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Resumo do Projeto

<Apresentar o resumo do projeto, utilizando não mais que uma página, de forma clara, concisa e direta, descrevendo os seguintes itens: natureza do problema focalizado; objetivo principal; síntese da estratégia de execução; linhas metodológicas gerais; e resultados e impactos esperados. 

O preenchimento deste campo é obrigatório e seu conteúdo está sujeito a publicação para divulgação do projeto pela Embrapa.>

Dentre as gramíneas cultivadas, o arroz é um dos produtos agrícolas de fundamental importância no Brasil, cujo decréscimo na produção acarreta prejuízos consideráveis à economia e à sociedade brasileira. Entretanto, um dos graves obstáculos para a manutenção e estabilidade da produção nacional de arroz reside na susceptibilidade das cultivares ao fungo Magnaporthe grisea, causador da brusone. Portanto, cobre-se de particular relevância o estudo dos mecanismos de respostas, sejam elas moleculares, fisiológicas, bioquímicas ou genéticas da planta a tais estresses. Considerando a importância destes estudos, esse projeto tem por objetivo a montagem um set de ESTs e Unigenes de arroz visando a análise de expressão gênica em larga escala, utilizando-se microarrays, identificando genes em cultivares resistentes e suscetíveis.

 No atual cenário da pesquisa agropecuária brasileira, o país necessita urgentemente que suas instituições dotem-se de estrutura e tecnologia capaz de mantê-lo competitivo, gerando soluções que atendam demandas atuais e futuras. É através do processo de inovação tecnológica, de intensa base científica, que seremos capazes de dotar o agronegócio brasileiro de vantagens competitivas inéditas e consolidar o país entre as lideranças científicas e tecnológicas mundiais.


As unidades da EMBRAPA Arroz e Feijão, Embrapa Recursos Genéticos e a Universidade de Minas Gerais trabalharão multidisciplinarmente e interativamente na , na montagem de bancos de ESTs e Unigenes de arroz, e na caracterização da expressão desses genes por microarranjos de DNA.


 O produto final que se espera será o entendimento dos processos moleculares que ocorrem durante interaçõ no patosistema arroz/brusone. Posterior caracterização dos genes descobertos ajudará a revelar os mecanismos de patogeniciade, particularmente nas respostas de defesa do arroz, e adicionalmente, a disponibilização, in vivo e in vitro, dos genes envolvidos nessas respostas. Os mecanismos e os genes identificados podem ter potencial na geração de plantas geneticamente modificadas resistentes à secs e ao ataque de brusone assim como também podem ser usados como marcadores em programas de melhoramento genético clássico. 


Esse projeto possibilitará a identificação, isolamento e caracterização de genes, capazes de diretamente agregar valor aos produtos agrícolas, conferindo-lhes características agrícolas, ambientais e mercadológicas desejáveis. Os genes identificados serão inseridos em linhagens elite da Embrapa, ou poderão ser patenteados e licenciados para terceiros em contratos que envolvem participação nos lucros resultantes de linhagens genéticas elite protegidas. Desta forma, significante impacto será produzido sobre a sustentabilidade dos sistemas agrícolas do arroz,, como também certamente provocará um avanço no conhecimento técnico científico, mão-de-obra com maior qualificação e maior competitividade em biotecnologia.

1. Potencialização da base genética vegetal utilizada nos programas de melhoramento em curso na Embrapa;

2. Modernização da plataforma tecnológica da EMBRAPA

3. Aumento das sustentabilidade do agronegócio brasileiro

4. Forte agregação de valores aos recursos biológicos do país.

O projeto enquadra-se no Macroprograma 1/Grandes Desafios nacionais/Genoma funcional.. A abrangência geográfica será nacional com forte ênfase com os países cujo condições edafoclimáticas sejam semelhantes às do Brasil.
Palavras-Chave

<Informe até seis palavras-chave que identifiquem o projeto e o problema a ser pesquisado>

Genoma funcional, expressão de genes, EST, Unigene, XXXXXXX

PROJETO – Caracterização
Caracterização do Problema Focalizado pelo Projeto em Rede

< Abordar com a máxima clareza, objetividade e coerência os dados mais importantes para o entendimento da realidade, de forma a justificar a proposta apresentada:

a) Caracterizar e definir o contexto da proposta, relacionando-o com as prioridades da Agenda Institucional de P&D, identificando claramente o problema ou a oportunidade visualizada pela pesquisa.

b) Descrever objetivamente a oportunidade ou o problema focalizado, sua importância e relevância no contexto nacional. 

c) Descrever alternativas de solução, isto é, possíveis abordagens que podem ser empreendidas, e explicitar porque a estratégia proposta pelo projeto é a mais adequada e capaz de superar as limitações atuais e atender às expectativas dos beneficiários, levando em conta o contexto social, ambiental, técnico científico, político e econômico do meio onde se vai atuar. 

d) Justificar a necessidade de se abordar o problema de pesquisa através de projeto em rede e justificar a lógica dos seus componentes.

