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MÉTODO PARA AUMENTAR A TOLERÂNCIA DE UMA PLANTA A 

UMA CONDIÇÃO DE ESTRESSE ABIÓTICO, MÉTODO PARA 

AUMENTAR A BIOMASSA, VIGOR E/OU RENDIMENTO DE UMA 

PLANTA, MÉTODO PARA AUMENTAR A EFICIÊNCIA DO USO DE 

FERTILIZANTE E/OU ABSORÇÃO DE UMA PLANTA 5 

CAMPO E HISTÓRICO DA INVENÇÃO 

A presente invenção 

refere-se aos polipeptídios isolados, 

polinucleotídeos codificando os mesmos, plantas 

transgênicas expressando os mesmos e métodos para 10 

utilizar os mesmos. Especificamente, a presente 

invenção pode ser usada para aumentar a eficiência 

do uso de fertilizante e resistência ao estresse, 

bem como biomassa, vigor e produção de plantas 

transgênicas. 15 

Os fertilizantes são o 

combustível por trás da “revolução verde”, 

diretamente responsáveis pelo amento excepcional nos 

rendimentos de safra durante os últimos 40 anos. O 

aumento dramático nos rendimentos de safra nunca 20 

poderia ter ocorrido sem um aumento paralelo no uso 

de fertilizante. Entretanto, nos anos recentes, 

houve uma preocupação crescente com o impacto 

ambiental do uso de fertilizante, especificamente os 

fertilizantes de nitrogênio, na poluição atmosférica 25 

e de água. Os limites sobre o uso de fertilizante 

foram legislados em diversos países, e restrições 

adicionais são esperadas no futuro. O maior uso de 

fertilizantes será
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necessário no futuro para suportar a produção de alimento e 

fibra para o rápido crescimento de população sobre recursos 

limitados de terra. 

G fertilizante é freqüentemente 

mencionado 	como 	a 	despesa geral 	número 	um na 	agricultura. 

Dos 	três 	macronutrientes 	fornecidos como 	principais 

fertilizantes 	[Nitrogênio (N), 	Fosfato 	(P) e 	Potás - 	á), 

o 	nitrogênio 	é 	o 	único que 	normalmente 	necesr- 	se--  

reabastecido 	a 	cada 	ano, especificamente para 	grãos, 	que 

6 Icy compreendem 	mais 	doi 	y us metade 	ins 	áreas 	J.  eultivEins 	n 

mundo. 

jOsE 	10111.01 	0010 

promover o crescimento de planta foi, e continua sendo, o 

uso de nutrientes (fertilizantes), natural Lei, oono 

l 	sintético. Os nutrientes sintéticos normalmente f.r:. e!r !1 

macronutriente em uma forma utilizável da planta, tal 	.r. ,, 

uréia, por exemplo, e/ou nitratos inorgânicos, f:..staLss ou 

compostos semelhantes. Enquanto tais nutrientes poderão ser 

aplicados, mais ou menos, por conveniência do fazendeiro, e 

• )) poderão ser aplicados na freqüência considerada desejável, a 

utilização em excesso dos nutrientes sintéticos e o uso 

ineficiente dos nutrientes sintéticos são fatores principais 

responsáveis pelos problemas ambientais, tais como, 

eutroficação do lençol de água, t Sin rots çor nitrato, 

2 	poluição por fosfato e semelhantes. 

i ,- r : r!_i'_a ez oe e.ssonoi.al para a planta, responsável pela 

b1 cissirlttese 	dos 	a  amiIllErncIos 	e 	o oitos 	!i 	l r_ 10 _ ,1 r1 OC,5 



proféticos, horrlônios de plante, defesas quimlcas dã 	l .i`:L=.;, 

etc. o nitrogênio é freqüentemente_ 	smeiiLo 	i-r• 	:i - 

taxa no crescimento da planta e :1j.l—- 	= _:: i '. _:._ 	':. 	~•- , 

possuem urja dependência fundamental no fertilizante 

nitrogenado inorgânico. 

Considerando que o fertilizante 

é rapidamente esgotado da maioria dos tipos de s 	ele 

deve ser fornecido às safras crescentes luas ou tre. 	-G..-._ 

durante 	a 	temporada 	de 	cresci 

• 	

,- .. _ •- 

lo nitrogenado, que é normalmente for°___ .1.. c•smo 1 tra:c ::=e 

amónia, nitrato de potássio ou uréia, tipicamente 

contabiliza 401 dos custos associados com as safras, tais. 

conto milho e trigo. Foi estimado que até 2450, mais de 150 

milhões de toneladas de fertilizante nitrogenado serãc 

utilizados no mundo anualmente. A eficiência aumentada do 

_aso do nitrogênio pelas plantas deve permitir que us safras  

sejam cultivadas com menor entrada de fertiliza ire, au 

alternativamente nos solos de qualidade inferior e, 

portanto, teria impacto econômico significativo nos sistema: 

cf 	rícolas desenvolvidos e em desenvolvimenru. Uma visão 

reral dos efeitos indesejáveis do fertilizante de nitrogéni_ 

apresentada por Byrnes, Fertilizer Research, 26, pp. 209- 

.115 (1990) . Embora as plantas sejam cacuzor  

nitrogênio orgânico do ambiente, 	a purre p - ii iiv;.-_  

5 nitrogênio utilizado é proveniente da captação do nitrogên~._. 

--r-ânico na forma de amônia (NH.,') e nitrato (N0- ) e sun 

,1-_-ersão posterior ao nitrogénio orgânico em um processe 

conhecido como assimilação. 
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f.._._ 	o.. 	5 	15l.1. 	..Se t :5 	, Oí 

eitrogénio cem ioc cai o Nod sendo convertido para NH 

seqüencialmente pelas enzimas Reductase de Nitrato i ::.i e 

,.eductase de Nitrito (NiR). O nitrogênio é então incorporado 

an i Glutamato (Glu) pela Sintase de Glumamina (GS) para obter 

Glutamina (Gln). A via principal da assimilação de 

fir:ticsc Je ir raL rs _ ia 

51115 	l.]ilamir-1:=f'G11I~_inniat 	..-.'_11~1t - ii 	_ `i 

>s 	am1noacid s r 	 = - 

In 	s.i 	r 	i 	_ lelo, :4/i; 	r. por transaminaçáo. 

nitrogênio (como amnioacido 

._ 	lilt e- ._.=. 	-_deslocado ao broto, 	em que é 

a05zcnaJI. nas folias e talo durante a etapa rápida d`. 

;fie ,=en T 	Fim r_fi:, -de planta e até a floração. No milho, e 

1~example- , as plantas acumulam-se o volume de seu nitrc t . . _ 

orgânico durante o período da germinação de grão, _ ate a 

floração. Assim que a fertilização da planta coerces, es 

grãos começam a se formar e tornam-se o escoadouro principal 

._10 Nitrogênio da planta. O Nitrogênio armazenado pode ser 

oca eocào redistribuído a partir das folhas e talo que servem 

somo compartimentos de armazenamento até a formação de 

sses sãc, os três par 

, rir_cipais da e ic: n:ci -:: .. 	e para definir o metaholisnï: , etc 

Nitrogênio da planta: 

Nficiéricia 	de 	capcacào 	d:= 

N,1i t r octén p co: é a quantia ele N na bicmassa acima do so/c. ;pr 

dividida 	i ri ,1 -.t ::Joda se N aplicada (gr/hectare) 

� 	011105 1 see_i_ 
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NiLrogênio: é a Produc: a.: de Grão L  -ir/planta) dividi :_i_ pi Is 

quantidade de N na biomassa acima dc solo (gr Nt) 

Eficiência 	de 	so 

Nitrogênio: é a Produção de Grão )gr/planta) dividida pele 

quantidade de N aplicado '.gr/Ha) . 

A eficiência de captação dc 

NNIi o.rogênio [ a quantidade cio  PN da biomassa acima do solo 1 gr 

Ntl 	N aplicado (gr/hectare)I é a quantidade total cio 

nitrogênio incorporado pela planta e é uma fundi de 

• In "captação" 	(a capacidade de transporte da plante, 

eficiência metabólica do processo de assimilação e a taxa do 

desenvolvimento de tamanho da planta, considerando que 

nassa dc_- talo e folhas criada durante o crescimento são os 

•::rgãos de armazenamento do Nitrogênio efetivos. A fração do 

S5 Nitrogênio assimilado encontrada em um broto que é 

finalmente transferido ao grão (produção) é cou i- 	 1 Ho 

firma enzimática, e assim um local potea::i -,si=:t 

Lanipulação transgênica. Esse parâmetro é, em efei¡c, igual 

i.oi.ência de Utilização de Nitrogênio (NUE'. 5 melhor 

i.:o_namento N de grão para broto mais pro,.;,'ei ente 

ricelh©rara n rendimento e teor de proteína do >> Sc 

De forma semelhercice, nEc  

Gicuios das eficiências  ie uso e utilização pocbor ccii 

feitos para outros macronutrientes, tais como Fósforo.- ì'i 

' Potássio (K), que possuem uma correl-acão direta com e 

_roducãy e tolerância geral da planta. 

NUE para as safras principais  

E- •1 	555.55 , 	101 impacto negativo di reto sobre 



s 	 is 	de 	entradapar a 	o 	t 	_.-I.:]ic1re, 	ik '1_I^ 

de 	fertilizante 	aplicado, 	que 	rapidamente 	se 	torna 	um 	f-_ 

ecológico. 	Dessa 	forma, 	os 	resíduos 	contendo 	nit - _ 

representam um problema ambiental de significância global. A 

5 	infiltração 	de 	Nitrato 	na 	água 	provoca 	eutroficação ._fie 

lagos, 	rios 	e 	mares 	(as 	águas 	arriscadas 	devido __._ 

crescimento 	das 	algas 	que 	conduz 	á 	hipoxia 	e 	destruição -ia 

fauna 	marinhai . 	A 	contaminarão 	de 	Pitrato 	ria 	água 	potável 

pode 	provocar 	metemoglobinemia, 	que 	é 	esp-_: - 	:-, ,-"__r .-:. 

Ic[ 	prejudicial 	aos 	infantes 	e 	mães 	lactentes. 	Let 	..-pi_ _: , 

Indústria Agrícola 	é 	considerada 	como 	a maior 	poluidora de 

nitrato 	de 	t:perticie 	e 	oar 	 _.i 	e 	air: 	CEi1I_±t 	s :r 

água potável. 

	

[7iee1ÌioLr ; 	ieiie-Li-:i 	:.1: 

1s Eficiência do uso de fertilizante (FUE) em plantas pode ser 

gerada 	via 	procriação 	tradicional 	ou 	via 	e, _ , _.:._, i= 

genética. Entretanto, até a data, nem os trarei 

transgériiccs nem o material de FUE melhorado classicamente 

:.criado foram liberados para uso comercial. Entre or 

• )0 	'_i.vos para isso, o mais importante é que os procriadores: 

selecionam suas 	linhas de elite 	sob as cear _ì.': _- r._ 	reter: 

favoráveis de fertilizante, assim supere- ï.:. _-.-. 	e 

melhorias na FUE (produção sendo o acionador princip _ 	=. 

vendas e não redução nos custos de entrada) . As ten--oo_L—'- s 

25 rias soluções transgênicas para FUE melhorada estão sendo 

realizadas pelas empresas, tais como, Monsanto (vide, por 

_: enp,l-, es Pedidos de Patente Norte-Prnericana 2a02OO46 l9 

ara 	ChoO r 	et 	ai. ¡ 	Pedido 	de 	Patente 	1, 	Ì-' .. rte- rler_i 	~-i caI.  
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2005010879 para Edgerton et al.; e Pedido de Patente Norte- 

Americana 	2006 	0179511 	para 	Phmo0 	.=et 	a1; , 	Arcadia 

Biosciences e Biogezrm s . 

RecenternenCe, 	'_ì11ís  

5 resumindo as tentativas para melhorar a PUE através meios 

transgênicos que foram empreendidas pelos laboratórios 

acadêmicos foi publicada {Good AG et al. Trends Plant SoL. 

2004 Dec;9(12):597-605). Os resultados encora adores 	._ 

relatados por Yanagisa- ;-. 	.-. _ 	.. 	:. - 1,-, 	 _ _ _ _ 	..- . AoÀ 

	

1u 	tei USA. 	2004 May 18; 1 	- , 	,_1  ; -- 	,- 	_ J, :. en 	-- i- SrI. 

aumento geneticamente de engenharia no crescimento 

.ostentado na produção de esqueleto de carbono (2- 

xoglutarato, OG do ciclo GS/GOGAT) da Arabidopsis 

transgênica sob condições baixas de nitrogênio. Tonfors;. 

15 muitas enzimas estão envolvidas na produção do esqueleto J 

rbono, o transgene era no . 	 L t _ . 

(Dofl) que ativou genes múlti::.e.-  e 1':I:ions ,_a  lo. 	 n-  

de Nitrogênio era superior nas plantas transgênicas 

-.r _ bidopsis por aproximadamente 30 7  sob baixas condicões d_ 

	

6 
 

20 	r:::.inrogênic_ . A Patente Norte-Americana N° 6.084. 153 para Goo- 

et --iì . re-;eis; _ uso de U..1Sn promotor  responsivv.;e ao e 

para controlar a expressão do Alanina Ammus Trap:_ sr ass 

(AlaAT) . 	Good 	et 	al. 	ainda 	revela 	que 	as 	_ i r_+._;r. 

transgênicas de canela melhoraram a tolerânc._. 5 

25 deficiência de nitrogênio e seca quando comparado ãs plantas 

e controle. Entretanto, nem as construções de Dofl de 

_'anagisawa et al, nem as construções de AlaAT induzida por 

- ã 	..' 	 s- 	ferem 	:. a I s a :.i = 	n: .._. 	1 o 1 Í . í̀ _;- 1: s i '_. 1 n : := , 



Cr' 
sob as verdadeiras condições C [L campo. Assim, 	._:.. 
econômica dos resultados ainda deve ser c . ç _ .. _:.-i_:. 

Dessa 	form..-., 	--õ__._'  

necessidade amplamente reconhecida, 	e seria altamen oc 

5 vantajoso identificar os polinucleotídeos e polipeptídi-:- 

que melhoram a eficiência de captação/uso de fertilizante 

nas plantas transgênic.=::_ 	._.. 
destituídos das limit,.:. _ 0._  

SU14 LRIO DA INVENCl 

• IU 
.. 	.o1: 	I':i 	 .0 	 {a 

presente invenção, e fornecida uma construção de aci;- 

nucléico compreendendo uma seqüência de ácido nucléico pe.' 

nonos 65 =. idêntica a uma seqüência de nucleotídecc 

a oartir do grupo consistindo na SEQ ID N°: V , 

	

15 	-i , 	7, 	3 	e 	7 	11, 	13, 	16, 	1 9, 20, 	23, 	24, 	27, 	30, 	32, 	37, 

42, 49, 50, 51, 53, 54, 5_,, 5, 57, 58, 64, 6,9, 70, 73, 77,  

6, 79, 80, 84, 86, 87, 93, 94, 98, 101, 102, 10i"3, 111, 105, 

106, 107, 108 e 109 e uma seqüência de promoter capaz de 

ir: truir a traiao_r . _l 	to c 	10co±o to _, 	_'._ oo 1:- 17 	-0  

	

o 2h 	coruiLe h p,edeira. 

	

0 	i  

adicionais 	nas 	configurações 	preferidas 	descr . _ , 	-. 

seqüência de ácido nucléico é cano _...- 	at 

ID N°: 	68, 	1, 	4, 	5, 	8, 	9, 11, 13, 16, 	: 0 	ii, 	, 	;,70, 

25 71, 37, 42, 49, 50, 51, 5.3, 54, 65, 56, 57, 54, 64, 69, 70, 

-3, 77, 78, 79, 80, 84, 86, 87, 93, 94, 98, 101, 102, 103, 

_04, 105, 	106, 	107, 	108, 	109, 	219-769, 	1317, 	1318, 	ï:- 1 , 

	

- ' 	1, 	---'--I 	 _ -:, 	 . 	i., 	_ ... 	 1 	' , 	- - -- 	, 	- 	, 



t) hfry 

1329,1330, 	1331, 	1332, 	1333, 	1334, 	1335 	ou 	133-. 

