETOROMICA: Utilizacdo de abordagens gendémicas
integradas na identificacao e analise funcional de efetores de
fungos causadores de ferrugens visando o desenvolvimento
de variedades de plantas com resisténcia duravel.

Os fungos Hemileia vastatrix (ferrugem do cafeeiro), Phakopsora
pachyrhizi (ferrugem da soja) e Puccinia psidii (Ferrugem do
eucalipto) causam doencas de grande importancia econémica para o
agronegocio e setor florestal brasileiro. Durante a interacao com o
hospedeiro, esses parasitas obrigatérios secretam proteinas efetoras
que atuam no apoplasto (efetores extracelulares) ou no citoplasma da
célula vegetal (efetores citoplasmaticos) onde suprimem as respostas
de defesa da planta e promovem mudancas na fisiologia da planta
gue favorecem a patogénese. O objetivo desse projeto é a elaboracao
de um catalogo de genes efetores destas ferrugens que sao
expressos em momentos determinantes do fenétipo das interacdes
por meio da analise transcritbmica utilizando a tecnologia de
pirosequenciamento, analises de bioinformatica, andlises funcionais

em gendtipos resistentes e suscetiveis das plantas hospedeiras e
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andlises genb6micas comparativas. Esses estudos permitirao
identificar genes de resisténcia que reconhecem efetores
conservados nas trés espécies de ferrugens sendo, portanto, mais
dificeis de serem suplantados por estes patdgenos.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto:
Receptor: Escherichia coli, Saccharomyces cerevisae e Agrobacterium
tumefaciens. Doador: Fungos basidiomicetos: Hemileia vastatrix,
Puccinia psidii e Phakopsora pachyrhyzi. cDNAs que codificam
proteinas secretadas pelos fungos Hemileia vastatrix, Puccinia psidii e
Phakopsora pachyrhizi identificados por meio do sequenciamento de
clones de bibliotecas de cDNA da interacao ou pela utilizacao do
sistema armadilha de secrecao em leveduras. As ORFs completas
serao inicialmente clonadas no vetor pGEMT-Easy, utilizando como
receptor E. coli. A seguir, as ORFS com ou sem a sequéncia
codificadora do peptideo sinal de secrecao sao reclonadas no vetor
pYST1 e transformadas em S. cerevisae para confirmacao na secrecao
neste sistema. Os genes que codificam proteinas secretadas serao
transferidos para cassetes de expressao plasmidial ou de expressao
baseado no T-DNA, de forma que a expressao dos genes seja
direcionada pelo promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor.
Experimentos de agroinfiltracdao (cassete baseado no T-DNA) e
cobombardeamento (cassete plasmidial) em folhas de gendtipos
resistentes e suscetiveis serao efetuados para identificar genes
efetores que codificam proteinas efetores reconhecidas por genes de
resisténcia no hospedeiro homélogo das ferrugens.

Nivel de contencao: NB-P 1.

Medidas de Dbiosseguranca adotadas: Os organismos
geneticamente modificados sao manipulados no Laboratério de
Genbmica (BIOAGRO) gue possui a infraestrutura necessaria para o
crescimento, manipulacao, armazenamento e descarte destes OGMs
do Grupo I. Os OGMs sao manipulados em capelas de fluxo laminar e

camaras de crescimento em placas de petri descartaveis, e todo o
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material descartado é tratado com agua sanitdria, ou autoclavado,
antes do descarte. Todos os clones OGMs obtidos no laboratério sao
registrados em caderno de ata e em caderno de registro de clones do
laboratério, onde recebem uma sigla e numeracao sequencial. Os
estudos funcionais sao efetuados em folhas destacadas armazenadas
em germplox e mantidas em camaras de crescimento. Apds as
andlises, o material vegetal inoculado ou bombardeado é destruido
por autoclavagem. O uso de jaleco, luvas e demais procedimentos
sao obrigatérios para todas as pessoas que trabalham no Laboratério
de Genbmica. O laboratério possui uma capela de exaustao para
manuseio de produtos quimicos tdxicos, e o corredor de uso comum
possui lavatério de olhos e extintores de incéndio. Residuos quimicos
sao armazenados na capela de exaustao e recolhidos periodicamente
por firma contratada pela UFV e destruidos por incineracao.