e) Descrever os resultados e/ou produtos esperados, estimando seus impactos potenciais, mediante o confronto da realidade atual e das modificações esperadas: a) em termos quantitativos (quantificação em relação ao aumento da competitividade, da diminuição dos prejuízos econômicos, sociais e/ou ambientais; do aumento de produtividade e de produção e/ou maior oferta de alimentos; da redução de riscos, perdas e de custos de produção; do aumento de renda dos beneficiários diretos; da geração potencial de empregos; da redução de desequilíbrios sociais e nacionais, relação custo x benefício, etc.), quando cabíveis; e, b) qualitativos (avaliação das mudanças nos padrões tecnológicos do agronegócio propostas pelo projeto e sua contribuição para o avanço do conhecimento). Explicitar e tecer considerações sobre impactos positivos e negativos e avaliar impactos líquidos esperados.
f) Comentar sobre possíveis impactos ambientais decorrentes da adoção generalizada dos resultados a serem obtidos, bem como sobre alternativas de solução para eventuais impactos negativos, quando cabíveis.>
Dentre as gramíneas cultivadas, o arroz é um dos produtos agrícolas de fundamental importância no Brasil, cujo decréscimo na produção acarreta prejuízos consideráveis à economia e a sociedade brasileira. Entretanto, um dos graves obstáculos para a manutenção e estabilidade da produção nacional de arroz reside na susceptibilidade das cultivares ao fungo Magnaporthe grisea, causador da brusone. Portanto, cobre-se de particular relevância o estudo dos mecanismos de respostas, sejam elas moleculares, fisiológicas, bioquímicas ou genéticas da planta a tais estresses.

Esta deficiência no conhecimento tem dificultado a realização, eficaz e eficiente, de estudos que buscam a identificação e isolamento de genes envolvidos na resposta das plantas a este estresses biótico, entravando o avanço em estudos de relação estrutura-função gênica, via análise genômica funcional, no país. Identificar os mecanismos de resposta, sejam elas moleculares, fisiológicas, bioquímicas e genéticas,envolvidos na resistência ou susceptibilidade de plantas ao ataque de fungos, facilitará a descoberta e utilização de genes e estruturas reguladoras de expressão gênica em genótipos mais adaptados, agregando maior valor aos produtos agrícolas. 


A brusone, causada pelo fungo Magnaporthe grisea, é a doença do arroz mais expressiva no Brasil, provocando perdas significativas na produtividade das cultivares suscetíveis, quando as condições ambientais são favoráveis.  A brusone ocorre em todo o território brasileiro, do Rio Grande do Sul ao Amazonas.  Os prejuízos são variáveis, sendo maiores em arroz de sequeiro, no Centro-Oeste brasileiro, onde, em situações mais drásticas, as perdas podem chegar até a 100%. Melhoristas tem procurado genes de resistência a brusone nas variedades nativas e exóticas. Como resultado, algumas variedades com resistência a brusone foram desenvolvidas. Entretanto, com o fungo é geneticamente não estável (Ou, 1985), doia a três anos após o lançamento, as cultivares tornam-se susceptíveis a brusone em muitas áreas por causa do aparecimento de novas raças do fungo. Portanto, a obtenção de cultivares resistentes a brusone pelo método tradicional do melhoramento é dificultada em função da alta variabilidade e da existência de numerosas raças do fungo.

O fungo M. grisea , causador da brusone em arroz, é considerado o sistema modelo para entendimento das interações patógeno-planta (Dean 1997). Por outro lado, devido ao relativo pequeno tamanho de seu genoma, 430 Mbp (Arumuganathan e Earle, 1991), comparado com 16.000 Mbp em aveia, o arroz é considerado o cereal modelo para estudos genomicos em gramíneas (Devos and Gale, 2000), além de facilidade de manipulação genética e molecular e também similaridade genômica com outras espécies monocotiledôneas (Gale e Devos, 1998).  Por estas razões, o arroz tem sido extensivamente utilizado para estudos genômicos.  Deste modo, é de se esperar que muitos genes associados a tratos imortantes de plantas cultivadas poderão ser identificados via homologia com outras gramíneas.

Na base de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) podem ser  encontrados 145.528 EST de arroz, sendo que 3.620 são estritamente relacionados interação arroz/ M. grisea (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov).

Por outro lado, em 2001, um esforço internacional formado por instituições de pesquisa de vários países, deu início ao sequenciamento de todo o genoma de M. grisea -International Rice Blast Genome Project (IRBGP)  Estados Unidos, França, Coréia, Reino Unido e Japão são alguns dos países participantes (http://www.hhsjhdsjdhsjdh) .

Portanto, as informações geradas pelos projetos de sequenciamento acima mencionados serão extremamente valiosas e complementares para estudos de expressão de genes.  

A definição de 9000-10000 genes a serem obtidos no projeto genoma de M. grisea (IRBGP) permitirá sistemática identificação de genes específicos do patógeno.  Além disto, as sequências genômicas revelarão a organizaçao do genoma, o que permitirá a investigaçao da história evolucionária do fungo causador da brusone em arroz e identificação de mecanismos de variação genética que influenciam a virulência (Dean, 2001).  Aliado a isto, o genoma já decifrado do arroz (IRGSP) e os resultados provenientes deste projeto, serão de fundamental importancia para se compreender os processos de infecção do fungo na planta hospedeira e de defesas da planta, bem como determinar a base molecular da doença em arroz.