L;e 	acordo 	com 	outro 	aspecto 	da 

presente 	invencã >, 	é 	fornecido 	um 	polipeptídio i 	_ - 	: 	eci:-_, 

compreendendo 	uma 	seqüência 	de 	aminoácido 	pelo 	menos 	=3 

5 homóloga 	à 	seqüência 	de 	aminoácido 	estabelecida na 	.EQ 	ID 

NO: 	177, 	110, 	113, 	114, 	117, 	118, 	120, 	122, 	125, 128, 	129, 

132, 	133, 	136, 	139, 	141, 	146, 	151, 	158, 	159, 	160, 162, 	1633, 

164, 	165, 	166, 	167, 	1'73, 	178, 	179, 	182, 	186, 	187, 188, 	189, 

193, 	195, 	196, 	202, 	203, 	2 17, 	11 2, 	211, 	212,  1 	_, 

acordo 	ainda 	CariL 	outro 

aspecto 	da 	presente 	invenção, 	é 	fornecida 	unta célula 	do 

planta 	compreendendo 	um 	polinucleotídeo 	exógeno 	que 

compreende 	uma 	seqüência 	cie 	ácido 	nucléico 	codificando 	cc. 

15 polipeptídio com unta seqüência de arinoácido pelo menos 	8E: 

homóloga 	à 	SEU 	ID 	N°: 	177, 	110, 	113, 	114, 	117, 115, 	12:0, 

122, 	125, 	128, 	129, 	132, 	133, 	136, 	139, 	141, 	146, 151, 	155, 

159, 	160, 	162, 	163, 	164, 	165, 	166, 	167, 	173, 	17'i, 179, 	181, 

106, 	187, 	188, 	189, 	193, 	195, 	19, 	 T, 

ir 212, 	213, 	214, 	215, 	216, 	217 	ou 	21. 

De 	acc;r.l__ 	0. IIL 	_,-...acs_ : ii,_r_-_. Ã._ 

adicionais nas configurações preferidas a :-:r ir.= 	ri  

de planta forma uma parte de uma plaur:. 

De 	acor -i 	ccL 	.crrici_ 	. 

25 adicionais rias configurações preferidas descritas, a 

seqüência de aminoácido é conforme estabelecida na SEQ IL:D 

r1" 17, 110, 113, 114, 117, 118, 122), 122, 123, 128, 129, 

132, 	133, 	135, 	11:9, 	_41, 	i _ =., 	111, 	_ - 	, 	159, 	l e, 	1 ü 	172, 
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164, 	165, 166, 	167, 	ï , 	 , 178, 	179, 19 2, 186, 	187, 169, 157,  

193, 	195, 196, 	202, 	203, 207, 	210, 211, 212, 	all, 11, 111, 

216, 	217, 218, 	768-1051, 1053-1098, 1100-1311 

De 	acordo com 	ainda _urr -. 

S 	aspecto 	da presente 	invenção, 	é 	fornecido um 	método para 

aumentar a 	tolerância de 	uma 	planta a 	urna 	condirão 	de 

estresse, compreendendo a 	expressão dentro 	da 	pia:. a 

polinucleotídeo 	exógeno codificando um polipeptídi r!: 	ama 

sequência de 	aminoácido pelo menos 85 1 	homóloga à 	SEQ IL 

oLu 	N" : 	'_ 77, 110, 	113, 	114, 117, 	118, 120, 122, 	125, 128, 12``, 

112, 	133 , 136, 	139, 	1 i1, 146, 	151, 155,  9, 	168, 1 .:,i, 

164, 	165, 166, 	167, 	173, 178, 	179, 152, 15= 6, 	18, 168, 1 

193, 	195, 196, 	202, 	203, 207, 	210, 211, 212, 	213, 214, 215, 

15 	ia 	p1a 	_=. r 	 ï__1' 	 ! -~ 	~..._. 

adicional da 	presente 	invenção, 	a fornecido 	urn  

aumentar a 	biomassa, 	vigor e/ou produção 	de 	unta 	planta, 

.c -::7ipreendendo 	a 	expressão 	dentro 	da 	planta 	urn 

20 	r-'-._-linucleotídeo 	exógeno codificando um polipeptídlo 	com unici 

seqüência de 	aminoácido pelo menos 85 	6 	homóloga 	à 	SEQ 	=i. 

~. ~1 	177, 110, 	113, 	114, 11 	, 	1_c, 7 	''120,122,125,128 1  , 	~, 

-32, 	133, 136, 	139, 	141, 146, 	151, 158, 	15 ', 

164, 	165, 166, 	167, 	173, 178, 	179, 182, 	18, 	i 	-  

25 	193, 	195, 196, 	202, 	203, 207, 	210, 211, 	212, 	213, 	214, 	215, 

119, 	1341 	ou i. 	í. 	7__-! 



adicional da 	presente 	invenção, 	é 	fornecido 	um ULO -i-; 	pari, 

aumentar a 	eficiência 	do 	uso de 	fertilizante elou c: 	_- 	v:=:-. 

de uma planta compreendendo a expressão dentre; 	da p1_ 	<, 	LI II  

po:linucleotídeo exógeno 	codificando um polipeptídio 	com uma 

seqüência de 	aminoácido 	pelo menos 	85 -. 	homóloga à 	SEQ 	11 

I,1` 	: 	1 77, 110, 	113, 	114, 	117, 118, 	120, 122, 	125, 128, 	1  

132, 	133, 136, 	139, 	141, 	146, 151, 	155, 159, 	160, 102, 	161, 

154, 	165, 166, 	167, 	173, 	175, 17 	182, 150, 	147, 158, 	179, 

193, 	195 196, 	202, 	123, 	26, , 2 11, 	211, 212, 	213, a. 	, 	_l ` , 

16, 	217, 218, 	1341 	cu 	134 ,, assim 	aumez,tan _ 

ic usode ter. 	ilic: rte 	/ :,1 	caccação da planta. 

acordo com  

caP.ciana1s 	nas 	 Iit 	 = 	larafeI:'__las 	lesarLatrac, 

expressão é efetuada por: 

1 5 	a) 	transladas 	!.]Tr. n 	_ 	I'- 1 -, 	ia 	_ -.. __, 	::ui   

PT! 	gerar 'uni_-] planta 	cada a 	x ?:-~ _j 	sL ._ni 

cultivar a planta madura sob condições adeq áã=- car 

a-apressar o polinucleotídeo exógeno dentro da planta madura. 

o , 	 De acordo com característica- 

dicionais 	nas 	configuracões 	:- F - : ; 1 -. _ --.- 	- I 	- - 	-' 

Transformação é efetuada pela intro .21:01 	 ., 	. -. ' - p1 cal a 

uma construção de ácido nucléico incluindo o patina - 

exógeno e pelo menos um promotor capaz d-- H. 

,; 	- -, 	 ~:- pa:I -L - .-:lect i _iea exógeno na célula de plants. 

Lie acordo com característ-i , _' .._' 

;. -1 i~_,;_.= 	r::=-._; 	ri'-iguraÇóes 	preferidas 	descritas, 	pela. 

ULienos urn promotor e urn pi...Ii.Ot( r constitutivo. 
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adicionais rias 	configurações 	preferidas 	., 

descrita, 	a promotor é um promotor constit 	_. 

De 	acordo 	corn ear 1 	i 	L,~ 	 .:,  

5 adicionais rias 	configuracões 	preferida-- .i 	 :u 	-, 

promotor constitutivo é o promotor CaMV 3  

De 	acordo 	C• v.<L -~ 	.-:  

adicionais nas 	configurações 	rreeferida. -Iese~ 	t:a, 	_ 

promotor é um promotor 	indu.-ivel. 

•
1O LO 	 :111.  

ici.-dais iras 	corgi í., -ura 	±es 	preferidas descritas, 	_ 

promotor É um promotor especí f is - 	_i- 	-  

:._Iicior.,ais 

LO. 	- 	L.1 	_  

nab 	:`Iï"=i_lt".=ar 	Lrafsridas 	descritas, 	- 	tacicV  

v- 	ï 	 I :' T :. ï 

rnc'rcrisri Lo 	a, Urdo 	cvï[l 

i.'_ 	cie rr 	l 	cri.. 1l.:.; 

, 	preferidas 	dee 

25 10 	planta forma 	urna 	—carte 	de 	una 	célula 	,-,e 	planta 

Pe acordo com características 

- ,r , L ¡Lï_ 	_- nrei-er1c.üs deedlta ï•, 	ïl cõila 
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de 	planta 	forma 	arty -a 	parte ria 	urna 	ro 	l .1 _-i 	á. 	1 	r r 

monodicotiledânea. 

adicionais 	nas 	configurações preferidas 	d«s c.r; t r:=, 

-_ 	. _ ,: 	a 	ieaEI 	_ 	.. 	-L asse 	abiótic-,. 

La acordo 	Coltl 	a 	vi 	r 1s L 

adicionais 	nas 	configurações preferidas 	des 

estresse 	abiático 	é 	selecionado a 	partir 	.i 	;r 	 - 

consistindo 	na 	salinidade, 	seca, baixa 	temI a Ii  

• 101_emperatura, toxicidade 	de 	metal 	r 	- =. i ,. , 

asmático 	e deficiár.cia 	de nutriente. 

.:e ac 	 _ _... 

_: 	acionais 	rias 	confias 	-S r.-refer]-d: :_ 	descritas, 	_ 

IS L a uroc 	corri 	Satczccar 

_iicicnais 	nas 	cfonfiguracões 

• 20 'ins 	 ltr.t 	i 	ir. 	rio: 	_._i' 	 _3I 	- 

Ian 	1:51 	Ira, ISriiirr 	5:7 	slitS 	- 

a olinucleotídio 	compreende 	uma seqüência 	de 	:1a-  

selecionada 	a partir de 	grupo 	consistia, À-: 	ira 	Illi 	IL 	ï'' . 

25 .1, 	4, 	5, 	8, 	S}, 	11, 	13, 	16, 	19, .'_+D ' 	23, 	24, 	27, 	10, 	32 , 	37, 

}_, 	49, 	50, 	51, 	53, 	54, 	55, 	56, 57, 	55, 	64, 	19, 	71, 	73, 	77, 

5, 	79, 	80, 	84, 	86, 	87, 	93, 	94, 994, 	101, 	102, 	103, 	1u4, 	175, 

I', 	177 	iH.. 	1119, _ 	1' 
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1321, 1322, 1323, 1324, 	1325, 	1320, 	1327, 	1328, 	1; 	-,  

1331, 	1332, 1333, 	1334, 	1335, 	1335, 	1340 	ou 	1311. 

De 	acordo 	com  511Ji... 

adicionais nas 	configurações 	preferidas descritas, 	a 

5 seqüência de 	aminoácido 	é 	conforme 	estabelecida na 	SEQ 	Ii 

N°: 	177, 	110, 113, 	114, 	117, 	1185, 	120, 	127, 125, 	128, 	111, 

132, 	133, 136, 	139, 	141, 	146, 	181, 	158, 	159, 160, 	162, 	1::, 

164, 	165, 166, 	167, 	173, 	174, 	179, 	182, 	186, 137, 	188, 	142, 

193, 	195, 196, 	202, 	203, 	207, 	2100, 	211, 	212, 213, 	214, 	213, 

Lu .1_1 4, 	217, 218, 	:- i4E.1, 	1C ,: 	-1098, 	1100-1316, 1341 	cc 	134/. 

Ì;e 	acordo 	com 	caracterlstic.= 

adicionais nas 	configurações 	preferidas 

condições são as condições de estresse abiõti` 

De 	acordo  

15 adicionais nas 	configurações 	prefers 	 ._ i= 	r, 	r 	,. 	, 
condições são as condições de deficiência de  

De acordo com a =  
adicional da 	presente 	i Fver!c1: , 	rr. _._ li,,_: ., .r , 	- 	c 	car =- 

-. - io compreendendo: 

a) -: ocação 	em 	um 	solo 	um 	sistema 	de irriacde 	par-  

Bote' -. i - : -. 1n 	ï<<_ 	.:: 	 _ 
i 	i t. 	i d 	tri s )r: 	ü 	 .1 , 	ii'__ 	 -i. 	 -.- 

(b) 	irrigação 	continua 	através 	de 	cada 	um dos 	r.-t 

orifícios de 	irrigaçõ: 	-': 	ir: 	,..-. 	- - 	i _ 	' 	.a. 	i: 

25 litros de água por hora. 

10 	 aar:i 	ai. 

invenção, adicional da presente ç , é fornecido um sistema la  

irrigarão 	_ 	i!<<ït ,r 	,:: 	_ 	 , 



Ii) um sistema de irrigação por gotejamerlto com  

de irricacão distribuídos 20-40 cm entre si nas direções X e `i'; 

li!) Ufli sistema de controlekstacriuenL.o Le 	LluL)cL bL  

continuamente irrigar através de cada um dos r.-iïrid:s 

orifícios de irrigação 0,5-2 litros de água por hors. 

A 	presente _, ii's ri.rti 	:r its 	ia 

modo bem-sucedido as falhas das configura.; _i•-. 	L.:ilr: T_t•e 

conhecidas ao fornecer os polinucleotidios e polipeptídi__ 

• I~ 

	

	iae melhoram a eficiência do uso de fertil :-=:T 	:i 	; 

ati plantes rransc1êriicas expressando os mesmos. 

Exceto se de  

definido, todos os termos técnicos e científicos aqui 

utilizados possuem o mesmo si i' 	_r 	T 	_ 

entendidos por aquele cam habi . 

invenção pertence. Embora os métodos e materiais semelt•eoie.  

cu equivalentes aos descritos no presente possam ser 	iou 

na prática ou teste da presente invenção, os métodos - 

1:1-11 g_ 1 ais 	adequados 	são 	abaixo 	descritos. 	No 	caso 	.. 

6,0 

	

	, l --tc, a especificação de patente, incluindo definições, 

controlará. Além disc;, os materiais, métodos e exei H.  

1lmitantess - 

BREVE DESC? IEAC tEci DEI'E:.-i _ ti. 

A 	invenção 	e 	ïe ;r 	a - 

i 	r ï, 	il' _- como exemplo, com referencia aos desenhos; 

-.-a referência específica agora aos desejos em 

?atalhes, 	é 	enfatizado 	a_:- 	i.=: 	.. -.-. 	! 	; i_._  
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exemplo e somente para fins de discussão ïïuscrae.iva das 

configurações preferidas da : __c_ .I 

apresentados para fornecer o q:.: _ -. r _i 1 • en: a - ia: 	 ~º -1 _ e 

descrição mais útil e prontamente entendida dos princípios e 

aspectos conceituais da invent_:_.. --om relação a isso, 

nenhuma tentativa é feita para mostrar os detalhe.- 

estruturais da invenção em mais detalhes do que sei ais 

necessários para um entendimento fundamental da invenção, e 

descrição considerada com os desenhos tornando aparente r .... _. 

-aqueles com habilidade na técnica como as :1i r - ferns:. 	- 

irivencão podem ser configuradas na prática. 

dos desenhes  

a figura lA 

	

	é uma ilustração esquemática iscevendo e 

desenvolvimento do sistema de raiz da plant=s 

na seca. A umidade escassa do solo induz ._a 

fa-;rmacão de um sistema de raiz mais i_ _ . ..ri.- - . 

desenho é adaptado de Weav_ 

development of Field Crops. McGraw Hil Inc . , 

w York, 291 p. (1926)]; 

0 	 r;: I 	 uma 	representação 	esquaniár 	tc . 

-._.  e _,r in ias 	biológicas 	escolhidas 	para 

:i _ ï I: r.,.- o traço de NUE e a tradução das 

estratégias 	para 	as 	i-_: 

ìá_l rapte a mineração de dai-, _ .  

25 	is fiüuras 	iA-D mostram a expressão digital de FUE_i; 

as 	 ;irisa 	.?-L são gráficos demonstrando a expresse :Us 

genes 	de 	controle 	(transportadores 	de 

d rr -_;::nênio e s:intase de Glutarnina) como uma 
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função do teor de nitrogênio rio solo. As 

plantas foram cultivadas em vasos de litro con: 

concentrações crescentes de NH..dd.:(. 	l ens 0,025, 

0, 05, 0,5 e 5 mM) ou KNO -= (em 0, C' : , Li, 1, 1 ou 5 

1111,1, . 	As 	plantas 	foram 	cultivadas 	por 

aproximadamente 30 dias e os tecidos foram 

rompidos congelados em nitrogênio líquido. . 