Equipe envolvida: Sérgio H. Brommonschenkel (Lider); Gilson
Azevedo; Michelle Byer; Natalia Penido; Thiago Maia; Valeria Yukari
Abe; Judas Tadeu do Rosério de Castro Silva.

Orgao financiador: CNPq.

5.2.10. Expressao heterdloga de genes que codificam enzimas
lignoceluloliticas na linhagem hospedeira Kluyveromyces.

No presente projeto sera construida uma biblioteca metagen6mica a
partir de um consércio microbiano termofilico isolado em nosso
laboratério e sera efetuado um screening dessa biblioteca por ensaios
enzimaticos de celulases, hemicelulases, lacases e peroxidases. Os
insertos dos clones positivos serao sequenciados e clonados num
vetor de expressao integrativo para K. marxianus. Sera obtida uma
linhagem de K. marxianus UFV-3 mutante para o gene MNN10 na qual
0s genes selecionados e clonados no vetor de expressao serao usados
para transformar a linhagem K. marxianus UFV-3 mutante. Os
transformantes com alta velocidade de crescimento a altas

temperaturas serao selecionados em cultura continua, e
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porteriormente serd efetuada a analise da expressao e secrecao das
enzimas lignoceluloliticas recombinantes.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto:
Receptor: Levedura Kluyveromyces marxianus. Parental:
Kluyveromyces marxianus. Genes que codificam enzimas
lignoceluloliticas

Nivel de contencao: NB-P 1. Os experimentos estdao sendo
realizados no Laboratério de Fisiologia de Micro-organismos
(BIOAGRO).

Medidas de biosseguranca adotadas: Todos os procedimentos
serao realizados com luvas descartaveis; O local de trabalho estara
sempre limpo e qualquer respingo de cultura celular, mesmo nao
patogénica, sera devidamente submetido a limpeza com alcool 70%;
Os cultivos celulares serao autoclavados antes de serem descartados;
As ponteiras e eppendorfs utilizados para manipulacao de DNA serao
descartados em lixo separado; Os reagentes téxicos utilizados para
extracao de DNA, como fenol, serao descartados juntamente com o
lixo separado dos demais laboratérios da microbiologia; As leveduras
transformantes serao manipuladas em cabine de fluxo laminar.
Equipe envolvida: Flavia Maria Lopes Passos (Lider); Livia Tavares
Colombo; Caio Roberto Soares Braganca; Wendel Batista da Silveira;

Marisa Vieira de Queiroz; Luciano Gomes Fietto.

5.2.11. Identificacao e Caracterizacao de Proteinas Envolvidas
na Resposta de Plantas a Infeccao por Geminivirus

NIK1 (At5g16000), NIK2 (At3g25560) e NIK3 (Atlg60800) sao
receptores transmembranas do tipo serina/treonina cinase de A.
thaliana que estdao inseridos no grupo formado por proteinas de
defesa. As proteinas NIKs (NSP-interacting kinase) foram identificadas
pela sua capacidade de interagir com a proteina NSP de geminivirus.
A proteina viral NSP atua inibindo as atividades de autofosforilacao e
de fosforilacdao de substratos exdgenos de NIK e, portanto, acredita-
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se, que interfere nas vias de defesa a patdgenos mediadas por esse
receptor. Dessa forma, a investigacao de propriedades bioquimicas de
NIK se faz necessaria, como a determinacdao de seus parametros
cinéticos, bem como a identificacdo de sitios adicionais de
fosforilacdo na proteina NIK1, bem como da interacao de NIK com
seus possiveis substratos e a relevancia dessa interacdao na via de
defesa antiviral mediada por NIK com utilizacao potencial como
ferramenta de resisténcia de plantas a infeccao viral.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto: O cDNA
(gene AT5G16000.1) de NIK1-1(Arabdopsis thaliana NSP-Interacting
Kinase), sob o controle do promotor 35S e fusionado a proteina GFP
(green fluorescent protein) foi clonado no vetor binario de
transformacao de plantas pK7FWG2.