O entendimento do mecanismo de infecçao pode contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias para controlar a doença, o que baseado no mecanismo de defesa da planta, (Kim, et al.  2001).  Desta forma, o melhor entendimento da resistência a fatores bióticos, com ênfase naqueles provocados pelo fungo causador da brusone, ainda se fazem necessárias. 


As unidades da EMBRAPA Arroz e Feijão, Embrapa Recursos Genéticos e a Universidade de Minas Gerais trabalharão multidisciplinarmente e interativamente na , na montagem de bancos de genes, e na caracterização da expressão desses genes por microarranjos de DNA.


O produto final que se espera será o entendimento dos processos moleculares que ocorrem durante interaçõ no patosistema arroz/brusone. Posterior caracterização dos genes descobertos ajudará a revelar os mecanismos de patogeniciade, particularmente nas respostas de defesa do arroz, e adicionalmente, a disponibilização, in vivo e in vitro, dos genes envolvidos nessas respostas. Os mecanismos e os genes identificados podem ter potencial na geração de plantas geneticamente modificadas resistentes à secs e ao ataque de brusone assim como também podem ser usados como marcadores em programas de melhoramento genético clássico. 


O projeto enquadra-se no Macroprograma 1/Grandes Desafios Nacionais/Genoma funcional. A abrangência geográfica será nacional com forte ênfase com os países cujo condições edafoclimáticas sejam semelhantes às do Brasil.
Os programas de melhoramento de arroz no Brasil tem alcançado destacado progresso no desenvolvimento de germoplasma e, ao longo dos anos, novas cultivares aumentaram a produtividade de grãos no país. Hoje, o novo desafio é potencializar a base genética vegetal utilizada nos programas de melhoramento visando o eficiente e eficaz uso de genes e de produtos da sua expressão.

Hipóteses ou Questões Técnico-Científicas

<Formular de maneira clara, concisa e direta, a(s) hipótese(s) que o projeto se propõe a testar ou as questões técnico-científicas que o projeto pretende responder.>

Mudanças fisiológicas, morfológicas e de desenvolvimento em plantas têm uma base molecular/genética. Portanto, genótipos que diferem em resposta devem apresentar diferenças qualitativas e quantitativas em expressão gênica
Objetivos

<Os objetivos devem ser expressos de forma clara, concisa e realista, em termos de impacto ou de resposta às questões mais relevantes do problema abordado ou da oportunidade focalizada. Devem ser inovadores, ambiciosos e exeqüíveis, embora envolvam riscos e incertezas. 

Apresentar o(s) objetivo(s) geral(is) do projeto em rede separadamente dos seus objetivos específicos. Os objetivos específicos do projeto em rede não necessariamente devem ser os objetivos dos seus projetos componentes, mas, devem estar lógica e tecnicamente conectados com um, ou mais, dos objetivos gerais perseguidos pelos seus projetos componentes.

Objetivo Geral: enunciar de forma abrangente, as finalidades do projeto em rede. Representa um marco de referência para orientar todos os projetos componentes a serem desenvolvidos. O objetivo geral poderá ter vários objetivos específicos.

1- Descoberta de novos genes relacionados com os processos de defesa de arroz quanto ‘a infecção causada pelo fungo M. grisea.

2- Capacitação de pessoal nas técnicas de laboratório aplicadas à produção e uso de microarranjos e na aplicada dos mesmos.
Objetivos Específicos: definem os tipos de resultados que se espera obter com a implantação do projeto em rede e que levarão ao alcance do objetivo geral. São os objetivos específicos que direcionam os projetos componentes para que possam atingir a finalidade máxima proposta no objetivo geral.>

1. Construir bibliotecas de cDNA de tecidos ???quais??? de arroz na presença ou ausência do fungo

2. Validar por análise de redundância bibliotecas apropriadas para seqüenciamento em larga escala

3. Seqüenciar 10 mil clones de cada biblioteca de cDNA, a partir das duas extremidades, para a geração de ESTs

4. Identificar por homologia com genes de outros organismos aqueles clones de cDNA que possivelmente contenham a região codificadora completa e elecioná-los para seqüenciamento dedicado para caracterização da proteína codificada, parcial ou totalmente.

5. Construir um Unigene aglomerando todas as seqüências de arroz que apresentem homologia cruzada em entradas únicas, utilizando seqüências codificadoras completas de arroz na montagem

6. Selecionar representantes de cada entrada Unigene para composição do microarranjo e realizar seqüenciamento dedicado desses clones para caracterização da proteína

7. Identificar pela comparação dos níveis de amostragem de ESTs possíveis genes diferencialmente expressos

8. Identificar pela técnica de microarranjos genes diferencialmente expressos
1- Isolar genes que tenham sua expressão modificada na presença de M. grisea através de um banco gênico e sua caracterização por seqüenciamento
2-
Montar um set de ESTs e Unigenes de arroz  visando a análise de expressão gênica em larga escala, utilizando-se microarrays
3- Desenvolvimento de um microarranjo de cDNAs de no máximo ???? (eu acho que 10 mil clones pq é o que cabe em uma lâmina básica) clones de cDNAs correspondents a genes cuja regulação esteja relacionada com estresse biótico em arroz.