RNA foi extraído dos tecidos e posteriormer;te 

tTrat i c... 	c:o;i 	'NAs - . 	i 	S.iCA 	foi 	r zri.~ ri 	. 	So 

Iu 
	 forma 	r. 	erg__. 	- 	ii 	..-. 	r,_.r::-, 	vt:._  

quantificação usando PCR de Tempo Rei:, Para 

normalização, a expressão em cada ponto fooi 

dividida pela média geométrica da expressão de  

quatro rotinas, conforme descrito no Exemplo 

I5 2, Os resultados mostrados são a proporção 

oitre _ 	_, 

rificada (5mM NH,NO. ou 5 mM KNO 

rins A-K são gráficos mostrando 

• 2u 	:Hrrelacionada 	da 	seqüências 	de 

çolinucleotídio 	da preso _-. i 	i 	. -. - 	r'- 	=. 

disponibilidade do nitroc[éi- .; 

5A-E são gráficos mostrando  

correlacionada inversamente da seqüên:s:_.::: 

,r_ linucleotídio da presente invencãc com 

i;sponibilidade do nitrogênio, ; 

S 	e 	uma representação gradual es eimI afLica di 



de 	roseta 	da 	planta 	a 	partir 	das 	r ma:;jens 

digitais. 	A 	etapa 	de 	processamento 	-i 	rra 	as 

partes 	verdes 	das 	plantas 	individuais. 	Após 	a 

designação 	de 	ROIs 	individuais 	(Região 	de 

Interesse) , 	a 	área 	coberta pela 	área 	d-- 	roseta 

é calculada e exportada a uma planilha; 

as figuras 7A-B 	são 	fotografias 	mostrando 	a 	cep ciade 

dos 	polinucleotídios 	da 	presente 	invenção 

aumentar 	a 	eficiência 	do 	uso 	de 	nits 	_- 

.lu Figura 	7A 	de 	plantas 	Ti 	- 	try:::_..' -- 	- 

expressando 	FUE 509 	(SEQ 	ID N° : 	108) 	de 	acorde 

com 	o 	promotor 	TT1 1 h` . 	_ 	Fi rura 	7B, 	um 	evento 

transgênico 	representativo 	expressando 	FUE 1_' 

(SEQ 	IU 	I 	^':)} 	de 	acordo 	coin 	o 	promotor 	3`.-'. 

15 As 	plantas 	foram 	cultivadas 	em 	condições 	d. 

nitrogêni. 	1_i 	1 	iTCO LII 	- 

nitrogêni 	i 	<. 	ìZr 	(Ei 

de 	controle 	(expressando 	um 	gene 	repórter 	or Ir 

_- 	mesmo 	promotor 	ou plantas 	não 	transgênic__ 

6 Z0 A: foram 	tratadas 	de 	forma 	semelhante. 

diferenças 	notórias 	no 	tamanho 	de 	plantiu.l. 

são traduzidas 	em diferenças 	significativas  

peso 	fresco medido das pl_ _(e ior; 

a figura 8 é 	uma 	fotografia 	rios oi:: L 	- 	L_:i 	:r, 

25 oransgênicas 	a 	partir 	de 	três 	eventos 

transgênicos 	independentes 	expressando, 

FUE 34 Evo 	(SEQ 	IL) 	N 	: 	34) . 	A 	planta 	mostra 

ram-f_:acc¿c 	irn 	r e.ssi.'a 	em 	cada 	ui 	-ocforimle 
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determinado por um ensaio triplo Cejo. 

sistema de raiz a partir das 	1 i.t- 	- ir.rm 

foi 	altamente 	o -11-1i ficada 	e 	_ -;rïupaa:- L o 	não 

mostrado); 

5 	a figura 9 	mostra 	c - rì- , 	eventos  

independentes das plantas expressando FTTE_4O 

(também denominado FUE6/40, SEQ ID :,J]': 1_ . 

Fica claramente notável que o tronco 

floração é raramente perpendicular e rícr_i: 

Além disso, um número raramente alt:_ 

síliquas pode ser conta.-?,-.. Como resultado, as 

plantas 	transgênicas 	::<:t L .:_. :r: .-  

notavelmente proli icas; e 

a figura 10 	ë um esquema de um sistona coo 	rooao en  

15 	 conformidu,ïe 	-,ir. 	o eroiricmarlus 	ia 	r ; . 

invencã:_ . 

DESCRIÇÃO DAS CONET I .." 	 .' 

A 	presence 	-L11 -:_,11 	.• 	do- 

polipeptídios isolados, polinucleotídios codificando o 

• 'r mesmos, plantas transgênicas expressando os mesmos e métodos 

para usar os mesmos . Dspeci fio. eiite_~, à presente inven:__c 

pode ser _asada para orientar a eficiência dc uso = 

fertilizante 	e 	resistência 	ao 	eútrE ,som, 	ccc  

bi amassa, vigor e rendimento das plantas trans riccos.  

25 	 Os princípios e a operacec da 

o. r 	te invenção podem ser me1f: _; r entendidos coo' referência 

i-uoenhos e -iescri v es =luxes 
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uma configuração da invencac er[L deca1re, deve ser ener±di 

que a invenção não i 	e 	J 10 

estabelecidos na se ..:t 	o 	[1í i  

Exemplos. A invenção é capaz de outras configurações ou de-

5 ser praticada ou realizada em diversos modos. Da mesma 

forma, deve ser entendido que a fraseologia e terminologia 

aqui utilizados sIc. coro 	 e 

considerados corn- 

• io 	
!ii._. 	: :10 	1 l. 

ie plantas de safra é colocado como risco, os cientistas sã: 

sesafiados a desenvolver estratégias que melhoram o 

eliciéncia do uso de N NU . essa forma, os resultados do 

ftilizao.iu escassa ci.i HI:. 	 esultarn em urna 	o 

IS 	l'ooro.As taxas Mais baixes oc N aplicado rer' 1 

L iomassa reduzida, conforme pode ser comprovado I ------ 

reduzido, 	tamanho, 	enchimento 	deficiente 	it 

endimentos reduzidos e baixo teor de aminoácido e proteína. 

IIer,ativamente, a aplicação em excesso do nitrogênio p- io 

• 20 recoltar em rendimento reduzido, custe superior de entrada 

reduzir a presente invei:oIIc: 

:ira pr00100, os preeel±Osa 1: .n'; 	 e It ::.: 

:itiálises bioinformáticas  

25 seqüências de polinucleotldio e polipeptídios codificados a 

partir dos mesmos que pode ser usada para gerar as plantas 

trer:sqênicas com eficiência melhorada do uso de 

I•E5Tiii0OIO, 	LeJeotooc: : 	-- 	I00C, 	eot 1 iLOOi ali 
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Ip.ex., 	teor 	de 	::Y11[1Ia-.i 1 r-.s 	uotoiuo: ,  

rendimento e/ou vig:I r . 

seção de exemplos que segue, a seqüências de polinucleotíai: 

5 do milho foi selecionada corn base em diversos critério= 

(vide Exemplo 1 da seção Exemplos que segue). Isso incluía 

altos níveis de expressão digital calculada i,.:: 

raiz, especialmente nas raízes estressadas de 

seca). Um filtro secundário para a sega  

Co 	i._liiucleotídio acima era com base na express__ 	, 

_ias seqüências ortólogas (i.e., plantas dicotiled©neas ou 

outras espécies monocotiledãneas). os genes ortólogos 

mostrando expressão digital semelhante que os genes de milho 

s!L. 	r.- .. 	_1. 	=iii:_. t 	- 	t:. 	l 	_ 	q  

que podem ter efeitos amplos no metabolismo de célula. Por 

LO-r~eo que podem modificar a arquitetura de raiz, o u -:i..:!Ie:r.1-ao -, -,=_oaziddade de armazenamento do nitrogênio, 

ItL darer 	processo de assimilação do nitrogênio e otimi  

o rá_= de permanência do verde, foram selecionados. Tato 

, Ienes foram finalmente selecionados para validação iecuior 

!vide Exemplos 3 e 9). Uma representação esque:'.i_ 

1 iitros computacionais aplicados para identificar a 

polinucleotídic da presente invenclo 



identificadas foram 	experimerlt.alme .t: 	l 	r. f 

mostrado 	nos 	Exemplos 	6-11, 	=,.- 	1 i:-:: 

expressando as 	seqüências 	de 	toldo 	nucléico 	da 	presente 

invenção 	foram 	mostradas 	como 	ter 	eficiência 	aumentada 	de 

uso 	de 	fertilizante/captação, 	tolerância 	ao 	estresse 

abiótico, 	biomassa e 	producão. 	Esses 	resultados 	forteiï.:ci,te 

suportam 	a robustez 	da 	metodologia 	da 	presa-i - 	inven'Yáo  

substanciam o uso desses genes na  

• -ssim, 	Oè 	OC:.L:6_ 	air 

presente invenção, 	é 	fornecida 	urda 	construção 	de 	ácida 

nucléico 	compreendendo uma 	seqüência de 	ácido 	nucléico 	pel: 

menos 	cerca de 	70 	, 	pelo 	menos 	cerca 	de 	75 	, 	pelo 	menos 

cerca de 	80 , 	pelo menos 	cerca de 31 	, 	pelo menos cera.: 
►S U 	, 	pelo fiLenos 	cerca 	de 	__ 	, 	pelo 	menos 	cerca 	de 

nela 	menos _, cerca 	de 	85 	, 	pelo 	menos 	cerca 	de 	86 	:, 	:11: 

Buenos 	cerca de 	87 	1, 	pal': 	menos 	cerca 	de 	84 	, 	pelo 

--orcade 	89 , 	pelo menos 	cerca de 90 	, 	pelo menos cerca rye 

, 	pelo menos 	cerca 	de 	97 	, 	pelo 	menos 	cerca 	de 	93 	6, 

menos cerca 	de 	93 	°:, 	pelo 	menos 	cerca 	de 	99 	, 	pelo 

meoco 	arfa.:: ,;- agi_; 	pelo 	menos 	cerca 	de 	:;,_  

Jo 90 ocia moors  cerca de 98 	1, 	pc : 

ou 	mais, 	isto 	é, 	100 	idêntica 	a 	uma 	sn.:. 	..  

._ucleotídeo selecionada 	a partir do grupo 	consist-::_.  

25 lb 	N° : 	68, 1, 	4, 	5, 	8, 	9, 	11, 13, 	16, 	19, 	20, 	23, 	24, 	27, 	30, 

U2, 	37, 	42, 49, 	50, 	51, 	53, 	54, 	55, 	56, 	57, 	ES, 	64, 	69, 

-, 3, 	77, 	78, 79, 	80, 	84, 	86, 	87, 	93, 	94, 	98, 	171, 	172, 	173, 

lãi,U, 	U:;. 	1147. 
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As 	seqüências 	de 	ácido I.uc-- I _' 

podem 	codificar as 	seqüências 	de 	polipeptidi.o 	coot.- L coo j -II::1, 

uma 	seqüência de 	aminoácido pelo menos 	cerca 	de  

menos 	cerca 	de 75 	ss, 	pelo 	menos 	cerca 	de 	80 	, 	pelo 	menos 

cerca 	de 	81 	7, pelo menos cerca de 82 	, 	pelo menos cerca de 

83 	, 	pelo 	menos 	cerca 	de 	84 	̀ °, 	pelo 	menos 	cerca 	de 	85 

pelo 	menos 	cerca 	de 	86 	-., 	pelo 	menos 	cerca 	lo  

menos 	cercado 88 	``:, 	pela 	menos 	cerca 	de 	7 	ci 

cerca de a ~~ ' pelo 	menos 	cerca 	~~íe 	91 	1 , 

lip H 	H 	pelo menos cerca 	de 	93 	, 	celo mec.:  

pelo 	menos 	cerca 	de 	94 	•, 	pelo 	menos 	cerca 	de 	995 	, 	rpelc, 

menos 	cerca 	de 96 	:, 	pelo 	menos 	cerca 	de 	9- 	, 	polo 	Incl. 

cerca 	de 	98 	-, pelo 	menos 	cerca 	de 	99 	=, 	ou 	mais, 	isto 	e, 

100 	8 	homóloga ã 	SEQ 	117 	N° 	177, 	110, 	l.l-s, 	114, 	117, 	11 	, 

15 1213, 	122 , 	125, 126, 	129, 	132, 	133, 	136, 	139, 	141, 	1116, 	1H, 

158, 	159, 	160, 162, 	163, 	1004, 	165, 	160,, 	15, 	HI, 	 177, 

182, 	186, 	187, 188, 	189, 	193, 	195, 	196, 	202, 	3':, 	H 7, 	IlL', 

211, 	212, 	213, 214, 	215, 	216, 	217, 	218, 	1341 	ou 	1343. 

A 	homologia 	(p.ex., 	I•n , 	___I 

6 1 0  de 	por 	cento) pode 	ser 	determinada 	usando 	qualquer 	software__ 

cie 	comparação de 	homologia, 	incluindo, 	por 	exemplo, 	- 

software 	BlastP 	do 	Centro 	Nacional 	das 	Informações 	.:i•.:- 

Biotecnologia (NCBI) , 	tal 	como, 	através 	de 	usar  

7._ coir ã .- , 

?i _. 	rc1en7idade 	t 	ox., 	f1  

le 	por 	cento} pode 	ser determinada usando 	qualquer softwaro 

Ia 	comparação de 	homologia, 	incluindo, 	por 	exemplo, 	.- 

7/I 
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1177.7 

pad  

1.. _. 	- L 	.._  

preferida deste aspecto da presente invenção, 

polinucleotídic isolado é conforme estabelecido na SEQ ï- 

N°: 53, 1, 4, 5, 8, 9, 11, 13, 16, 19, 20, 23, 24, 27, 3'', 

32, 37, 42, 49, END, 51, r,_;, 54, 55, 56, 57, 58, 64, 69, 	, 

73, 7`, 76, -79, 60, 54, 66, c_?, 93, u.}, 98, 101, 102, 1 

104, 105, 1005, 107, 105, 109, 219-767, 131 , 	k , 	:', 

	

~dll 1320, 1321, 1322, 132-3, 1324, 1325, 1326, 	 o 

130, 1331, 1332, 1333, 1334, 1335 ou 1335. 

A seqüência  

(também denominada como polinucleotídio isolado) da presente 

i zvencão refere-se a uma Sulca ou de filamen -- - 	I 	1:-. 

IS 	seqüência de ácido nud E. ico, ci*ie é isolada e 5::.- :. 	. .-. 1, 

foriria 	de 	unja 	seqüência 	de 	RNA, 	uma 	seco:- . .... 	V. 

polinucleotídeo complementar (cDNA), uma seqi.00-ls 

polinucleotídeo 	genômica 	e/ou 	uma 	seqüências 	de 

p:5 ± irTlt - 	:S 37.. CCJ[i75';o • ._. , orla combinação do acima' 

1cl 	 lonforme usado no presente, a 

frase "seqüência de polinucleotídeo complementar" refere-se 

a uma seqüência, que resulta da transcrição reversa do RNA-_ 

mensageiro usando uma trariscriptase reversa ou qual 

sutra polimerase de DNA dependente de RNA. Tal seqi37:-:o_: 

25 ;code ser subseqüentemente amplificada in vivo ou i'':: vitro 

, e 	:,. _ ; _,1 . u, _ ., z _ s 	- 7137 37pendente de DNA. 

:enferme aqui ütili:auu, a 

oco 	1s c:1 ±1.00 sctídec 	_1 e 1_UM _ rr 	- _ 	 1 
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'in.. , gÍ 	a  	. 	 :. .'l  

e, assim, representa uma porção conda 	ui.  

Conforme 	=:.:.~.,i 	11:.H i: , 

frase "seqüência de polinucleotídeo composta" refere-se _. 