Nivel de contencao: NB-P 1. Os experimentos estao sendo
realizados no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas (BIOAGRO).
Medidas de biosseguranca adotadas: 1. Acesso ao laboratério
restrito ao pessoal credenciado junto ao BIOAGRO, controlado pelo
pesquisador principal. 2. Todas as manipulacdées envolvendo PGM sao
realizadas em camara de fluxo laminar ou camara-de-crescimento
predeterminadas para esta finalidade. 3. Toda PGM mantida em casa-
de-vegetacao tem acesso controlado por meio de chave, e todas as
flores sao eliminadas na fase de botao (antes da primeira antese) a fim
de impedir a disseminacao de pdlen. Material vegetal com finalidade
de multiplicacao de sementes é mantido em ambiente de contencao a
fim de impedir a liberacao de sementes ao meio ambiente. 4. Toda
PGM é autoclavada antes do descarte, bem como o solo.

Equipe envolvida: Elizabeth Pacheco Batista Fontes (Lider);
Francisco Murilo Zerbini; Wagner Campos Otoni; Francisco J. L. Aragao;
Anésia Aparecida dos Santos; Elisa C. S. Carvalho; Daniela Cdco.
Orgao financiador: FAPEMIG.
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5.2.12. Transformacao genética de Brachypodium distichum,
Passiflora e Solanum melongena

O objetivo é avaliar possiveis modificacdes morfo-fisioldégicas de
RNAs pequenos (miRNAs) nos padrdes de brotacao lateral (arquitetura
da planta) plantas regeneradas e aclimatizadas , bem como sobre o
desenvolvimento de embrides zigdticos e somaticos de Brachypodium
distychum e de Solanum melongena. 1sso sera realizado mediante a
transformacao de calos embriogénicos das duas espécies com
construcdées contendo RNA pequenos (miR156 e miR529 de
Arabidopsis thaliana) em Agrobacterium tumefaciens GV 3101, EHA
105, LBA 4404 e AGL-1. Ha relatos na literatura de que esses miRNAs
controlam a heteroblastia e a dominancia apical, além de
desenvolvimento de frutos.
OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto: Serao
utilizadas construcdes visando a superexpressao e silenciamento
génico de miRNAS 156 (p35S:AtMIR156b e o p35S:MIM156b) e
MiRNA159 ( p35S:AtMIR159 e o p35S:MIM159) em Brachypodium,
Passiflora e berinjela. As seguintes estirpes de Agrobacterium
tumefaciens serao utilizadas: GV 3101, EHA 105, LBA4404 e AGL-1.
Nivel de contencao: NB-P 1. Os experimentos estao sendo
realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos/BIOAGRO
Medidas de biosseguranca adotadas: Todo o trabalho com PGMs
ainda esta sendo realizado em laboratério, devidamente equipados
com camara de fluxo laminar para manuseio de material bacteriano e
vegetal. Apdés a sua manipulacao, todos os materiais incluindo
microtubos, ponteiras de micropipetas, vidrarias e placas com meios
de cultura sao autoclavados antes de serem descartados. Uma vez
obtidas plantas geneticamente modificadas in vitro, estas serao
aclimatadas em casa de vegetacao devidamente adaptada e em
condicdes de confinamento, segundo Normas estabelecidas pela
CTNBio.



MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
COMISSAQ INTERNA DE BIOSSEGURANCA - CIBio

Campus Universitirio - Vigosa, MG - 36570-000

Equipe envolvida: Wagner Campos Otoni (Lider); Fabio Tebaldi
Silveira Nogueira; Marcio Gilberto Cardoso Costa; Evelyn Jardim de
Oliveira; Lorena Melo Vieira; Geraldo Felipe F. e Silva.

Orgao financiador: FAPEMIG e CNPq.

5.2.13. Tolerancia de plantas a estresses bioticos e abioticos
Estudos recentes indicaram que niveis elevados de BiP em M.
tabacum e soja conferiram tolerancia a estresse hidrico durante
crescimento da planta. O efeito da hiperexpressao de soyBiPD no
acumulo de proteinas secretérias de defesa e no sistema
antioxidativo das plantas de soja estd sendo avaliado. Dado o
potencial de BiP em regular a via UPR de defesa a estresse do RE e de
manter o turgor foliar em plantas transgénicas submetidas a déficit
hidrico, a convergéncias destas vias sera analisada por ensaios de
microarranjos em soja e consistirdao na andlise da expressao de
milhares de cDNas nas condicOes referidas de estresses. Tais estudos
visam a elucidacao das bases moleculares das interacdes entre
células de plantas com seu ambiente, por meio de vias de sinalizacao
conectadas ao reticulo endoplasmatico.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto: Regidao
codificadora do gene soyBIPD obtido de soja, obtidos em construcoes
em sentido senso e antisenso clonados em vetores bindrios sob o
controle do promotor 35S do CAMV.

Nivel de contencao: NB-P 1. Os experimentos estao sendo
realizados no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas (BIOAGRO).
Medidas de biosseguranca adotadas: 1. Acesso ao laboratério
restrito ao pessoal credenciado junto ao Bioagro, controlado pelo
pesquisador principal. 2. Todas as manipulacdes envolvendo PGM sao
realizadas em camara de fluxo laminar ou camara-de-crescimento
predeterminadas para esta finalidade. 3. Toda PGM mantida em casa-
de-vegetacao tem acesso controlado por meio de chave, e todas as

flores sao eliminadas na fase de botao (antes da primeira antese) a fim
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de impedir a disseminacao de pdlen. Material vegetal com finalidade
de multiplicacdo de sementes é mantido em ambiente de contencao a
fim de impedir a liberacao de sementes ao meio ambiente. 4. Toda
PGM é autoclavada antes do descarte, bem como o solo.

Equipe envolvida: Elizabeth Pacheco Batista Fontes (Lider);
Francisco Murilo Zerbini; Wagner Campos Otoni; Francisco J. L. Aragao;
Humberto Henrique de Carvalho; Jerusa Aradjo Quintao Arantes Faria;
Pedro A.B. Reis.

Orgao financiador: FAPEMIG e CNPq.

5.2.14. Aprimoramento de uma vacina de DNA para o virus
dengue-2

Este projeto tem como objetivo o aprimoramento de uma vacina de
DNA recombinante para o virus dengue-2, projeto este, que sera
desenvolvido em nosso laboratério em colaboracao com o Laboratério
de Virologia Molecular da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto -
USP, visando a producao de uma vacina tetravalente para os virus
dengue. Estas vacinas sao baseadas na expressao de proteinas
estruturais destes virus por DNA plasmidial com o intuito de
desenvolver uma resposta imune especifica para o controle desta
enfermidade. Os plasmideos recombinantes contendo os genes das
proteinas estruturais dos virus dengue serao inoculados em
camundongos, intramuscularmente ou pela via intradérmica, e estes
animais serao estudados quanto ao desenvolvimento de resposta
imune especifica para o virus dengue.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto:
Organismo receptor: Escherichia coli; Organismo parental: Dengue
virus II; Construcao genética utilizada: cDNA do gene da proteina E,
Proteina prM, proteinas NS1 do virus da Dengue (NC 001474.2);
Vetor: pET22b(+)