Metas

<As metas são resultados a serem alcançados, em um tempo determinado, pelo projeto em rede. Para cada meta deve ser explicitado:

a) Descrição da Meta (resultado ou estado do sistema a ser alcançado);

b) Tempo em que deve ser alcançada: (mês relativo ao início do projeto);

c) Desempenho Atual (descrição ou indicador descritivo do estado atual do sistema); e

d) Aferidores da Meta (indicadores de acompanhamento para fins de verificação do atingimento da meta descrita).>
Vide Quadro 1. E ACRESCENTE SUAS METAS

Projetos Componentes do Projeto em Rede

<O projeto em rede é composto de um componente de gestão (a ser descrito na Estratégia de Ação) e um conjunto de Projetos Componentes que são os instrumentos de planejamento e execução da pesquisa. Relacionar e descrever de forma sucinta os projetos componentes, destacando seus objetivos gerais e específicos, breve justificativa e linhas gerais de sua estratégia de execução. Os projetos componentes devem manter rigorosa coerência e consistência com a solução buscada para o problema ou oportunidade focalizada pelo projeto em rede.

Projeto Componente 2:

Agrupamento de genes expressos durante infecção de plantas de arroz com M. grisea. 

Objetivo Geral:

Agrupamento de seqüências em conjuntos não redundantes (Unigene), anotação funcional por homologia, seleção de clones representativos de cada gene para alimentar o Projeto Componente 3, estudo dedicado de genes diferente representação após a infecção, realimentando o Projeto Componente 1 e editando as seqüências.

Objetivos específicos: 

1 Realizar o tratamento das seqüências com retirada da região de leitura ruim, de vetor, de rRNA e mtDNA e do fungo e construir um banco de dados relacional Oracle com as seqüências e informações de coleta.
2- Aglomerar as seqüências utilizando o programa MegaBLAST, retendo alinhamentos com mais de 96% de identidade na proção alinhada e cuja porção alinhada represente pelo menos 70% do potencialmente alinhável (o recobrimento do alinhamento entre duas seqüências). Aglomerar todas as seqüências com alinhamentos válidos em comum para criação do Unigene.

3- Mapear a freqüência de isolamento de seqüências em bibliotecas de cDNA, identificando aglomerados formados por membros oriundos de uma única condição (anterior ou posterior à infecção)
4- Realizar anotação semi-automática dos aglomerados pesquisando homologia em bancos de dados não redundantes com os programas BLASTn, BLASTx e tBLASTx (para pesquisar ESTs). Realizar anotação automática reversa utilizando uma base de dados especialmente construída para o projetoonde seqüências de Arabtopis thaliana estejam já pré-classificadas em categorias funcionais, acelerando a detecção de clones com a região codificadora completa
5- Alimentar o re-seqüenciamento de clones contendo potencialmente a região codificadora completa para serem seqüências de referência encabeçando os aglomerados Unigene
6- Organizar os melhores representantes dos algomerados para serem colocados no microarranjo, favorecendo aqueles cuja amostragem foi diferencial no Unigene
Justificativa: 

A criação de um Unigene com o produto de seqüenciamento é de crucial importância para eliminação da redundância natural desse tipo de caracterização do transcriptoma feita por amostragem. Somente com a criação do Unigene é que se pode ter idéia de quantos genes foram mapeados no projeto. Uma análise preliminar de cada biblioteca de cDNA é inclusive recomendável para validação das mesmas, pois o esforço de seqüenciamento pode ser muito prejudicado se a biblioteca não apresentar características de distribuição de Poisson, com muitas seqüências sendo amostradas poucas vezes e poucas delas amostradas em alta freqüência. A única razão para se esperar uma freqüência alta de isolamento de algumas seqüências é a alta expressão tecidual. Nesse caso, o evento deve ser visto em mais de uma biblioteca, pois pode representar um artefato de construção da biblioteca. 

A criação de um banco de dados relacional com as seqüências antecede a formação do Unigene, adicionando os dados de coleta original. Nós utilizamos um padrão internacional, compatível com depósito no banco de dados Trace Arquive, NCBI, sendo apropriado para compartilhamento de dados entre grandes centros seqüenciadores, se necessário.

A anotação funcional por homologia permite que se tenha um retrato da expressão gênica. Todavia, em projetos de larga escala normalmente esse tipo de trabalho é lento e não acompanha o desempenho dos grupos de seqüenciamento. Nós adotamos uma abordagem de anotação reversa, primeiramente ensaiando a homologia entre um organismo com genoma completo e o organismo em estudo. Aparentemente a mostarda seria um bom modêlo. Podemos assim descarregar de bases de dados as seqüências de proteínas desse organismo modelo e realizar a pesquisa de homologia com as ESTs produzidas. Um agente computacional verifica se a homologia inclui a região do códon inicial da proteína do organismo modelo e, supostamente, incluiria a do organismo em estudo também. Clones que contêm essa região (onde a transcriptase reversa caminhou desde o poliA até o códon inicial) são preciosos e, quando identificados, podem ser re-submetidos a seqüenciamento dedicado (i.e., por duas a três vezes), permitindo a dedução da proteína codificada com perfeição. A mesma informação pode ser obtida por edição dos alinhamentos de ESTs de uma entrada do Unigene, todavia é comum se impor dúvidas sobre a continuidade dessa molécula modelada, sendo mais relevante o re-seqüenciamento.

Linhas gerais da estratégia de execução: soluçaõ buscada para o problema ou oportunidade focalizada pelo projeto em rede.