5 uma seqüência, que é pelo menos parcialmente complementar 

pelo menos parcialmente cenâmica. Uma seqüência composta 

pode incluir algumas seqüências de exon 	~_. 

codificar o polipeptídio da presente inveno:_o._.- , 	:1. 

algumas seqüências intrõnicas intec,: o 

o Icy 	seqüências intrõnicas podem ser de 	. -. . - -.- 	 :. 

ia outros genes e tipicamente incluirão as seqüências de 

sinal de entrançamento conservadas. Tais seqüênciau 

intrõnicas podem ainda iooi 1_lir -o:- element—_, 	r , sul!=ir _ri s cie 

expressão de atuação ci.- 

15 	 As sequtic1u noacuo huc u_ 

1:>s polipeptídios da presente invenção i_ 	_- 

para expressão da planta. Tais seqüê-:.-._.. 	_.. .,. 

ornecidas na SEQ ID N°: 1317, 1319, 1326:, 13-1, 	32, 1324, 

1 325, 1326, 1327, 1328, 1329, 1330, 1331, 1332, 1331, 1334, 

9 1() 1335 e 1336. Os exemplos de tais modificações de seqüênciu 

i_.1 i_, porem sem limitação, um teor de G/C alterado p-.-.: 

-cr _,.-:.r.;-...-se 	mais 	estreitairente 	aquele 	tipicamei~_- 

-averiguado nas espécies de planta 

e códons atipicamente averiguada -_- _ 	-- 	_- -- 	o-  

7~ 	...ml.irr.er.te Tt i,-ir_'r_ados cam:: `.imitação de cddon. 

frase "otimi:_i -i= 1 

seleção dos riuoleotídeos apropriados de DNA par=. 
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se aproxima á utilização do codorn denuro de i-,.::._-: 

interesse. Portanto, um gene ou sea• 	oi  

otimizado refere-se a um gene 

nucleotídeo de um gene nativo ou naturalmente ocorrente foi. 

i modificada com a finalidade de utilizar os códons 

estatisticamente preferidos ou estatisticamente favorecido:- 

dentro da planta. A seqüência de nucleotídeo 

examinada no nível de UNA e a região de compila::, 

para expressão nas espécies de  

in ualquer procedimento adequado,  

escrito em Sardana et al. (1996, Plant Cell Reports 15: 

681) . Nesse método, o desvio padrão da utilização do c - _i _ ., 

uma medida da tendência de utilização do códon, pode sei 

calculado 	so primeiro encontrar o 	des' o. 	 r. .•1 

Is quadrado de utilização de cada códon i - i._i1Ç-  

relacionado ao de genes de planta altamente e•: -- _ - -- --•->, 

seguido por um cálculo do desvio quadrado média. ix _ 

:isada é: 1 SDCU = n = 1N [ ( Xri - Yn ) / Yn ] 2 / N, em quo 

':r, refere-se à freqüência de utilizacão dc códon ri em gene.- 

	

6,0 	le planta altamente expressos, em que Yn, à freqüência doo- 

l_-- 1 i 	'i.- 	.1 	5001 ! 	?; 	 o:. 	.:. - o N refere-se 

	

} 	 .i. 	.._ 	 j  	t _., 	lima tabela 	i: 

Atilização de códon a partir de genes altamente exv :.. 

las plantas dicotiled©neas é compilada utilizam: 	_ 

	

~S 	Na Morro': ,t i . e 1966, TI : Asids Po s. . 1 7:477-49:6 

_.Tr: método para siso:_._ _. 

s orl:dncia de ácido nucitico em conformidade com a utilização 

r ,referida do códon o soai;ï, 	r_ic = 	o.roo1r ¡ 	_, 	l .:i. 	l 
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planta é com Lase no uso 	-i- 	:., 	._-.1--:=:, 	.ioni innor 

cálculos estatísticos extras, das tabelas de otimiza,__: do 

códon, tais conto, aqueles dispostos on-line no Bo 	i 

Dados de Utilização do Códon através do banco de DNA N1-_.:- 

5 (Instituto Nacional de Ciências Agrobiológicas) na Japi:: 

(http://www.kazusa.ou.jp/codon/}. O Banco de Dados do 

Utilização de Códon contém as tabelas de utilização de orLo  

para um número de diferentes espécies, com cada tab-._: ao 

00±11.0 

para determinar os códons mais preferidos ou main 

favorecidos para cada aminoácido em uma espécie especifico. 

(por 	exemplo, 	arroz) , 	urna 	seqüência 	de 	riu._ _ - '_ . 

15 naturalmente ocorrente codificando uma proteína de __ 

pode ser otimizada por cbdon para tal espécie de 

específica. Isso é efetuado pela substituição de códc;ro cio  

possam ter baixa incidência estatística no genoma especifico 

das espécies com os códons correspondentes, com relação a c, oo ominoácido, que é estatisticamente mais favorecid.._. 

Entretanto, 	oI_n Calo mais C:  -I o1.. 	1I_ :"i -o 	tocou  o _' i 	S .n 	no 

selecionados para excluir 	l .Louon: t:_ 

,ara 	criar 	F1 OVOS 	em 	junções 	potenci7 ornou I-- 	1 _..._. 

(extremidades 5' e 3' para adicionar o peptíde o 10. n i::,_:i aio; 

25 cassetes de terminação, locais internos que poderiam ser 

--gados para corte e dividir os segmentos juntos de modo o 

o_reduzir urna seqüência correta de comprimento t:tal;, 

lO 'oin: 	000 	r_ 
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afetar negativamente a estabilidade íe ou expresso do iuP.[Ï .. 

cedi fi .acão naturalmente c:c _rte Lt 	= r :e, - _'. 	:1:.: 

de qualquer modificação, center um número de códons que 

5 correspondem a um códon estatisticamente favorecido em uma 

espécie específica de planta. Portanto, a otimização de 

códon da seqüência de nucleotídee nativa pode compreender a. 

determinação de quais códons, dentro da seqüência de 

nucleotídeo nativa, não são es+- .t;. ti..,aïrenle favorecidas corn 

• In 

	

	relação a uma planta específica, e rnodificecio desses :ócions 

cm conformidade com uma tabela de utilização de cádon da 

planta específica de modo a produzir um derivativo otimizado 

e códon. Uma seqüência de nucleotideo modificada pode 

i-n --Cl cu parcialmente otimizada para a utilizacã._- :le c'J'-i:.l_-! 

I5 -ia planta, ressalvado que a proteína codific_a:iea pele-a 

seqüência de nucleotideo modificada seja E r il_is __i_i 	_ c 1.. 	1:1 

nível maior do que a proteína codificada pelo ire r celivr ru 

naturalmente ocorrente correspondente. A construção de genes 

	

ao alterar a utilização de có..a-, 	íF._,__ 	 r . 	i:, 

,0 	r 	ample, Pedlio tie P-_tente PCT 93/0727i. 

i_ _,c 	CSSCCILiiY1i 	1 - 	1 :-. c+ 	nucl 	i:ï1C 

:,,escritas; 	seus 	fragmentos, 	seqüências 	pissiveis 	ia 

..J.bridizacão com relação a isso, sequências 

5 

	

	_.so, seqüências ortólogas a isso, seqüências codificando os 

i.-.Cptïdios semelhantes com diferente utilização de códon, 

-,_=incias alteradas caracterizadas por mutações, tais como, 

, 	 -.14...,w f-.._ 	':_..c 	ir 	'._LI!  

7L1 
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nucleotídeos, 	sejam natura_rrrvrit.- 	rr c -,- = s: 	cci  

pelo homens, sejam aleatoriamente ou de modo objetio.d. 

	

As seqüências de 	_ -- - 

da 	presente 	invenção 	pock-r. 	,-- r- -1i 	.- -i - 	ccl inept í d_ 

5 previamente descaracterizados. 

Assim, 	a presence 	irive 

fornece um polipeptídio com uma seqüência do 

menos cerca 	de 	70 	8, 	pelo 	menos 	cerca de 	.- 	, 	r_. , 1 

cerca de 	80 	, 	pelo menos 	cerca 	cie- 	51 	, 

lii 72 	'c, pelo 	menos 	cerca 	de 	83 	, 	pelo 	men .: 	- 

pelo menos 	cerca 	de 	85 	--, 	pelo 	menos cerca 	de 	86 	, 	pelo 

Trenos cerca 	de 	87 	, 	pelo menos 	cerca de 	88 	, 	pelo 	menos 

cerca de 	89 	'', 	pelo menos 	cerca de 90 	8, pelo menos cerca d-- 

colo 	menos 	cerca 	de 	92 	, 	pelo 	menos cerca 	de 	93 

coIc r 	)os 	cerca 	de 	93 	-- , 	pelo 	menos cerca 	de 	94 	, 	pelo  

cones cerca 	de 	95 	-'., 	pelo 	menos 	cerca de 	96 	, 

cerca de 	97 	-., 	pelo menos 	cerca de 	98 	, pelo 	menc 	I._ 

- 	-1 	, ou 	mais, 	isto 	é, 	100 	homóloga a 	uma 	seqüência 

aminotcido selecionada a partir do grupo consistindo na 

S ' 1D 	N°: 177, 	11:1, 	113, 	114, 	117, 	118, 120, 	122, 	ler, 	18, 

151, 158, 	159, 	160, 	1 c _ 
1 	 .: , 	icE, 	11, 	H 	 'n, 	179, 102, 	186, 	187, 	1 

189, 193, 	195, 	196, 	202, 	203, 	207, 	210, 211, 	212, 	213, 	214, 

115, 216, 	217, 	218, 	1341 	ou 	1343. 

De 	acordo com 	uma 	ccc:.fiuuraçãc 

i 	_. _cto 	da 	presente 	invenção, 	o polipeptídio 	isolado 

:Jc- 	uma 	seqüência 	de 	aminoácido selecionada 	a partir 



122, 125, 118, 129, 132, 133, 1= 6, 139, 141, 146, 151, 11, 

159, 160, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 173, 17 	l' , 

186, 187, 188, 189, 193, 195, 196, 202, 203, 207, 21i 2-1, 

212, 213, 214, 215 2i, 217, 218, 	5 	1n 1, 1053-1098, 11 =i'_ 

5 	1315,1316,1341 ou 1341'. 

A p esen e 	irvencáo 	também 

abrange 	as 	ECI 	.; 	':.  

polipeptídios 	L'5_;.._ 	: __ 

polipeptídios e polipeptídios acima descritos a 	ma 

i 	tais como, exclusões, inserções ou substituiu, -s  

ais aminoácidos, sejam naturalmente ocorrentes ou indu i -<_ 

pelo homem, seja aleatoriamente ou de uma forma objetiva. 

	

Os 	polinucleotídios 	_- 

polipeptídios 	da 	r•L .; :.r--: 	 H .___- I .  

15 	expressão de planta. 

L'-LILi:.J 	rr r_:l_llli: 	 , 	:; ii._. 	. 

usado, abrange as plantas inteiras, progenitoras e progêr:1 

-_la plantas e partes da planta, incluindo semente_, i:rotos, 

;1. , mames in 	_, ail_- 	l.l 

	

lx_ _ i 	1-. .- , 	- célula cio _ risotas, 

e 	
, 

ri 	 r 	 morria "ri sur r" 	arbém, portanto, abran7'-= 

s culturas de suspensão, embriões, regiões meristernát__-., 

.ecido de calo, folhas, gametófitos, espor% fitos, põl >-:-i _ 

rr,icroesporos. As plantas que são especificamente út.- 

radas da invenção incluem todas as plantas que perro::-.=r:. 

25 	_s>> perfamília 	Viridá plantae, 	especificamente 	as 	planta. 

I _ 3i:± rrIIeiLiea 	e 	dicotiledônea 	que 	são 	de 	va 1 

-i,:_-1.uirldo uma forragem ou legume de forra, _=i -:i , 

lama ornamental, s=r._. irem da, mdmr  

J1 ! 



.elecionado a partir da 11S Th L. 	LLu. 	o  

compreendendo Acacia spp., Aker app-, 	ini~tili pp., 

Wesculus spp., Agathis aus1_ralis, Aibza OnLOrc,h s: ph 

r ricolor, 	Andropogon app., Arachis spp, 	Areca catect:u.., 

5 Astelia fragrans, Astragalus cicer, Baikiaea plurijuga, 

Betula spp., Brassica spp., Bruguiera gymnorrhiza, Burkea 

africana, Butea frondosa, fadaba farinosa, Calliaoou app, 

Camella sinensis, Canoa indica, Capsicum spp., Cassio. sup., 

Cent roema pubescens, Chaenomeles app., Ciou-amcmtunu cassia, 

o1r.} 	i :ffea arahica, 	Colophospermum mopane, 	HAroiliia °•.r. :-., 

-ootoneaster 	serotina, 	Crataegus 	spp., 	Cuc, u_urnis 	spp . , 

upressus spp., Cyathea dealbata, Cydoriia oblongs, 

='iyptomeria laponica, Cvmbopogon spp., Cynthea dealbat..:, 

Cydonia oblonga, Dalbergia monetaria, Davalilá _i l •.--ir -.:-~,-E:, 

IS DDesmodium app., Diicsonia squarcsa,  

amplectens, Dioclea spp, _.:lithos app., Doi _ _ 	u 	r. 	, _ , 

Echincchloa pyramidalis, Ehrartia spp., Eleu: 	:,.:.., 

Era grestis spp., Erythrina spp., Eucalyptus spp, Euclea 

. schimpen 	Eulalia 	villosa, 	k a:_; opyrurn 	app., 	Eelloaa 

• 2 	:ellowiana, 	Fragaria spp., 	Flemingia 	spp, 	Freycinetia 

i :' i, 	'Her _ 1-_i O'i i. 	thunbergi, 	Ginkgo 	bi loba, 	Glyc= .i_ 

oo.,__, 	uliriuifia spp, Gosa vpïLim hirsutu 1, 	Cre v1l i- 

pp., 	Guibourtia coleosperma, 	Hedysarum spp., 	H :.,,._:.:. 

i L i ssÍma, 	Heteropogon 	con 	tortus, 	Hordes  

25 Hvparrhenia rufa, Hypericum erectum, Hyperthelia dissoluta, 

incarnata, Iris spp., Jatropha curtas, Leptarrheno 

con iifolia, 	Lespediza 	spp., 	Lettuca 	app., 	Leucaeno 

__phala, Loudetia simplex, Lo: 'anus Ha_~ c. i, L,'nLl 	gip. , 



1 ''1ti_a 	:: i flare, 	Mafia 	Sp'., 	°7aí' :._.- 	 i 	'_.._L, 

ledicago 	sativa, 	Metasequoia 	cLcpcostroboides, 

sapientum, Nicotianum app., Onobtychis spp., Cri:.' 

app., Oryza app., Peltophorum african uni, Peniiiseturn spp . , 

Persea gratissima, Petunia spp., Phaseolus app., Phoeril._: 

canariensis, Phormium cookianum, Photinia app., Pica 

glauca, Pinus app., Pisum sativur:L, Podocarpu:_  

Pogonarthria flecki, Pogonarthr ia squarros a, Pop._.._ ._ 

Prosopis 	cineraria, 	Pseudotsuc- -: 	<< 	i - a: , 	í- i. 	- 

lii 	:stellatum, 	Pyrus 	communis, 	riu,= 	: . 

.11nbellata, 	Rhopalostylis sapi.-aa, 	l"'.1 u. s nataler s s, 	Riba 

grcssularia, Ribes spp., Robini_ pseudoacacia, Rosa app., 

Rub us app., Salix app., ..chlyzachyriumr. sanguineur::, 

Sciadopi_sa 	7 >_, r -.'_ 	1 =:ï- 	 , 	, . .:,._ i  

14 	Sequciadsl t .' 	:!r 	 : , 

Sporobolus fiinbriatus, Stiburus alopecuroides, S 

humilis, Tadehagi spp, Taxodium distichum, Themeda. '_. __L_:1_:t, 

Trifollum spp., Triticum app., Tsuga heterophylla, Vaccinium 

app., Vicia app., Titis vinifera, Watsonia pyramidata, 

o2 	Í', ntedeschia aethiopica, Zea mas, amaranto, alcachofra, 

=' -argo, 	brócolis, 	couve de Bruxelas, 	repolho, 	Cci1_ 

enoura, couve-flor, aipo, Couves, linho, couve gal:-:H, 

lentilha, colza oleaginosa, cquiabcc, cebola, batata, _.° 

soja, 	palha, 	beterraba, 	cai i..- 	- =i 	1 , 	otraaai, 	nai, 

25 	arbusto de abt:_:roro, árvores . 

1 a:- i , -. 	.'i _ L .._~":_ a.•-- 	pi  : ser usada.. 
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exCogeno da presente rover",—olo neutro da plume 0000 

efetuada ao transformar uma ou mais células da pl<;nr , COSLc> 

polinuclectídeo exógeno, seguido pela gerarão de urna planta 

madura a partir das células transformadas e cultivação da 

planta madura sob condições adequadas para expressar c 

polinucleotídeo exógeno teatro da planta madur_, 

ref,erivelmente, 

transformacão é efetuada pela introdução na célu_,n Jo 

uma 	construção 	de ácido 	i- ucléico 	caie 	_111-- 1'_Il 	= 

o10 colinucleotídeo exógeno da 	presente 	invenção 	o 	Ia 	im.ei.Is011. 