Nivel de contencao: NB-P 1. Os experimentos estao sendo

realizados no Laboratdério de Imunovirologia Molecular
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Medidas de biosseguranca adotadas: Acesso ao laboratério
restrito ao pessoal credenciado junto ao Laboratério, controlado por
cartao. Todas as manipulacdes envolvendo OGM sao realizadas em
camara de fluxo laminar. O trabalho com o micro-organismo é feito
em capela de fluxo vertical laminar. Todo material de trabalho
utilizado como o micro-organismo, assim como, 0 micro-organismo
sao descartados apds o procedimento de esterilizacdo em autoclave,
a temperatura de 121 °C por 20 minutos.

Equipe envolvida: Sergio Oliveira de Paula (Lider); Michelle Dias de
Oliveira; Roberto Sousa Dias; Juliana Morais de Castro Monteiro.
Orgao financiador: FAPEMIG e CNPq.

5.2.15. Design, expressao heterdloga dos genes sintéticos
prM e E do virus dengue-3 em Pichia pastoris, avaliacao do
uso em diagndstico rapido da dengue e analise do potencial
imunogénico das proteinas recombinantes

O maior alvo dos anticorpos neutralizantes contra os flavivirus é a
proteina de envelope (E). A proteina E nativa € um homodimero que
recobre a superficie da membrana viral. A necessidade de testes
diagndsticos rapidos e baratos que possibilitem a deteccao da doenca
mesmo nas localidades mais afastadas dos grandes centros urbanos.
O presente trabalho objetiva a obtencao das proteinas prM e E do
virus dengue-3 em grande escala a partir de leveduras Pichia pastoris
e 0 uso das mesmas como imunégeno e também como antigenos
para a criacao de kits diagnésticos.

OGMs sendo desenvolvidos e/ou utilizados no projeto:
Organismo receptor: Pichia pastoris; Organismo parental: Dengue
virus IlI; Construcao genética utilizada: cDNA do gene da proteina E,
Proteina prM, proteinas NS1 do virus da Dengue (NC 001474.2);
Vetor: pPICZaA

Nivel de contencao: NB-P 1. Os experimentos estao sendo

realizados no Laboratério de Imunovirologia Molecular
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Medidas de biosseguranca adotadas: Acesso ao laboratério
restrito ao pessoal credenciado junto ao Laboratério, controlado por
cartao. Todas as manipulacdes envolvendo OGM sao realizadas em
camara de fluxo laminar. O trabalho com o micro-organismo é feito
em capela de fluxo vertical laminar. Todo material de trabalho
utilizado como o micro-organismo, assim como, 0 micro-organismo
sao descartados apds o procedimento de esterilizacdo em autoclave,
a temperatura de 121 °C por 20 minutos.

Equipe envolvida: Sergio Oliveira de Paula (Lider); Michelle Dias de
Oliveira; Roberto Sousa Dias; Juliana Morais de Castro Monteiro.
Orgao financiador: FAPEMIG e CNPq.

6. Descricao sobre quaisquer acidentes ou agravos a saude
possivelmente relacionados a trabalhos com OGM e seus
derivados e medidas de contingenciamento, controle e
prevencao.

Nao houve relatos de acidentes ou agravos a saude relacionados a

trabalhos com OGM no decorrer do ano de 2016.

7. Descricao sobre atividades de capacitacao em
biosseguranca de OGM e seus derivados.

No ano de 2016 foi realizado o curso Biotecnologia e Biosseguranca
(BQI432) para alunos de graduacao da UFV. Também foram oferecidos
0s cursos Biosseguranca de Organismos Vivos Modificados (ENT840) e
Biosseguranca (BQI602) para alunos de pds-graduacao da UFV.