Os dados de seqüenciamento são recebidos por um sistema de colaboração sofisticado, montado em ambiente Windows e acessado facilmente por qualquer navegador Web (lotus QuickPlace). As seqüências serão processadas com o programa Phed e a região de leitura ruim podada pelo uso da opção trim_alt deste programa. Normalmente calibramos o valor de Phred para corte da região ruim conduzindo 96 leituras de um plasmídio com seqüência conhecida e conseguimos viabilizar o uso de valor de Phred 10 para corte, o que aumenta em muito o aproveitamento das leituras. O vetor da biblioteca é retirado com o programa Crossmatch, calibrado como no script phredPhrap (ver documentação do pacote). Demais contaminantes são identificados por BLASTn e descartadas. Uma base de dados relacional é montada com as informações necessárias para depósito em bancos de dados de suporte a projetos genoma, como o Trace Arquive, NCBI. A aglomeração para produção do Unigene é feita utilizando-se o programa MegaBLAST com uma janela de 40 bases (para início do alinhamento), condição esta utilizada pelo NCBI (Lukas Wagner, Unigene, comunicação pessoal) e os alinhamentos com mais de 96% de identidade e mais que 70% do alinhamento potencial são retidos e aglomerados por estratégia de "single-linkage". A pesquisa de homologia é feita em bancos de dados do NCBI, mas rodando programas locais e o resultado da pesquisa é então "parseado" e as melhores informações são utilizadas para alimentar o próprio banco de dados com os resultados do projeto, sendo este um banco relacional e por isso eprmitindo consultas sofisticadas. As bases de dados pré-classificadas são descarregadas de sites especializados com o programa lynx, um navegador por linha de comando do shell Unix. Um possível alvo de coleta dessas informações classificadas é o Gene Onthology e outras, COGs, CGAP e BioCarta. Assim, uma base de dados com genes caracterizados de mostarda pode ser usada para pesquisa de ESTs geradas por clones de cDNA que contêm a metionina inicial. A ferramenta de busca automática desses clones é resultado de nossas pesquisas recentes, ainda não publicadas e que está sendo utilizada na Rede Genoma de Minas Gerais para escolha de clones com a região codificadora potencialmente completa. A ferramenta será disponibilizada para a pesquisa de genes de arroz. Aqueles genes que apresentarem uma amostragem diferencial serão apontados como prioritários para seqüenciamento mais dedicado. A junção das seqüências paraa criação de um consenso será feita com operação manual e uso de Phrap e Consed.
Nota: 
Repetições de uma mesma ação de pesquisa em locais distintos, ainda que executadas por instituições diferentes, não constituem projetos componentes distintos.>
Estratégia de Ação

<Descrever as etapas compreendidas na execução do projeto:

a) Descrever como os objetivos gerais e específicos do projeto em rede serão alcançados, com os respectivos tempos. 

b) Mencionar cada um dos projetos componentes, descrever como eles estão inter-relacionados e a contribuição de cada um para alcançar os objetivos do projeto em rede.

c) Identificar os tempos, marcos e eventos críticos na vinculação e sincronismo dos projetos componentes, que, se não forem cumpridos, comprometem, parcial ou integralmente, o atingimento de metas ou objetivos do projeto. 

d) Caracterizar a natureza do envolvimento e a responsabilidade de cada instituição (fornecer informações sobre experiência em P&D, a infra-estrutura e outros recursos de que cada instituição disporá para a execução do projeto e quais as necessidades adicionais de competências e infra-estrutura, que deverão ser buscadas através de consultoria e aquisições). 

e) Descrever também as ações de validação de tecnologia e de difusão dos resultados.

f) Explicitar o envolvimento e a forma de participação no projeto de clientes e/ou beneficiários dos resultados.

g) Descrever o modelo e a forma de gestão do projeto (colegiado gestor, reuniões de planejamento, acompanhamento e avaliação, modelo e mecanismos de comunicação, etc...).>
Vou escrever depois que tiver os inputs de voces 

As instituições envolvidas neste projeto, a Embrapa Arroz e Feijão, a Embrapa Recursos Genéticos e a Universidade Federal de Minas Gerais se organizaram por possuirem material contrastante quanto a resistência à brusone, “know how” em bioinformática e microarrays

Ao mesmo tempo, o arroz, eleito neste projeto, constitue grupo de sintenia com outras gramíneas, que possuem blocos gênicos conservados em genomas pequenos e simples e em genomas bastante complexos como o do trigo comum, espécie hexaplóide formada por três grupos homeólogos. Esta conservação da ordem de genes e a similaridade em conteúdo gênico pode oferecer a base para interpretação da informação genética e molecular, disponibilizando informação e alternativas biotecnológicas para auxiliar na seleção e transferência de genes. 

Os tres projetos aqui propostos se interelacionam e se complementam, convergindo para tornar possível o estudo proposto com sucesso.
1- Análise de genes expressos em arroz durante infecção por M. grisea;

2- Bioinformática

3- Microarranjos

No sentido, linhas semi-isogênicas de arroz para resistência a brusone, já desenvolvidas na Embrapa Arroz e Feijão, serão utilizadas em estudos de análise de genes expressos durante infecção das plantas com o patógeno. As seqüências de cDNAs identificadas serão catalogadas e um banco de cDNA será montado no Laboratório de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijão para estudos de análise genômica funcional. 