.o_omotor 	capaz 	de 	instruir a 	transcrição 	do 	polinucleotídec 

.. 	_ano 	na 	célula 	de planta. 	Js 	detalhes 	adicionais 	1,.;a 

loucas 	adepuadas ole tr,an:sformação são 	fornecidos abaixo. 

.`:.' 	aqui 	L r-- 	l 	 , 

15 o:= -tio 	"r:-L? 	t-_r" 	fo_r   =ã0 	do 	DNA 	ata 	-, __ 

cantante do 	local 	de 	iniciarão 	de 	transcrição 	de 	um 	a=:_o, 	=1._ 

a'_al 	a 	polimerase 	de RNA 	aglutina-se 	para 	it; 

-ranscrição 	do 	RNA. 	a promotor 	controla 	o 	local 	em 	que 

a- . ex. , 	qual 	porção 	de unia 	planta, 	qual 	órgão 	dentro 	de 	Uno  

dirão i ar. i mal, 	etc. ? 	e/ou 	quando (p. ex., 	qual 	etapa 	ou 	co 	r:., 

la 	:rm 	r ianisma) 	o gene 	._ 	expresso. 

Jualquer 	seqüência 	de 	pra1;ar_.:i 

o 	 u da 	pote 	 Ja x p=i 	auristrucão 	de 	tal_{_ 	,a_i 	_-1 _ 	ia 

o;resente 	invenção. 	Os 	seguintes 	tipos 	de 	promotores 	são 	os 

xemplos 	não 	limitantes de promotores 	usados 	para 	expressar 

_m 	excesso 	os 	genes selecionados: 	promotores 	gerais, 

romctres 	específicos de 	raiz, 	promotores 	específicos 	de 

cantas 	de 	raiz, 	7 r._, ..i _ - 	_ 	ma 	_ 	l ± 	 mo5  

tr L 



promotores 	induzido 	por 	estresse 	l 	_ - ; ,  

induzidos por estresse abiótico, promotores induzidos t:_-.: 

nitrogênio, promotores induzidos por amônia ou nitr-;` , 

promotores induzidos por fertilizante de fosfato, promotore. 

5 específicos de folha, promotores induzíveis, promotora.. 

constitutivos, promotores com duas ou mais =.Y,-:t-er :i_:-:_.._ 

acima descritas ou outros promotores -_-_.__._. 

A escL _-_ 	...  

base amplamente no fenótipo de interesse e é determinada 

is  is fatores, como tecido 	(p.ex., 	semente, 	fruto, 	r b ::_, 

__-len, tecido vascular, flor, carpelo, etc.), possibilida_ ,- 

de inducão (p.ex., em resposta a prejuízo, calor, fri 

seca, 	luz, 	patógenos, 	etc.), 	ocasião, 	etapa 	i. 

desenvolvimento 	e 	semelhante. 	Os 	flue: _ . .._ 	S S :- 

15 conhecidos foram caracterizados e podem f: 

utilizados para promover a expressão de um pol_ ,'1___:.: 

da 	inven.r:: _ 	-gin 	0155 	r;- _ t _, 	r : _ 	! si s 

interesse. 

ii 	s r ; ,: -_ 	ocre so , ecionar um promotor que mediará 

níveis desejáveis de expressão do trans:_i1  

evitar a nova alocação dos recursos energF-:S - ,. 	_.. e 

que podem afetar a produção final, resistência, massa, 

alojamento e incidência dos patógenos bises-es. 25: s 

25 deve ser visto de uma perspectiva econômirE. 

Os 	promotores .:; 

adequados incluem, por exemplo, promotor CaMV 35S (SEQ ILA 

o-. 	1...3-; 	leeel 	et 	ai, 	...i.r - 	--.-. 	IS- 	---, 	__- H 	r 
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Arabidopsis A3 5t 	IL' i] 	 PET N N'JGUÚ /1 4i ._ 

TT1C'5 (SEQ Ili N°: 1339, 	= . 	 : = 	r 

(Christensen et al 1 

actina de arroz (McElroy et a1, Plant Cell 2:163-171, 1990 

5 	pEMU (Last et al., Theor. Appl. Genet. 81:581-588, 1991) ; - 

Super MAS Sintético (Ni et al., The Plant Journal 7: 661-7, , 

1995}. Outros promotores constitutivos incluem aqueles nus 

Patentes 	Norte-Americanas 	N°s 	5.659.026.  

5. ' 	' 	. l ti `+ ; 	-- • F - () 4 . 1. 2 _ , 	E 	_ ° .' - 	J 	. . 	r . 	- .. 	- .. ,  

• 1D r 

[ ' 	 tal _J _ ._ . 	= .=~ -. C O 1. tr.E 

ii: 	~ ; )1. - 1'. S 	_, 	-- :;, 	511 Irn sem 	limitarão, 	promotor :-.- 

-pecíficos de folha, tais conforme descrito, por exempt, 

99 	 t - r Yamamoto et dl . , Plant J. 12: 255-265,   	 ~~ 	Kwon e t ~~ :. , 

L 	Slant Physiol. 105:357-67, 1994; Yamamoto et al, Plant 

_ . 	=iol. 35:773-778,  1994; Gotos at al, 

	

Orozco et al, Plant Mcl. Biol. 23:11. 	; 

1_utsuc>ia et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:9586-9-'G-- , ', 

':_993. Os especialmente preferidos são os promotores de raiz, 

• tais como, promotor ROOTP [SEQ ID N°: 1338; Região - 

do gene ATXTH19 (AT4G30290', 	1i l'uc~:~ 

_1 ,r_r i i rl.icosilase/ílicír-1_.ºse 19, descrito cio Vi 	J 	, 

-I al. Punt Cell Physi_ -.. 	- 05 Jan; 96(1: 1-_-511 . 

	

Ima varied .. _ 	A. 	í .. ou< 	- 

uene de planta e conhecias s para regular a expressão do gene 

- co resposta aos sinais ambientais, hormonais, químicos, da 

:eesenvolvimento e de uma forma ativa de tecia_. _o exemplos 

Es 	ors motores e 1 	r_ 	- 	- 	- :- 	 r 
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de napina, faseolina oi_i DC3 descrito na Patente Norte-

Americana N° 5.773.697), promotores específicos de fruto que 

são ativos durante o amadurecimento do fruto, tais como, 

promotor dru 1 (Patente Norte-Americana N° 5.783.393), ou 

promotor 2A11 (Patente Norte-Americana N° 4.913.674) e o 

promotor de policralacturonase de tomate (Bird et -a1 . (1988) 

Plant Mal. Blot. li: 651-69H, promotores específicos cia- 

raiz, tais como ARSK1, e aqueles revelados na Patente Norte-

Americana N°s 5.618.988. 5.837.848 e 5.905. 186, p-:ro:[Lot _ ce 

	

IH 	os.pecíficos de epiderme, incluindo CUT1 (Kunst et al . (1 _,' 9 

=:inchem. Soc. Tians. 28: 651-654), promotores ativos por 

E1)1en, tais como, PTA29, PTA26 e PTA 13 (Patente Norte- 

.liericana N° 5.792.929), promotores ativos no tecido 

	

-a ctialar 	Rin li e Keller ! 1998) Plant Moi. ,Sol. 37:  9 	-

1, 	961H, específico de flor (Kaiser et ai. (1995) Plant Mc' . 

Bid 	231-243) , pole1-: 	( Be•±Lo-_'ll 	t a1 	19]i 	) l:ar_c 1H1 

Bocal. 1c6: 1947-1959) , csroetomo 	t si . 	91' 	1 1co 	Hot 

837-818), pólen e óvulos (Baerson e- a1. (1993) Plan{. 

^_al. Biol. 22: 255-267), promotores induzïveis por auxina 

	

2H 	fitais como aqueles descritas em van der Kop et al. (1999) 

p 	r 

 

(HI. 	L ' - 1. 	39: 	_, 	: 	9.... ___r. 	_ t 	ai. 	(1 991 	 :._: i. 

-, 	 - 	 - 1 	por 

' Guevara-Garcia 	(1998) 	Piam Nil. 	i : - 

i•romotores responsivos a gibere t ir.= 	= 	- _ = 	l 

cl. . Biol . 38: 1053-1060, (illmott et ai. (1998) Plant Mai. 

817-825) e semelhantes. Os promotores adicionais 

_es que induzem a expressão em resposta ao calor 

ïinley et _. 1 . 	. 1993) Plant Moi. Bia . 22: 1 3-2 3) , light 



(p.ex., 	o 	promotor 	de 	ervilha 	rx_ 	-tr, 	_ - _+ 
Kuhlemeier et al. (1989) Plant Cell 1: 471-478, e o o1 _;lr_:t_.r 

de milho rbcS, descrito em Schaffier e Sheen (199 

Cell 3: 997-1012) prejuízo (p.ex., wunl, descrito en, 

	

5 	Siebertz et ai. 	1989) Plant Cell 1: 961-968) , patógeri =,: 

(tais como, o promotor PR-1 descrito em Buchel et al. (19 8.1 

Plant Mrcl. Biol. 40: 387-394, e c promotor PDFl.2 desc..: 

em Mariners et ci. 	1998) Plant Mci. Biol, 38: 1071-1081 , 

químicos, tais :.err._;, merit  

	

lip 	Gzatz (1997) Annu. Rev. Plant F 	t1: : 	1_1. 

--108). Além disso, a ocasião da expressão pode se= 

controlada ao utilizar os promotores, tais como, aque1.:.-o 

atuando em senescência (Gan e Amasino (1995) Science 27u: 

1986-1984 ) ; ,u desenvolvimento tareia. . 	_  

	

I5 	ai. (1994) Plant Physiol. l ...I: 447-4 .. 

	

--_.t r)s 	exer;p1 .c- 	do 	 I  I 	-- 

são um promotor SUC2 )Truerrit e Sauer, Plato:. 

196:564-70), e um promotor induzível por estresse, tal COn, 

RD29A (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki K. Plant Cell 1;1994 o 1~(i 6:251-264), promotores do banco de dados PlantPrcn, 

t, h ehn ur d,:A .r et ai. Nucleic Acids Res. 	(2003) 31:114-7) , _ 

promotor c arroz Cata Iwamoto et al. Plant Physiol 

Siochem. (2004) 42:241-9), es promotores espe= `y ;•.- _ .. iI-i - :__ 

e promotores de cevada iriduzíveis por deficolo..la cie fos.iIco 

's da família do gene transportador de fosfato (HvPht1;1 _. 

= 	1;2) (Schunmann et al. (20041 55:855-65), promotores  

_:_: ficos de tecido e constitutivos ilustrados na patente 
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WO 2000/15662, na patente Nu:  WC' 2004/013160, tia patente N°: 

US 2005/010974, na patente 1,,1 	J 21005/C135770 	omLente 

N°  : 	T_ 5 2001/0047525,        	 na i. r,,  ,. r'm t- ., I i 	05 	54:47044, 	_ ..a. p -1 e r .  

Nu :  515 6018099, etc. 

Iï;_ í_T11: Ft 	o 	- _. 	i.._ 	r  1 .. - 

da presente invenção preferivelmente ainda inclui uri 

marcador selecionável apropriado e/ou uma origem de 

replicado. Preferivelmente, a construção de ácido nucléicc 

utilizada e um vetor transporte, -. qual pode propar_,-,- 	. 

• :11 (caracterizada pelo fato de que a construção caniL. 

:r marcador selecionável apropriado e origem de replicact 

e ser compatível com a propagação nas células. A construc--, :- 

de acordo com a presente invencáo pode ser, por exemplo, UI' 

plasmídio, a bacmídio, um fagemídio.=:, on = 	ii _., mr r 

lí 	um vírus ou um cromossomo artificial. 

modo estável ou transitório as células de planta. Na: 

__:=. - , rmação estável, o polinucleotídeo exógeno da preserm n_ 

7(1 	:. -..  .-..:. 	é 	integrado no genoma da planta 	e, 	carat: 	t =, I , 

L -.;:relenta um trato estável e herdado. Na transformaçã 

r;nsit©ria, o polinucleotídeo exógeno é expresso pel,a 

célula transformada, porém não integrada no -1 - _;I7;á e, corno 

_al, representa um traço transitório.. 

Existem diversos métodos pai-. 

..;_- -;zir genes estranhos nas plantas monodicotiledc>ne'; 

i 	edônea (Potrykus, I., Annu, Rev. Plant. Physicl., 

Plant. NoS. Pool. 1O=J1I 	 '. iii_ 	 -i_1I'.L 	 at, 74anuro  



(1989) 338:274276) .  

LIs 	Irei.odc 	de po inc,✓  pios para 

provocar a integração estável do DNA exógeno no 	11<'_ 	r,'._ <<<_ _> 

de planta incluem duas abordagens principais: 

(i) Transferência de gene mediada por Agrob:acte john.: K1:-r- 

et al. (1987) Annu. Rev. Plant Physiol. 38:467-986; hiee a 

Rogers in 'Tall  	 Tll -i'O0!S r  

Vol. 	6, 	1,1., 1_..cI.I Lo_ 	E._J Iu.._j - 	._. Z 	z 	-'_lÌ 	J : l.1i 	Vi- 	, 	air . ,r 

Schell, J., e Vasil, L. K., Academic Publishers, San Diego_;, 

10 	Calif. (1989) p. 2-25; Gateriby, in Plant Biotechnology, edo_. . 

Jung, S. e Arntzen, C. 7. , Butter'onr- th Publishers, S'_ ,t: -., 

1989) p. 93-111. 

~ ii i Captação direta de [TIA: 	P 5zr.';wsr i et 	ai, 	iij Ce] 

Culture e Somatic Cell C er:e .i s ai [lauto, Vol. 6, Mot_ c u.1 ar: 

15 	Biology of Plant Nuclear Cenas e-,is. Schell, J., e Vasil, L. 

Calif. (1989) 	52-:T; f~. , Academic Publishers, San Diego, P.  

incluindo métodos para captarão direta do DNA =.. 

protoplastos, 	TToriyama, 	K. 	et 	1 ' 88) 	}Bio/Techu lco . 

6:1072-1074. Captação do DNA inoiicooia pelo breve choque 

S'fl elétrico das células de planta: Zhang et al. Plant Cell Rep. 

1988: 7:T79-384. Bromm et ai. Notara 19i:6 , ll9:°91-793. 

Ioecão de DNA nas células on cl 0LOO'1 Url Inc 

bombardeio de partícula, Klein et al Bio/Technology (1981 

6:559-563; McCabe et al 	Bio/Techraology (19 IJ 6:925-91 

25 	= riford, Physiol. Plant. (1990) 79:206-209; pelo uso d'. 

sistemas de micro-pipeta: Neuhaus et al, Theor. Appl. Genet. 

1987) 75:30-36; Neuhaus e Spangenberg, Physiol. Plant. 

I - 1 : tI _ 	o 

'l 
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cristal capital de carboneto de silicia das culturas 0- 

célula, embrdteoou Lecil,  de cal., Eoco:c 11 

No 5.40.'o:d CLI peis j,flhUj ,: j _0: S. T:. 

germinaçã, LoWet et al. in Experimental Manipulation 

5 Ovule TiooLe, eds. Chapman, G. P. e Mantell, S. H. 

Daniels, N. Longman, London, )1985) p. 197-209; e usas, 

Proc. Natl. Acad. Sci. liSA (1986) 83:715-719. 

0 sistema Agrobacterium lflClJL 

o uso de vetores de plasmídio que contêm se1::Ho: 	J• 	o 

ir 	ia DNA que integram no DNA genõmico da planam. ia ri 

looculação do tecido da planta variam dependendo dao 

espécies de planta e do sistema de administração de 

Agrobacterium. Uma abordagem amplamente usada é o 

procedimento de disco de folha que pode ser rea. 	e 

15 qualquer explante de tecido que fornece unia boa : 

iniciação de toda a diferenciação da vir. 	:o 

in Plant Molecular Biology Manual 	Li.*. 