8. Descricao das medidas de biosseguranca que vém sendo
adotadas e sua possivel eficiéncia para evitar danos.

O acesso aos laboratérios é restrito ao pessoal credenciado junto ao
Bioagro, controlado pelo pesquisador principal. A area de trabalho
possui um livro de registro de informacdes sobre os experimentos em

andamento e hd uma sinalizacdo na entrada dos laboratérios
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indicando a experimentacao com OGMs. Todo e qualquer acidente,
bem como as informacdes inerentes aos OGMs sao informados a
CIBio.

Todo o trabalho com OGM é realizado em laboratérios, devidamente
equipados com camara de fluxo laminar para manuseio de material
bacteriano e vegetal ou camara de crescimento. Todos os
procedimentos sdo realizados com luvas descartaveis. O local de
trabalho deve estar sempre limpo e descontaminado. Os reagentes
téxicos utilizados para extracao de DNA, como fenol, sao descartados
separadamente e coletados pela Geréncia de Residuos e Rejeitos
Toxicos da UFV.

A manipulacao e/ou descarte de material que entraram em contato
com o0 micro-organismos transformado, incluindo microtubos,
ponteiras de micropipetas, vidrarias e placas com meios de cultura
sao autoclavados antes de serem descartados. Todo OGM é
autoclavado antes do descarte.

Em relacdo ao acesso a casa-de-vegetacao, a area em regime de
contencao é permitida somente a pesquisadores e funcionarios
diretamente envolvidos no trabalho com acesso controlado por meio
de chave. Todas as flores sao eliminadas na fase de botao (antes da
primeira antese) a fim de impedir a disseminacao de pdlen. Todos os
envolvidos no trabalho com OGM sao informados previamente sobre

as normas de biosseguranca segundo estabelecidas pela CTNBio.

9. Citar as liberacoes ambientais na(s) Unidade(s) com os
respectivos numeros dos Processos na CTNBio:

a. Concluidas: Nada consta

b. Em andamento: Nada consta

c. Suspensas: Nada consta

d. Canceladas: Nada consta

10. Relacionar os relatorios de conclusao dos experimentos
de liberacao planejada de OGM e seus derivados no meio
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ambiente que obtiveram decisao técnica e parecer favoravel
da CTNBio.
Nada consta no ano de 2016.

11. Anexar cépia das atas das reuniodes realizadas pela CIBio.
No ano de 2016 foi realizada 01 reuniao, e a ata consta como anexo
01.

12. Descrever as dificuldades institucionais para o bom
funcionamento das atividades da CiBio.

A CIBio/UFV esta devidamente alocada junto as comissbes de ética
animal e humana, e conta com uma secretaria e espaco fisico para
realizacdo de reunides. Adequacles necessdarias para estdo sendo
realizadas pela UFV.

13. Relacionar o material importado (OGM e derivados),
relacionando a quantidade importada ao projeto de pesquisa.
(Nova redacao dada pela Resolucao Normativa 14 de 05 de
fevereiro 2015).

Nao houve pedido de importacao (OGM e derivados) no periodo de
2016.

14. Informar se houve fiscalizacao por parte dos drgaos e
entidades de registro e fiscalizacao. Caso afirmativo, indicar a
data, equipe fiscalizadora e N.2 do Termo de Fiscalizacao e, se
houver, o N.2 do Auto de Infracao.

Em 2016 nao houve nenhuma visita técnica para fiscalizacao na UFV.

15. Informar demais ocorréncias que a CIBio julgar necessario
relatar a CTNBio.
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Nenhuma discordancia as normas vigentes foram observadas em
2016.

16. Informar eventuais alteracoes na descricao das
instalacoes, anexando a nova planta baixa.

Nao houve alteracdes nas instalacdes. Em 2016 foram pedidas 4
extensdes de CQB para novos laboratérios.

17. Informar todas as exportacoes e transportes no periodo
coberto pelo relatdrio.

No ano de 2016 nao houve exportacdes e transporte de OGMs pela
UFV.

Data:03/02/17

Leandro Licursi de Oliveira
Presidente da CIBio/UFV