BIOINFORMATICA

As informações processadas serão organizadas em um banco de dados relacional, permitindo prontas pesquisas. A bioinformática também oferecerá serviços de colaboração em rede de dois tipos, principalmente: colaboração em ambiente Web, através do QuickPlace Lotus, onde todos os componentes da rede podem facilmente publicar seus dados, cada qual tendo suas prioridades de acesso controladas; reuniões virtuais, com compartilhamento de voz, imagem coletada por dispositivo e imagem de aplicações compartilhadas na tela de quaisquer participantes da reunião (Lotus SameTime). Os dados mais relevântes como relatórios e os aglomerados Unigene serão pré-publicados sem necessidade de requisição, em área restrita do site. Em resumo, toda a bioinfiormática apropriada para um projeto EST será implantada e disponibilizada.

MICRORRAYS
A detenção de tal conhecimento indicará caminhos futuros para a incorporação desta característica em cultivares suscetíveis, além de permitir a viabilização de programas de melhoramento por seleção assistida por marcadores moleculares na Embrapa. Neste contexto, fazendo uso daqueles marcadores avaliados e primers desenvolvidos, essas instituições desenvolverão linhas semi-isogênicas de arroz de terras baixas e altas para futura determinação de relações estrutura-função de genes envolvidos na resistência ao patógeno hemibiotrófico M. grisea.

Outrossim, instituições envolvidas neste projeto se destacam pelo alto nível técnico-científico de suas equipes multidiciplinares, em função da experiência passada e das atividades atualmente desenvolvidas. Seus pesquisadores desenvolveram liderança nacional e internacional nas áreas de biotecnologia, fitopatologia, e bioinformática bem como no desenvolvimento de germoplasma básico e melhoramento genético de arroz em programas de abrangência nacional. A equipe do projeto tem larga experiência no tema e coordena e participa de projetos cooperativos de pesquisa financiados por instituições nacionais (CNPq, FAPEMIG - por exemplo Bioinformática da Rede Genoma de MG) e estrangeiras como a -------, mantendo forte interação com universidades nacionais (UNB, UFG, UFOP, UFV------ dentre outras). 

Paralelamente à capacidade intelectual, as instituições parceiras possuem excelente infra-estrutura de campos experimentais, casas-de-vegetação, câmaras de crescimento e laboratórios, sendo necessária apenas a aquisição de poucos equipamentos para a realização do projeto. 

A solução adotada pela Bioinformática, realizada na UFMG, é a alocação de recursos computacionais do CENAPAD-MG/CO, de forma a utilizar a maior força computacional possível para processamento, mas preservando os dados originais submetidos em um servidor específico e o banco de dados em uma máquina também exclusiva do projeto, para efeito de sigilo e propriedade sobre os dados. Todavia, nosso grupo também possui máquinas auxiliares para processamento de médio porte que são utilizadas em procedimentos paralelos.

As instituições participantes trabalharão de forma multidisciplinar e interativamente, de maneira a ------- via análise genômica funcional, por exemplo.

A equipe do projeto se reunirá anualmente para apresentação e discussão dos resultados alcançados e aferição dos rumos do projeto. Será uma grande oportunidade para reunir equipes multidisciplinares com alto grau de treinamento em torno de um mesmo tema. Com isto, se promoverá a articulação de uma rede para estudos de outros problemas relacionados com a cultura do arroz, ou mesmo com outros grupos de outras culturas envolvendo este grupo emergente de pesquisa. Em vista disto, no futuro poderá ser criado uma rede para criação de uma rede com maior numero de participantes/problemas e se criar um set de “pathology microarray”. O ambiente virtual adicionado ao projeto, pela área de Bioinformática é impressivo e de um potencial muito grande para fortalecer a colaboração, pois envolve serviços de alto nível nesse setor, com segurança intrínseca.

Ao mesmo tempo, visando a formação de novos pesquisadores e técnicos na área de abrangência deste projeto, o treinamento de recursos humanos será contemplado neste projeto pela condução de teses de graduação e pós-graduação e de estágios em nível de graduação e de ensino médio. Adicionalmente, a difusão dos resultados gerados será realizada por meio de publicações, apresentações em congressos e reuniões, cursos e discussões entre equipes.
Apropriação de Resultados

<Especificar os acordos sobre propriedade intelectual, participação em patentes, proteção de cultivares, direitos de autor e participação em publicações entre parceiros do projeto, balizando-se nas normas e diretrizes da Embrapa, quando cabíveis (Consultar SPRI e Comitê Local de Propriedade Intelectual antes de assumir compromissos dessa natureza).>

DAMARES, PODE ME AJUDAR NISTO AQUI?

Riscos e Dificuldades

<Expor possíveis dificuldades e riscos que poderão interferir na execução do projeto em rede e seus componentes, comprometendo o alcance das metas e dos objetivos dos projetos. Propor medidas preventivas para contornar ou superar essas dificuldades e riscos.