Publishers, Dordrecht (1988) p. 1-9. Uma abordagem 

complementar utiliza o sistema de administração de 

20 Agrobacterium em combinação com a infiltração a vácuo. LI' 

013 t OtIiUO Au 000130 0 ri riu I cot: o ia! :1.oI:L  

ol.00l.00 .i.lee::tJ:Jlorio 	oiro 

Existem diversos met.I.:ios da 

to anote rinri :3 

 

direta .io LIlA nas células de plante. No 

2, 	rietroporação, os protoplastos são brevemente expostos a ui-- 

0,11.1:0 	elétrico. 	Na 	micro-injeção, 	o 	DNA 	e 

::i-j=r:.1H'-o:e injetado diretamente nas células usando micro-

pipetas muito pequenas. No bombardeio de micro-par ticulas, o: 
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LUA é :is.:riic; em mie 	, asia. sir / is: :TLaS s 

selfato de magnésio ou partículas te tungstênlc, e os micr - 

r:5.flatilS Si,  fiaicamaiAs a.:-.íeaa:Ls rar :'-iluLra ;i] tai 

Si t .5 

Após a transformação es: 	a 

ropagacão de planta é exercida. O método mais comum da 

cropagação de planta é pela semente. A re:jeneraçãO pele 

aropagação de semente, entretanto, passei a deficiência que 

devido à heterozigosidade, existe uma falta de uniformida.:ie 

Lu isa safra, considerando que as sementes são produzidas pelas 

plantas de acordo com as variâncias genéticas regidas 

regras Mendelian. Basicamente, cada semente é genetica!1:rlt-t 

diferente e cada crescerá com seus próprios traços 

específicos. Portanto, é preferido que a planta transformada 

,,seja produzida de modo que a planta regenerada possua 

traços idênticos e características da planta transgênhls 

precursora. Portanto, é preferido que a planta transformada 

seja regenerada pela micro-propagacão que for:r 	u:a 

reprodução rápida e consistente das plantas trar1sfcusjT. 

21 	 A 	Micro-propagação 	é 

processe,  para crescer novas plantas de geração a partir d 

a peça de tecido que foi cortada de uma piaiaL: 

E selecionada ou cultivar. Esse processo permita --

, --produção  em massa das plantas com o tecido preferida 

arrpressandc a proteína de fusão. As novas plantas de geracãr 

sic são produzidas são geneticamente idênticas a, e possues 

a'das as características de, a planta original. A micr 

irsc.-qacac' permite 
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de qualidade e em um curto período de tempo e cfaa:e 'was 

rápida 	mui tiplicaçã - 	215  

preservaçao das cara: 	: asas::: 	o 	lsa 	'ri: 

transgênica original. Ts vantagens da clonagem de plantas 

5 	são a velocidade de mui cipi icação ala 	wirts a a aias li :ia::e o 

uniformidade das plantas produzidas. 

	

A 	iriic.r a -p.r spa qa cão 	a 	SilL 

procedimento multi-etapa que exige a alteração das condiçõas 

de crescimento ou meio de cultura entre as etapa.. 

• 

Ir 	forma, o processo de micro-pr opeaasãcì eriv:lva quc: o 	a 

básicas: Etapa um, cultura do tecido inicial; etapa do::-, 

multiplicação 	da 	cultura 	da 	:ecid: ; 	etapa 	três, 

diferenciação e formacão de pla. 	e etapa quatro, cultura 

e endurecimento em estufa. Durante a etapa um, CII 

IS tecido inicial, a cultura de tecido é estabe1:::: 

certificada corno livre de contaminant:. P ranne a eta: a 

dois, a cultura de tecido inicial e multiplicada até 

número suficiente de amostras do tecido ser produzido para 

:s2e1:Is: as metas de product:. Thrarite a etapa três, as 

• 2r :icL':w::aa ia tecido cultivadas na etapa dois são divididas e 

cultivadas em plantinhas individuais. Na etapa  

plantinhas transformadas são transferidas a uma estufa 

endurecimento, em que a tolerância das plantas a i's: o 

gradualmente aumentada, demoda :aie pc.de ser 	a is 

25 ambiente natural. 

Pr e far ivel:iLente, 	as 	plantas 

transformadas maduras geradas conforme acima descrito sã: 

ainda selecionadas pars - ::aca  



4/164 

melhorado, tolerância ao estresse etc.) . Os exemplos de tais 

ensaios de triagem sã  

Exemplos que segue. L  

transgênicas podem passar por triagem para valor nu 	... 

	

5 	melhorado (p.ex., i- eor melhorado de óleo, aminoáci :.._ 

proteína, bem como teor de N per se) sob condições normais 

ou de estresse conforme será ainda descrito abaixo. 

Alternativamente ou adicionalmente, as plantas transformadas 

e 	não transformadas 	(tipo selvagem) 	são e :. _ :- {;;:  

	

o lis 	condição de estresse abiótico, tal como, depr:=: -  

-_-emperatura 	sub-ideal, 	deficiência 	de 	nutrient_- 	U 

preferivelmente uma coiuiicão de estresse de sal. ? 	- 

de sal pode ser efetuado de diversos modos, tais c-irr, .: 

exemplo, ao irrigar as plantas com uma  

1s hiperosmótica, ao cultivar as plantas de forma hidropónic,a 

ens uma solução de crescimento hips - mór ica p.ex., 	lu_,._ 

:inagland) , 	ou ao cultivar as plantas eira um meio is 

rescimento hiperosmótico (p.ex., meio MS) 	Considerando p_; 

diferentes plantas variam consideravelmente n. 

1.erãncia à salinidade, a concentração de sal na água de. 

irrigação, solução de crescimento ou meio de crescimento r 

creferivelmente ajustada de acordo com as característica. 

específicas do cultivar ou variedade espppe- e f i -'-_. aias 	iarta, 

e 	modo a infligir um efeito suave ou 	a 	1_ , = -_. 

25 fisiologia e/ou morfologia das plantas para rretri.s c:__: 

_a- ação 	à 	concentração 	apropriada, 	vide, 	Berns:ri 	e 

Efa:kafi, Raiz Growth Under Salinity Stress. n: Plant Roots, 

The Hid -t-1 	Er .l 	r1 	-:. 	- = 	ELO-1 	11 o r: 	.._..i 
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(editors) Marcel Dekker Inc., New 'lark, 2UÚ2, e 

lá contidas) . Após a e p: i c' _ s caiJcé 	À-  

plantas 	são 	freqüente La:1 ,-- 	'_-- 	 1:_,  

substanciais fisiológicos e/ou morfológicos em plantas dc 

5 tipo selvagem. Subseqüentemente, as plantas transformasc 

que não exibem os efeitos substanciais fisiológicos eí-_1 

morfológicos, ou que exibem biomassa maior do que 

do tipo selvagem, 	..: 	ri fficr::Iss como  r l r- 	-. r. i 

ao estresse abiótic_• 

H) • 
atualmente 	preferida, 	a 	transformação 	transitória 	das. 

Aulas de 	folha, células 	meristemáticas 	a. 	-: 	i. -: 	 _ ... 
=m 	<< 	é considerada pela presente invencãI:. 

r_: 	ser rfoi.a F_,;_;r 	 rodos 	de 	transfer -ri __ =. 
.'reta do 	DNA acima 	descritos 	ou?  

--'-- 	--•- .. 	 .. 	i,-  .._ 	L.. 	.'.i.. 	•._ 	planta. 

;r 	vírus 	gsa 	L 	ram 	 r t 	J 

C. a 	de 	hospedeiros 	de 	planta 

incluem CaMV, TMV e 3V. A transformação de plantas usando or; 

¡: l anta ó descrita ria Patente Norte-Americana 

GV 	EP-A 67.553 (TMV) , Pedido Publicado Jape. _ _ 

Ii° 	63-14693 	(TMV) , EPA 194.809 (BV' , 	-' 

c;luzman, Y. et ai., Communications is _ _ 	- _ _ - r_ - _ - 	- - 

Viral Vectors, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, pp. 

As partículas pseudo-virais para u:-_ 

_- 	:: 	I HA 	estrangeiro 	eiri 	muitos 	lics 	- -.iria a, 



presente 	invenção e 	avir ii 	_ito 	e, 	assim, itCTO 	de 

provocar 	diversos sintomas, tai 	como, 	tsxn i 	i :- 	vi 	ia  

_:rescimento, 	mosaico, marcas de 	anel, 	rolo de 	folha, 

amarelado, 	listas, formação de pústula, 	formação de tumor e 

formarão de 	sulcos. Um vírus avirulento adequado pode ser um. 

'ï 5 ík; 	O', ; I ulehii c ri' 	ill 	eln:evre iILiCíitO 'i[Ï  

efetuada ao usar os métodos bem conheci; 

• I' 	incluindo, 	porém 	sem 	limitação, 	aquecim._:. _ - 	-. 	_ _ ï , 

Tratamento químico ou por técnicas de nlutagênese 

direcionada, tais `.informe descrito, por exemplo, or 

Kurihara e Watanabe (Molecular Plant Pathology 4:259-2 

2Gí]3) , Gal-on et ai. 	(19921 , Atr 	~ I_ 

15 	al.. 	i1994) . 

cti .e 7 ._-  

podem ser obtidas das fontes disponíveis, 	?_ 

exemplo, a Compilação de Cultura de Tipo Norte-Arnericar 

pelo isolamento das plantas infectadas. 

• u 

	

	i - 	l_s vírus dos tecidos infectados de planta pod, 

ser efetuado por técnicas bem conhecidas na técnica, t_..:= 

conforme descrito, por exemplo, por Foster e Tatlor, Ec.t:_. 

"Plant Virology Protocols: From Virus Isolavi  

Transgenic Resistance (Methods in Molecular Biologi. 	-iï= 

í 

	

	Pr}, Vol 81) 'i Humana Press, 1998. Brevemente, os tecidos _. 

uma planta infectada acreditados como contendo uma alt:. 

__..r.centração de um vírus adequado, preferivelmente folhas 

jovens e pétalas de flor, sir- siriiI 	-1',,  
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tampão ip.ex., solução tampão de fosfato) para produzir uma 

seiva infectada por vírus que pode ser utiii" -ía em 

inoculações subseqüentes. 

A construção dos virus cia RNA 

5 	da planta para a introdução e expressão das 	:a i' 

polinucleotídios exógenas não virais nas plantas é 

demonstrada pelas referências acima, bem como, por Dawson, 

W. 0. et al, Virology (1989) 172:285-292; Takamatsu 
et ai. 

EMBO J. (1987) 6.397-311; French et al Science 119 `,- 

'1.129 	 PH7D _ Lttcsc 	109r' 
lo _.~ 	 — 1 	ï 	— 	l 	 ll. 	 1 	 ct 

69:73- 

DNA, as modificações adequadas podem ser feitas ao próprio 

vírus. Alternativamente, o vírus pode ser primeiro clonaci-o 

15 em um plasmídio bacteriano para facilidade de construir -" 

vetor viral desejado com o DNA estranho. 0 vírus pode erir °; 

ser cortado do plasmídio. Se o vírus for um vírus de DNA, 

uma origem bacteriana de replicarão pode ser ligara oa. DNA  

viral, que é então replicado pela bactéria. A tx505:=ri ,-t ' e 

20 a tradução desse DNA produzirão a proteína de revestirnent 

que encapsulará o DNA viral. 5e o vírus for um vírus de 
RNA., 

vírus é geralmente clonado como um cDNA e inserido em um 

-,smídicr. D plasmídio é então usado para realizar iodas as 

0 vírus de RNA é então produzido pela 

2; 	r,: 	._.r, da sequência viral do plasmidio 

yes virais para produzir _ .- 1 p 	a _ '_-I 
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da planta para a introdução e expressão nas plantas nas 

seqüências de polinucleotídio exc) .: -. - _. _~ .  

aquelas incluídas na construção_: 	-._  

demonstrada pelas referências aci na, berg como  naa 	ten -_e 

S 	Norte-Americana N° 5.316.931. 

LIIL 	.una 	cant u,ára~V,i_., 	ial1 

polinucleotídio viral de planta é fornecido, em uue a 

seqüência de codificação da proteína de revestimento natios 

foi 	excluída a partir de um _ 	1U2liLi _ 	-, =_,-, 	soa 

lu 	seqüência de codificação de Pr--  201 	IL r .— - _ _ - •.,..,,, _ 	-:,1 

da planta não-nativa e um promotor não nativo, 

preferivelmente o promotor sub-genómico da seqüência de 

codificarão de proteína de revestimento nãos-nativa, capaz de 

expressão no hospedeiro de planta, empacotamento i.- 

I5 polinucleotídio recombinante viral de planta, e garantir a-.a 

uma infecção sistêmica d::, hospedeiro pelo 	 1~. - 

recombinante 	viral 	de 	planta, 	f:=-  

Alternativamente, a gene de proteína de revestimento pode 

ser 	e -:i r id._: par inserção da seqüência de polinucleotídeo  

li) 	L'_:  rastiva ci i t: r : da mesma, de modo que uma proteína seja 

produzida. o polinucleotídio recombinante viral de planta 

pode conter um ou mais promotores adicionais sub-genómicos 

não-nativos. Cada promotor sub-gene}mico não-nativo é capaz 

de transcrever ou expressar os genes ou seqüências de 

25 oolinucleotídio adjacentes no hospedeiro de planta e incapaz 

_,a 	-e,~,:v r --_ .5`t- 	entre si e com promotores sub-genómic, _ 

nativas. As seqüências de polinucleotídio não-nativaz 

as trarIfiasI podem ser insarisar an j cantes •_ 	i_ _rL_ 1.12 sLit?- 
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genómico viral de planta nativa ou os promotores sui_-- 

genômicos virais de planta não-nativas e nativas, se mi:- -i'=- 

	

uma seqüência de polinucleotídeo for incluída. As sequ 	s 

de polinucleotídio não nativos são transcritas ou all__~.-_-{- 

5 na planta hospedeira sob control  

para produzir os produtos desejaci..:-. 

Em uma  

um polinucleotídio recombinante viral de planta é fornecido 

conforme na primeira configurarão, exceto que a seqüência. 

O 	_lificação da proteína de revestimento nativa é coiocSc1,.-: 

i-jacente a um dos promotores sub-genârriico de 	-- 

revestimento não nativos, ao invés de uma s .- 	ì: 

codificação de proteína de revestimento não-native. 

Em uma terceira coa 	= :: - ,:;, 

15 um polinucleotídio recombinante viral de planta é fornecia-, 

em que o gene de proteína de re 

ao seu promotor sub-gendmico e r. 

sub-genômicos não-nativos foram inseridos no polirn: 	-i- 

trai. os promotores sub-genãmicos não-nativos sã- • 

 , is transcrever ou expressar os genes adjacentes em u~ 

hospedeiro de planta e são capazes de recombinação entre s 

n os promotores sub-gen©micos nativos. As seqüências d- 

	

podem ser inseridas ad 	:.e_. 
-:;-iinucleotídio não nativas 	 ' ~ ac  

_s 	a r omotores sub-genâmicos virais de planta não na i . as, 

lo que as seqüências são transcritas ou exp _ no 

manta hospedeira sob controla .a.s n in t -r = `;'_l 	-._ .:'-l'-o` 

oars 	 :iu.s.ir o produto dssoj ad . 
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polinucleotídio recombinante vir iL_ Ce planta e forr1eO ï. i  

conforme na terceira configuração, exceta: que a seqüência 

codificação de proteína de teve incute nativa é substitu e -; 

por uma seqüência de cedi fig ,.cão de proteína de rev  

5 não-nativa. 

Os 	vetores 	vi~ais 	Sei- 

encapsulados pelas proteínas de revestimento codificadas. 

pelo polinucleotídio recombinante viral de planta para 

produzir um vírus de planta recombinante. O polinucl. 	li: 

•
in 

	

	,-: 	„ti ~,-i: .fi=- viral de planta ou vírus de planta recorrL L 	- 

tifectar as plantas hospedeiras apt ¡ . 

polinucleotídio recombinante viral de planta _  

replicarão no hospedeiro, difusão sistêmica no hospedeiro, 

transcrição 	ou 	expressão 	do(s) 	,xene l s 	estranr o (s 

Ir, 	(polinucleotídeo cxiee o 	o 	0: ioie _. ri -so r o e 000(15r 

proteína desej ac-o,_t . 