Avaliar, também, riscos de rejeição da tecnologia proposta por parte de segmentos da sociedade, identificar possíveis causas e propor ações que levem à sua eliminação ou redução.>

A experiência das instituições envolvidas no projeto na área é grande e vem de longa data. A equipe do projeto tem larga experiência no tema e é constituída por pesquisadores das áreas de melhoramento genético, fitopatologia, genética molecular, biologia molecular e celular, e bioinformática com alto grau de treinamento, os quais trabalharão de maneira integrada e multidisciplinar na execução do projeto. Outro ponto importante é que as instituições parceiras possuem excelente infra-estrutura de casas-de-vegetação, câmaras de crescimento e de laboratórios.  A estratégia da Bioinformática é a mesma que já foi recentemente implantada na Rede Genoma de Minas Gerais, garantindo um serviço de qualidade e um suporte de pesquisa e desenvolvimento apropriados.

Pelo exposto, conclui-se que os riscos potenciais para a execução deste projeto são muito pequenos, estando as dificuldades intrínsecas à condução dos trabalhos perfeitamente equacionadas. Com a liberação de recursos financeiros solicitados para a realização do projeto praticamente não haverão riscos de que seus objetivos não sejam alcançados.


Entretanto, são fatores de risco:

1. Disponibilidade de Bolsistas, técnicos, estudantes de graduação e pós-graduação.

2. Proteção legal dos dados

3. Transferência de recursos

4. Manutenção de equipamentos

TO COM SONINHO.... MAS JÀ CORRIGI AS PROVAS TODAS. AMANHÃ AO MEIO DIA MANDO O RESTO
Equipe do Projeto

<Relacionar os principais pesquisadores envolvidos no Projeto e informar seus dados pessoais e suas funções. Para descrever a função de cada pesquisador, use as seguintes denominações:

a. Líder/Coordenador substituto do projeto em rede

b. Líder/Coordenador de projeto componente

c. Responsável por plano de ação

d. Responsável por atividades

e. Colaborador

f. Consultor>

Equipe da Embrapa Arroz e Feijão

Vide Quadro 2.

Dados Pessoais

Nome completo: Rosângela Bevitóri

Titularidade máxima: PhD

CPF:329 298 976 00

Instituição ou Unidade: Embrapa Arroz e Feijão

E-mail:bevitori@cnpaf.embrapa.br

Telefone: (62) 533-2152

Projeto(s) componente(s): Análise de genes expressos em arroz durante infecção por M. grisea
Função(ões):

Instituições Participantes

Informar os seguintes dados adicionais para cada instituição parceira externa à Embrapa.

Sigla:UFMG

Nome completo: Universidade Federal de Minas Gerais

CGC:

Dirigente: José Miguel Ortega

E-mail do dirigente: miguel@icb.ufmg.br

Endereço completo: Av. Antonio Carlos 6627 Depto. de Bioquímica e Imuniologia, ICB, UFMG, CEP 31270-010, Belo Horizonte, MG

Telefone: (0xx31) 3499-2654

Participação da Equipe em Outros Projetos e Financiamentos

<Para fins de avaliação desta pré-proposta, indicar:

a) Se esta proposta já está, total ou parcialmente, sendo financiada por recursos de outra fonte. Qual a fonte, qual o montante de recursos aprovados e que ações da pesquisa estão sendo financiadas.

b) Se esta proposta já está aprovada para financiamento em outras fontes e, se o financiamento ora pleiteado, destina-se à contrapartida obrigatória para obter os recursos. Qual a fonte, qual o montante aprovado e qual a contrapartida mínima necessária.>
Esta proposta não está sendo financiada por recursos de outra fonte.

Referências bibliográficas

<Relacionar a literatura citada de acordo com as normas da Embrapa/ABNT.>

Informações adicionais

a) Descrever: Como esta proposta se insere nos planos futuros de desenvolvimento dessa rede; Quais os objetivos de pesquisa de médio e longo prazos da rede; Como a aprovação desse projeto apoiaria o desenvolvimento da rede; Qual seria o impacto sobre a rede, no caso de não aprovação desta proposta.

b) Indicar: Quais outros projetos, se existirem, já foram ou estão sendo executados por essa rede; Como esta proposta complementa as pesquisas executadas ou em execução.
c) Fornecer outras informações que julgar relevantes para avaliação dessa pré-proposta.
Orçamento estimado

< Estimar os total de recursos necessários, por grandes grupos de despesa (custeio, capital e obras), para a execução da proposta:

Item de dispêndio
Solicitado
Contrapartida a
Outras Fontes b
Total

CUSTEIO





Material de consumo
5.000,00




Diárias





Passagens





Serviços de Terceiros (Pessoa física)





Serviços de Terceiros (Pessoa jurídica)
40.000,00




Consultoria





Bolsas
5.760,00 (grad.,12 meses)
DTI-CNPq nível 1A

Doutorado-CNPq

AT-CNPq

IC-CNPq

IC-CNPq



Sub Total
50.760,00




CAPITAL1





Equipamentos/Material permanente
28.240,00
90.000,00



Obras civis
1.000,00




Sub Total
29.240,00




TOTAL GERAL
80.000,00
90.000,00




1 – Itens de capital limitados ao teto de R$ 50.000,00 ao ano


     (Especificar individualmente itens e valores em nota de rodapé)


a – Se houver aportes de recursos de parceiros (públicos ou privados) ao projeto


     (Especificar individualmente origem e valores aportados, em nota de rodapé)


b – Se o projeto estiver sendo financiado por outra fonte financiadora


     (Especificar individualmente fontes e valores aportados, em nota de rodapé)

Orçamento estimado - Quadro Geral

Apresentar estimativas dos recursos solicitados, por grandes grupos de despesas:

Item de dispêndio
Total Solicitado (R$)
Total no 1° ano
1º trimestre
2º trimestre
3º trimestre
4º trimestre
Total no

2° ano
1º trimestre
2º trimestre
3º trimestre
4º trimestre

CUSTEIO
57.960,08
32.200,04
12.880,01
6.440,01
6.440,01
6.440,01
25.760,04
6.440,01
6.440,01
6.440,01
6.440,01

CAPITAL
29.240,00
29.240,00
29.240,00









TOTAL GERAL
87200,08
61.440,04
42.120,01
6.440,01
6.440,01
6.440,01
25.760,04
6.440,01
6.440,01
6.440,01
6.440,01

Quadro de desembolso (cont.)

Item de dispêndio
Total Geral (R$)
Total no 3° ano
1º trimestre
2º trimestre
3º trimestre
4º trimestre
Total no

4° ano
1º trimestre
2º trimestre
3º trimestre
4º trimestre

CUSTEIO












CAPITAL












TOTAL GERAL












QUADRO 1 - MEMÓRIA DE CÁLCULO por projeto (em R$) 

PROJETO: 

INSTITUIÇÃO EXECUTORA: 

Descrição
Quantidade
Valor Unitário
Valor Total

INFRA-ESTRUTURA:




4590.51-Obras:




4590.52-Bens




Aparelhos de ar condicionado
2
2.000,00
4.000,00

Computador duoprocessado com unidade becape em fita DAT, 36MB HD, 1GB RAM
1
15.000,00
15.000,00

Computador duoprocessado. 36MB HD, 2 GB RAM
1
20.000,00
20.000,00











CUSTEIOS




3490.14-Diárias




Diárias participação em congresso internacional




Diárias para Brasília para confecção microarrays




Subtotal




3490.30-Material de Consumo.




Fitas para Becape














Subtotal




3490.33-Passagens




Passagens participação reunião anual do projeto




Passagens participação congresso nacional






Subtotal




3490.36-STPF




3490.39-STPJ
36.000,00



Hospedagem participação congresso internacional




Hospedagens Brasilia para confecção microarrays




Taxa de importação de equipamentos e reagentes




Inscrição congresso internacional




Manutenção de equipamento




Correio, telefone, xerox, revelação de filmes etc.




Subtotal




3490.35-Consultoria




TOTAL GERAL




Nome
Título Máximo/

Especialização
Instituição/Unidade

de trabalho
Nível de

 participação
CPF
Atividade

José Miguel Ortega
Doutor
ICB UFMG
Coordenador Bioinformática
05950126807
Coordenador de Bioinformática

Osvaldo S. F. Carvalho
Doutor
LCC UFMG/CENAPAD MG-CO
Coordenador de computação
-
Responsável pela Computação Científica

Projeto 2






Fabiano Cruz Peixoto
Mestre
LCC UFMG/CENAPAD MG-CO
Membro
779922706-06
Processamento de seqüencias

Alessandra Faria Campos
Mestre
ICB UFMG
Membro
762510476-15
Escolha de clones

Fernanda Quaresma Macedo
Bacharel em Biologia
ICB UFMG
Membro
047643936-11
Edição de consenso

Estevam Bravo Neto
Estudante Ciências Biológicas
ICB UFMG
Membro
049680066-32
Escolha de clones

Marcos Tito Tolentino
Estudante Ciências Biológicas
ICB UFMG
Membro
054467486-38
Inspeção de aglomerados (Unigene)

Sergio Vale Aguiar Campos
Doutor
DCC.UFMG
Coloborador
644151126-68
Criação de ferramentas computacionais

João de Abreu e Torres
Estudante 

Computação Científica
ICEx UFMG
Membro
011856986-47
Criação de banco de dados








QUADRO 1 – METAS PRINCIPAIS E INDICADORES DE DESEMPENHO  DO PROJETO

Projeto:



Indicadores de acompanhamento e avaliação


Síntese-essência
Metas
Especificação
Índice
Quantificação
Aferidores

do problema



Ano

0
Ano  1
Ano  2
Ano  3


- Necessidade de exploração automatizada da produção de seqüências e direcionamento de esforços para caracterizar os melhores clones com seqüenciamento dedicado e selecionar clones para colocação em microarranjos


· Estabelecer rede de cooperação via Internet

· Executar serviços de bioinformática na forma padrão para um projeto EST incluindo Unigene

· Selecionar clones para seqüenciamento dedicado e para microaranjos
O sistema de colaboração em rede já está disponível

O processamento bioinformático padrão é dinâmico, sendo executado em poucos minutos após o recebimento das sequências. O sistema de processamento já implantado para a Rede Genoma MG estará sendo utilizado.

As rotinas de seleção de clones para seqüenciamento dedicado e microarranjos também estão automatizadas e seguem o depósito de dados, com um intervalo de menos de 3 a 30 dias, dependendo da necessidade de análise manual

 

0


?


?


?


Seqüências processadas

Aglomerados Unigene

Genes em estudo dedicado