As técnicas para ins ulaÇào +.:_:_= 

virile nas plantas podem ser encontradas em Foster e Ta - ,I-r, 

i 

	

	Protocols: From Virus Isolati,T0 ti 

r.,- i _,r seio Methods in Molecular Biology (Humane 

Pr), Vol 81)", Humana Press, 
1998; Maramorosh e Koprowski, 

,. 	"Metlndr in Viroloq",r " 7 vole Academic Press, New Yarn_ 

1P87-19i4; Hill, S.A. "Methods in Plant Virology", 

p,'-. ei_;, 	J 	Oxford, 	1984; 	alkey, 	D.O.A. 	"Applied 	Plant 

,; 	, Wiley, New York, 1985; e Kado e Ag =, 

ï_ rinciples and Tech, i , _ _ ._ 	 , 	- .. iH- 
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polinucleotidio da presente invenção Lambem pode 

introduzido em um genoma -3e _ 1 - roplaste, assim eu- 

expressão do cloroplast,-- 

Umma tëcnica pare -Lii oudu _li as 

seqüências de polinucleotídio exógeno ao genoma dos 

cloroplastos é conhecida. Essa técnica envolve os seguinte. 

procedimentos. Primeir=o., as células de planta sã:_ 

quimicamente tratadas, de modo a reduzir o número d- 

cloroplastos por célula para cerca _.- 	- 	- 

tin 	polinuclectídeo 	exógeno 	é 	introduzido 	-_.Pu P:. 	i ,. L.-. 	:-I.-_, 

nnartícula das células com o objetivo de introduzir p--' 

menos unia molécula de polinucleotideo exógeno e 

cloroplastos. Os polinucleotídeos• exógenos selecionados, o 

modo que são passíveis de integração rio genoma d, 

5 cloroplasto via recombinação homóloga que é prontamente 

efetuada pelas enzimas inerentes ao cloropIa.EI= 	- 

finalidade, o polinucleotídeo exógeno in:-:-;_, 

gene de interesse, pelo menos um estirament: 1 

polinucleotídio que é derivado a partir do cgenC':, 

G _10 oaropiastO. Além disso, o polinucleotideo exógeno inclui j_:in. 

u,n.rcador 	selecionável, 	que 	atua 	por 	procediment,- 

~n.enciais 	de 	selec o 	para 	apurar 	que 	todas 	-. 

,'- :Lancialmente todas as cópias dos genomrmeu 

;_;os tal seleção incluirão o palinucleot i  

2s Puraihes adicionais relacionados a essa técnica a. 

-
;—eriguados nas Patentes Norte-Americanas N°s 4.945.050; 

E.693.507 que são incorporadas no presente por referênci5. 

P,-. ccioeptidiO pole assim ser 	 =. i 



expressão da prr tema do cloroplocLT 	 ocO 

na membrana interna do clog: 1=,_ ._ 

presente invenção 	(p . e", . , IENE e tolerância ao estresse 

5 abiótico) nas plantas podem envolver múltiplos genes atuando 

de modo aditivo ou em sit ercpia (vide, por exemplo, em Quesda 

et a-., Plant Physicl. 30:951-063, 2002), a present: 

invenção também considera a expressão de uma pluralidade d 

polinucleotideos exógenos em uma única e.'- -Lu _ _.  

cias polinucleotideos exógenos em uma única planta hospedeiro 

e, -ide 	ser 	efetuada 	pela 	co-introdução 	de 	múltipi =1. 

_,nstruções de ácido nucléic , 	c:ada uma incluindo 

.ïiferente polinucleotideo exóger. 

:anta. 	célula transformada pc. 	r i: 

.n , clan  = madura usardc: çs matados acima descritc 

.P1ternativamente, a 

G IO .- uric.; pluralidade dos polinucleotídeos exógenos em um:-:. 

:nica planta hospedeira pode ser efetuada pela co-iritrodu.uc- 

m uma única célula de planta uma única construção de ácacri  

ccléicc, 	incluindo 	uma 	pluralidade 	:_í  

polinucleotídeos exógenos. Tal coastr'mc .._ podc_ 	_ r- 	 _a :i 

2S coin uma única seqüência de promotor que pode transcrever uni.- 

mensagem policistrõnica, incluindo todas as diferei:tan 

segãêrcias de polinucleotidio exógee-  . Para permitir a cc.- 

rraducãc 	do 	diferentes 	pe,1ipeor_dr :..- 	coc1-L _..=, í- 	pela 



rei. 	err. 	A ei sai 	ica, 	as seqúCricias de peliiu..c: 	Lii 

nadem ser interligadas via uma seq lnea ria L.cr.11 	acracia 

Ia ribossorrio interno (IRES) que 	julia 	LriLI1Uaa1 rias 

seqüências de polinucleotídio posicionadas a jusante da 

sequência IRES. Nesse caso, uma molécula de RNA 

calicistrônica 	transcrita 	codificando 	os 	diferentes 

polipeptidios acima clesiSil ii::5S 	5F tranezida da extremideri 

5' nivelada e duas seqdências internas IRES da molécula Ca 

RNA policistrônica, para assim í a 	a cl 	nrc is 

• ia 	iiferentes polipeptídios. 	Alta .aaJ;enLertir, 	a 

cede incluir diversas seqüências de promotores, çada uma 

ligada a uma diferente seqüência de pulinucleotilar 	Lgerlc 

A célula de planta transformaria 

com a construção, incluindo uma pluralidade de diferenras. 

U polinucleotídeos exógenos, pode ser reqerierrrla 

madura, usando os métodos acierL rasriLi5. 

de uma pluralidade dos polinucleotideos exógenos em urna 

crica planta hospedeira pode ser efetuada pela introdução de 

S r Jiferentes construções de ácido nucléico, incluinde 

diferentes polinucleotideos exógenos, em uma pluralidade de 

plantas. As plantas transformadas regeneradas podem ser 

então criadas de forma cruzada e prorec: 	H 

selecionado para trações superiores, 	.r: 5l.i 

2 Lalerância ao estresse abiótico e/ou biomassa, uanio as 

Licelcas Cc cri acre Ce Llain is convencionais. 

Conforme acima sLericsocauL, 5± 

nJr:.sr 	raa.s uínlesS 	:la 	rer*:La 	inicIa cinee 	.ZL : 



para melhorar em grande quantidade dos traços coffiercialluerl 

desejados que são todos  

discutido. 

termo "traço" refere-se a uma característica ou qualià.ai,= ï~ 

uma planta que pode de modo geral (seja direta ou 

indiretamente) melhorar o valor comercial da plant,-:. 

Conforme aqui utilira,_c, 

termo "melhorando" ou "aumentando" refere-se a melhorar 

1iá 	_:Ventar o traço da planta transgênica da presente rti. rl. 

our pelo menos cerca de mais 2 , mais 5 , mais l 

20 	., mais 30 , mis 40 , mais 50 , mais 00 	n ai 

mais 00 	90 	ou mais do que a plant.- ,-cão tr rnsq ni =. 

(p. ex. , imitação transfectooda ousimples) . 

15 	 Os ecuinLeS ci 

ilustrativos dos traços que pC Ic 	01 Oct .J 	:IO li' IC 

polinucleotídeos ou polipept di  	eco r 	_.. . 

Eficiência 	do 	o:: 

Embora o seguinte será melhor 

i t 

	

	 Eficiência  de, risa de Nitrogênio (N) (NUE) , dev 

ser entendido que a presente invenção considera 

aumento/melhoria da eficiência geral do uso de fertilizante= 

de todos os minerais e metades orgânica 	-,= 	r 	! , .. 	- , 

tais como fosfatos 	(PUE) 	e por =: 	_- 	1',:?_ E 	colt 	1 	r_ 

?i 	tr risuúr,icas da presente inivençãc 

l pela planta afetada, entre outros, pel._: 

eficiência de captacã,o i:. I1 e of i c_ _;; ire ia li ---1 .:a A 	 _ï 	N. 



A proporção da quantidade de captação d N 	! c <I 

teor de N, kg N) sobre a quantidade do N forr ecid ,' 	._ 

(kg N» é uma eficiência de captacão (kg N kg Nji ,  

a produção de grão (kg grain) para proporção da captação _ï_ 

5 	N (kg N) é a eficiência de utilizacão do N (NUE, kg grão k,_1 -  

N . Vide Moll 1982 Análise e interpretação dos fatores que 

contribuem para a eficiência da utilizarão de nitrogênio. 

Argon. C. -1 1:562-564. NUE também é efetuado pelas perdas de 

N através da volatilização de amônia, :i_.t:if1uui:i.&i- 

• Iii 	_tenitrificação, 	lixívia 	e 	cio: LrrLarite 	qu 	i;r _'i n 	a 

--.sponibilidade do N na planta. 

C 

realizaram que os genes que alteram a arquitetura da raiz 

podem ser usados para melhorar o NUE. A base racion i  

15 	posicionar uma fracão superior das raízes nas canine Lo. . ,._: 

profundas do solo em que o fertil::uiLe 	.. _. - -. . .. 	. L  

aumenta a cobertura do solo em qu:-  

concentrado. Essa estratégia j6 foi comprovada de forma bem-

com a deficiência de Fósforo na soja (Miller, CR, I 

2L 

	

	 EL Nielsen, D Beck, .7P Lynch. 20C;_ . Genetic variation 

for adventitious rooting in response to low phosphorus 

availability: potential utility for phosphorus acquisiti r, 

from stratified soils. Functional Plant Biolog'  

e milho (Zhu, J, JP Lynch. 2004. The contributi._ n 	1 	- 

25 rooting to phosphorus acquisition efficiency in milho (Zee-. 

mays L.) seedlings. Functional Plant Biology 31:949-958) e 

outras plantas de safr_.. P. morfogênese da raiz - 

zramaticamente afetada pelo 	_ .qrr;r  
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- 	 i 	 Seca 	levc, 	a 	:1n. 

:rsenvolvimento declinante pronunciado dai 

para atingir a água localizada nas camadas ma ia prcfaILLlaa ria.  

->]_o (vide Figura lA), enquanto a disponibilidade local i.- 

i nutriente provoca o amadurecimento local da raiz aument,aii: _: 

a superfície total absortiva do sistema da raiz. 0 

desenvolvimento dos sistemas raiz normalmente é altan-ienr- 

assimétrico e reflete a capacidade das raízes de ajustar ao.' 

crescimento e desenvolvimento para os f 	,:,-  

	

Ici a a expressão do gene controlai 	 i 

vimento, conforme é o caso de ANRl: urn far 

tativo de transcrição com um papel na sinalização de NC 

ìando ANR1 é regulado de furrL-.a. 

ii 

 

sceiacieute par ar i-rri !i=a o:ro Ou co-supressão1 as linhar 

15 transgênicas resultantes são defeituosas em sua resposta d~- 

	

raiz para cis suprimentos localizados NO 	(Zhar c;, h.._, 

B. G. 199€3 An Arabidopsis MAD box gene r' 

nutriente-induced changes In root architecture, Sciaro" 

7!1:407) . Çonsegdentemente, a clLeracào da expressão 

ar 	 a1inuc1eot1úeos 	da 	U-reseriie 	invenção 	rias 	plantei:_ 

transgênicas pode ter os efeitos desejáveis na morfugêne.`- 

da raiz, alguns deles poderiam afetar positivamente o NUE - 

tolerância ao estresse abiótico/bidtico e/ou rara •':o-' a 

produção e vigor da planta. a r .._F :,. ,  

25 	E'UE 7, FU E16 16 e FUE_34_Evc:a. 

_ { a _  

selecionados aqueles que otimizam o armazenamento intra- 

1ìl ar e reduzem cai concerta  ': role _1í;:Sí l Ice, are. am r?. -1 1i"i 1e 



o 

responsáveis 	pela 	capt lo 	É'r 1 L- 	 1 

fertilizante. Dessa forma,  

de fertilizante podem ser obtidas. De forma semelhante, 

conforme esperado de qualquer reação enzimática ou via, se o 

produto da assimilarão do fertilizante for removido 

eficientemente para o ambiente celular, a via enzim-`;:~;.:~ 

construindo esse produto é esperada para ocorrer na 

acelerada levando à assircil=, -. 	 ; 	-- . 

.r F _'L, on. ti 	_Ia_ipo de genes foi identifica_:. 

Esses genes são relacionados às vias bioquímicas envolvidas 

ria conversão da forma do fertilizante inorgânico para 

15 material orgânico (processo de assimilacão). os gargalos d- 

liberação 	no 	processo 	de 	•-::_ 	~ :._ ~ , -; . 	.: 	_ v_ : ,,, 	.. - . .- _ ::: 

prometedores sobre a efi 	In !-. 

nutrientes, conforme no caso do fator de transcrição Dof 

Yanagisawa Sd, Akiyama A, Kisaka. H, Uchimiya H, Miwa T. 

2u Metabolic engineering with Dtfl transcription factor i;: 

plants: Improved nitrogen assimilation e growth under  

Na :l 	 cadí 	ci U S A. 	2609 I'=..'. nitrogen conditions. Proc Na..l -;~- 

18;101(20):7833- _; 	genes 	encontra.: 	o. 

abordagem alividm os gargalos bioquími 	-.   

25 eficiência otimizada do uso de fertilizante. FUE_ - 

FUE 102 compreendem uma atividade de transportado-, 

portanto, 	ç_ .L a 	ser 	n. por _ 	rr olho car 	a 	coot _ ._âi.n 

nutriente. 
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as seqüências de polinucleot dio e polipeptíd o da 

invenção são instruídas para otimizar a capacidade 

armazenamento da planta. A capacidade para a produção de 

grão é pré-determinada pela capacidade da planta de absorver 

e armazenar o nitrogênio mineral em suas etapas prematuras 

_' , 	 .. 	r - 	1 	 _ 	 ... 	F 	=' 	- 	.. 	- 	 . _ ..  ;l._ 

n~ 	 na 	por l.1a 	de 	nits T . 	t u de armazenamento 	 -  

Icy 

	

	altamente tem a probabilidade de aumei;tot a pr = l 1=.1c '.i1 

rão. Essa invenção inclui os mecanismos moleculares pari: 

-' l t _..ï 	_ 	nitrogênio 	ou 	qualquer 	capacidade 	d - 

_ 1F nutriente metabólico da planta Ha exemplos: 

.— 	_1i,á? fie._ 1._1'` H 	, 	HI . . 	.. _ , 	.,..1 _. — 	 _ _ , 

diretamente relacionado 	concentração do N no gr.: 	_ ,= 

Tosse 1990 J. Agric. rood Chem. 38:l8-2) . Isso é altament 

so para melhorar o valor nutricional do alimento. Pot 

o Co,a altaroteína de consumo por crianças (10 ` de P 	 - 
t _  . 

rr_ 	-- 	 _ pt.L  ._ 

6-7 - 1 [Juliano (1993) Rice in Human Nutri 

Home]. Assim, as plantas transgénicas q'i  

2 	-ïiciência na nova mobilização do N a partir das parte 

:_Jetativas para a parte comestível (p.ex., grão) são 

-.boamente valiosas. Considerando que os níveis do nitrogênio 

	

floração determinam a produ`ucão do 	 _ 

I'i 



excesso das seqüências de polinuc1eotidio d_. r 

invenção melhorará a produção de _r _ _ _ Ho  

do 	grão em todo o nível da p.p I .. .. 	.. 

aumentado de soluto da planta impede a evaporação e perda d- 

água devido ao calor, seca, salinidade, osmótic,- , ELO., 

portanto, melhorando uma melhor tolerância da planta aos 

estresses acima. A expressão em excesso de FUE 501, FUE; 

FUE 503, 	FETE 504 ou FUE 49, 	FUE 51, 	FUE 52, 	FUE:  

FUE 100 e FUE 101 é esperada para aumentar a ca[_ _. 

Ic} 	r.mazenamento dos tecidos em que são expressos. 	. 

sevar a uma capacidade de submersão mais forte, e para ufl. 

melhor uso do fertilizante aplicado (especificamente 

nitrogênio) 	devido 	à 	absorção 	otimizada 	do 	s{_.!.;. 

onsiderando que os riïveis de nitrogênio na f1:- =: 

IS 	ieterminam a produção do grão, é esperado que a expres.:.._ _- 

i . 	_ames acima também melhorará E. 	 . - 	........i H 

o teor de proteína do grão 	r  

proteína da planta. Além disso, o teor aumentado do solut 

.la planta impedirá a evaporação e perda de água devido aí 

_o _alor, seca, salinidade, osmótico e semelhante, assi.. 

25 por mais tempo no ciclo da planta fornecendo capacidaci=._ 

-jumentada para armazenar C. nitrogênio e fornecer 

_otossíntese durante o enchimento do grão.,. ia uma plant, 
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nitrogênio estará disponível para redistribuição ã._  

p-` _ J Cai1''lc woe melhoria na e-i :1 	 Í 	is esc cia ie =1ï:_.'lt 

provavelmente a produção ia orão..=.1; ul.s doo. canes  

apresentados nesta invenção aumentam o traço de "permanência: 

do verde" ou exibem crescimento otimizado (crescimento mais  

rápido e/ou falhas e talos maiores} coma um 1"ec °.irmo parr. 

melhorar a eficiência do uso de fertl 	.-;. _ 	... _ . 

grão e tolerância geral ao estresse da p_ - : t _=; . 

A invertase é uma ans1i..a aJL -- 

• l0 conhecida por atrasar a senescência quando expressa sc;. no 

promotor ativado por senescência (Balibrea Lara, 

lant Cell 16: 1276-1287, 2004). FUE 30 e FUE 31 possuem uma 

,rividade prevista de invertase e, portanto, pode prolongar 

TO 	características de permanência dc cosia co _- i an'- 	a, 

15 	portanto, 	aumentar a capacidade gera_ 	 _1y: --; 	TiI L 	- 	_. 

nitrogênio 	nas 	plantas para 	rec istribuic.ão 	durante 	.- 

enchimento de grão. 

100.15 ii a 	OIV dd, 	a1 co 

_atros 	processos, 	na inibição da 	senescência 	de  *20 	.:ÚÈ 55 é 	um 	gene com 	uma semelhança notávo_. 	., 

isopenteniltransferase tRNA, 	uma importante enzima 	na 	via 

metabólica 	da 	citocinina. 	A 	expressão aumentada 	de 	FUE 5E 

Tics 	raízes 	ou 	brotos aumentará os 	níveis da 	citocinina 

levando 	à 	expansão 	otimizada 	da 	folha 	e duplicação 	da 

25 	saloio, 	senescência atrasada, resistência aumentada 	de 

ti1tl 	'Sdo 	dos 	tecidos, utiliza 'ã , 	utimizacla da 	;áìf r 



naturalmente ocorrente. EUF, 50rá e urn fato de transcri.,ct_ 

contendo domínio AP2 putative que, com base nos es:.:  

:_ïe micro-agrupamento, ela aglomera-se firmemente 	± 

-s genes de ARR (reguladores de resposta de Arab dopsis) que 

5 mediam a resposta do broto to citocinina. Os genes de AR.ï< 

são a Zeatina responsive e são induzidos após a adição dc 

nitrogênio às plantas deficientes  

regulação de FUE 505 junto com os Agi: _ 	 na 

resposta de citocinina. EE t1tnn:o".-= provável que a express==.- 

1[} constitutiva cio FUMOS atrasará a senescência de folha _ 

melhorará a utilização do nitrogênio e crescimento de plante. 

1 ai _11. - _  

I5 	plantas transgênicas da presente invenção si accc:EH_. _. 

utilizado refere-se a qualquer efeito adverso sobre _. 

metabolismo, crescimento, reprodução e/ou viabilidade de uma 

S2ui planta. De forma correspondente, o estresse abiótico podo 

seer induzido pelas condições  sub-Itaic 	i -  

ambiental, tais como, por exemplo, sai. 	a_: _ e, crna. .. a 	: 

SL .'T , inuniao"iL, , on' elamento, baixa ou alta temperatura, 

}, n_iof 3 cie ia metal pesa ui , 	anaerobiose, 	deficiência 'ia 

25 nutriente (também incluindo inacessibilidade de nutrient--, 

Lei como, devido à lixiviação), poluição atmosfër_cc ì 

irradiação ti. ._ estresse biótico pode ser induzid , car  

__ _np]_.~;, p.._ pifi ca--s qc- sô- o1ic.'),._aa._.  



A 	frase  

es _re.sse" conforme aqui utilizada refere-se à cej  

uma planta de suportar um estresse (abidtíco) sem ::f:J: 	_r_=;. 

alteração 	substancial 	no 	metabolismo, 	crescimen,., 

5 produtividade e/ou viabilidade. Preferivelmente, as plantas= 

geneticamente projetadas da presente invenção exigem pele 

menos cerca de mais 2`:, mais 5 `' , mais 10 	, mais 20 a, ..,_..__ 

30 -•°, mais 40 i, mais 50 , mais 60 i, mais 70 %, mais 

In 	._ r.= 	1 ._.t 	:.a',. 

As 	: l 	r_ , .._ sea sUJ es as a Luas 

faixa ae aia 	1 l:_ 	Ti Í.: :1 I:r 	-'. 	Liversos desses, 	incluind: 

,.-estresse por sal, estresse osmcótico geral, estresse por seca; 

a estresse por congelamento, possuem a capec _i 

15 	..mpactc sobre toda a planta e disponibi _ _. i .  

-- I 

 

Jar. 1._ _- 	. ;,, 	._ areendente, então, as rest : _ 	._ 

	

y 	 =ia ap1 arOc, de estresses são rela 

Au uma revisão recente, Zhu observou que "a maioria aios 

estudos sobre sinalização do estresse de água enfocaram n-, 

10 estresse de sal principalmente devido às respostas de planta 

ao sal e seca serem estreitamente relaciona:,-:.- :- 

mecanismos sobre .iem-sa" :Zhu (2002) Ann. Rev. PJe._ 	ii i. 

	

247-27%.. - 	:'~'luitos 	exemplo- 	de 	respostas 	e 	Vies 

sem_ _hantes 	para 	esse 	conjunto 	de 	estresses 	fores 

5 

	

	1mentad:... . Par exemplo, os fatores da transcrição de CBF 

far em demonsn--,_ .:ios para condicionar a resistência ao sei , 

:- -rngelamento e seca (Kasuga et al. (1999) Nature Bioteca. 

	

_ -=iia 	i- 	- a 	=._ .,..1. 	') l.: 	a 



resposta aos estresses de sal e desi:<< . ` L i ;• 	en  

que é amplamente mediado através de um processo de: 

transdução do sinal ABA (Uno et ai. ',: i'00 Proc. Natl. Acar. 

Sci. USA 97: 11632-11637;, reSUIt._ú-rL._i,_: em atividade alteruci:: 

dos fatores de transcrição que se aglutinam a um elemento ._. 

montante dentro do promotor rd29B. Na Mesembryarithemu, 

crystallinv.:r-. 	r. lei-v::. 	i_: 	 De 	 e 	_.. 

demonstrar ::i 	 ccl Ii5 	C 	i. ; 	;_; = ;, 

câlcioo (MoCLDPKI) é induzida pela exposição aos estresses d. 

Ci> se:_a e sal (Patharker e Cushman (2000) Plant J. 24: 679- 

691:. 	quinase induzida por estresse também foi mostrada. 

para fosforilar um fator de transcric_ão, presumivelment- 

alterando sua atividade, embora os níveis de transcrição dc 

ator alvo de transcrição não sejam alt:-_.- 	r 	_ 

IS 	_•stresse de sal ou seca. Le forma sem= ... -.° _' , 

ieionstraram que uma quinase de proteína dependente da 

llnodu1ina induzida por sal/seca do arroz )OSCDPii¡ 

:=;_r ,,- - .... 	., tolerância aumentada ao sal e seca do arroz- 

_ ~ gin,. 	~= 	I 	, 	I 	1 . 	I 	 = - 

. 	1íp.ici 	 .  ._ - ii 

:,vecã estratégias semelhantes de sobrevivênc 	i_.._  

como o estresse de congelamento (vide, por exemplo, 

lenosky (1989) Plant Physiol 89: 444-451) e o estresse J- 

25 em miuz a tolerância ao congelamento (vide, por exemplo, 

i 	itch et al. (1952) Plant Physiol 	259-25 

- al. 	(1992) 	Plant 188: 	265-27D) . Além da inducão :=i:_: 

,._.ír,as 	ale 	aol1ruati7. íC:=1:_ 	a':_ 	fir m _ / 	05 	C Cr n-._ ( 	,. 	I_ i-; . 
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permitir as plantas para sobreviver em condis e.-  

água podem incluir, por exemple, área de superfïci:c 

reduzida, ou produção de cera ou óleo de superfície. Eire 

outro exemplo, o teor aumentado de soluto da planta impede a 

evaporação e perda de água devido ao calor, seca, 

salinidade, asmático e semelhante, portanto, farra .¡ _ r.:3 	uma 

melhor tolerância da planta a_ ._ 	sr.   

envolvidas na resistência a um estresse conforme acima 

• II) 	lescrito) , também estarão envolvidas ria resistência aos 

Tutros estresses, regulados pelos mesmos genes ou genes 

homólogos. Claramente, as vias gerais de resistência 

relacionadas, não idênticas e, portanto, nem todos os get 

controlando a resistência a yin: esc 	-.- 	_. 1i_ 

IS resistência aos outros estresses. Nã r  nt-5,  

resistência das condições do gene a um desses estresses, 

seria aparente para aquele com habilidade na técnica p.a,ríe. 

oesosr a resistência a esses estresses relacionados. Co 

r _,_dos para avaliar a resistência a 

," 	t- _<rnecld s na serão de ^xen,.pl"s que seg;_ :. 

capacid -ie 	ias 	= ,_ 

transgêi~icas de presente invenção de suportar o esta ._: 

_sperada para afetar a biomassa, vigor e produção da plan`=. 

oposto também é antecipado para apresentar bar:.t,- 

's resultados, essencialmente, biomassa, vigor e/ou produçãr  

melhorados são esperados para melhorar a durabilidade c'ss 

f_ tantas transotnl eels da presente 1 e _ 7 	._l1 cães de 

H HF 
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Conforme 	aqui 	Lit -li :-i,1.- , 	a 

frase "biomassa da planta" refere-se à quantia ou quantidade 

do tecido produzido a partir da planta em uma temporada de 

crescimento, que também poderia determinar ou afetar =. 

5 produção da planta ou a produção por área de crescime:a_ 

Conforme aqui utiliza-i_, 

termo "vigor da planta ari 	_ a rjuaaaaai 	:._.1 	, .: : _ _a.:. 

tecido produzido a part: r. 	_:  

Assim, o vigor aumentado poderia determinar ou afetar 

cri 	produção da planta 	ar ,,, 	're: .. 	 ,. 	r  

area de cresciment:r.. 

frase "produção da planta" refere-se à quantia ou quantid:--..._,.- 

do tecido produzido e colhido como o produto a rda J 	!::; 

IS planta. Assim, a produção aumentada poderi-, 	... - 

benefício econômico obtido da planta em determinado r-rrip.-' .ì_ 

crescimento. 

1 ara nalsar  a eiHiLc ir 

transgerie em uma fisiologia da planta, a produção e biomassa 

geral podem ser avaliadas, 1 tolerância da plantas 

deficiência do fertilizante e .... -:1 r  

como, 	estresses 	de 	seca, 	sã.! _. 	:s . 

congelamento, etc. Também de grande importância é avaliar se 

a planta ou qualquer de suas partes contém um teor aumentada 

25 de proteína, livre de arninoàcidos, óleo e quaisquer outrca  

compostos metabólicos de valor. 

=i 	seyu.Iiril e 	re ', _ 

que podem ser usados para qualificar as plantas trans 	_; 
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ou 	r_ransuenes da presente iris er mo 	a toscr i4ãu adi. i .:,:.1 

lesses e outros ensaios 	 r 000lirL as sua.. _ao Exemplos :5 

SC  ar- . 

fiCii_11`.= 	d  

fertilizante - Para analisar se as plantas transgênícas são 

mais responsavas aos fertilizantes, as plantas são 

.:ultivadas em pratos de ágar ou vasos com u LS qa.:r,_ I_!_,ie 

imylada de fertilizante. As plantas são analisadas pai seu 

{ 	n,-, ri - .- 	feral, 	tempo 	para 	floração, 	p, -., ji-.::~'a_

• 	

, 

lu 	grc Loins do broto e/ou grão. Urna metodol:=:ui-s i 	on i: i --: -1 

.am teste para eficiência do usa de fertilizante é fornecida 

r:o trabalho por Yanagisawa et al (Proc Natl Acad Sci U S A. 

101:7833-8) em que as sementes de Arabidopsi.- 

- r- arlsgénico são verificadas para as taxas de cresciment _ 	k. 

I5 	nandições limitantes de nitrogênio {por exemplo, em 0,0U rr:,l , 

-I, -1,- 	_ . 	i , li 	íd.,U, 	, - 	1r..i, 	1 	_ , 	_ 	-- 	ria 	H i '-- _ aânio ria 	forms 

_ì.- '11 r.-:fi.:. 	=iTm1ni-11 	~r 'r 	auziticados são  

ramanho geral da planta madura, seu peso seco e úmido, 

:leso das sementes produzidas, o tamanho médio da semente e 

• 2u 	. ,..imero das sementes produzidas por planta. Outros parâmetro: 

ris- podem ser testados são: o teor de clorofila das 	l.._: 

rrre o status de planta do nitrogênio e o grau de rk: 

;: 	l'.-=: 	o:_>> ,rain 	 .. . L -- .. ionaco l , 	teor 	total 	de 
, ., .. 	 t  . _.. 	, 	 :._ ,- 	~. r 	 - I i. 	-: _'.ii e5 	ou 	ou t ras 	par tes 	da 

25 	rianta, tais como, folhas ou brotos, teor de óleo, etc. De 

norma semelhante, ao invés de fornecer o nitr ,._.,r r i _ 1155  

quantidades limitantes, o Fosfato ou Potássio pose ser 

adicionada- em cí-iceIïtrd 	r - 	=. f _. 	UcOJazLeote, II_ ç 
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parâmetros medidos são os mesmos conforme acima, 1 z s -_adc . 

Dessa forma, além da Eficiência do Uso de Nitrogênio (NUE), 

a Eficiência do Uso de Fosfato (PUE) e a Eficiência do Uso 

de Potássio (KUE) são avaliadas, verificando a capacidade 

	

5 	das 	plantas 	transgêni.:' 	,_a -- 	.- _ k 	t li _,ns 

restringentes de nutrienre. 

Li 	_.,:ri_.iiuu'. -I.::. 	i:.  

procedimento para determina:_ 	ir o11Leirt r ,c -_ 	1  

partes estruturas das plantas envolve o método de digest : 

• lu do persulfato de potássio para converter o N orgânico par 

?3. (Purcell e King 1996 Argon. J. 88:111-113, a redução de 

Cd-  modificado mediante de NO. to NO (Vodovotz 1991" 

Biotechniques 20:390-394) e a medição de nitrito pelo ensaie 

Griess (Vodovof 1..:F 

	

IS 	medidos 	em SE i: 	 -ail. 	 ar:  

rocedimentvo è descrito em :r1hra ens i rir-rc,ntu et 1 

Agron. J. 98:168-171. 

	

1. 1_í ar' ão 	is 	prat it 	í:: 

irão - 0 teor de proteína do grão (g proteína de grão m 

S'ii ostimado como o produto da massa do N de grão (g grão N nr-  

multiplicado por N/proporção de conversão da .:rc_e 	_- 8- 

5,13 (Mosse 1990, supra) . Uma concentração _t--: protuír. L 

grão é estimada como a proporção do teor de proteína do crãc 

por massa unitária do grão {g proteína do grão kg-' grãos. 

	

25 	 Teor de óleo - A quantidade do 

Ico expressa como uma porcentagem do peso seco. O teor de 

leo é definido como a quantidade máxima do -material 
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solventes especificos (normalmente -uij,. 	Í.- 

petróleo). O teor de óleo é medido diretamente ao triturar -. 

semente e extrair o óleo em um extrator contínuo. A arnãlis._- 

indireta do teor de óleo pode ser realizada utilizando o 

5 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (NMR) o, 

Espectroscopia de Infravermelho Próximo (NI). A técnica de 

NMR mede a energia de ressonância absorvida polio o_ 	_ o 

hidrogênio no estado líquido da amostra, enquo:.t  

a absorcão da energia infravermelho próxima (116 -25uL 

. I 	_ , ela amostra. Enquanto a precisão dos métodos de NIR não _ 

o le boa quanto os métodos de extracão, os métodos de N I 

fornecem 	resultados 	moi o - 	COO:: 	 : t,- 	o . 

calibrados cuidadosamente. 

IS 	seca/Ensaio osmótico - A tolerância à seca é reagi i 	, . 

identificar os genes que conferem melhor sobrevivência da 

planta após depravação aguda de água. Para analisar se a:-: 

plantas transgênicas são mais tolerantes à seca, um estresse 

mótico produzido pelo sorbitol de osmolite tiC iônico :.. 

) meio realizado. 0 controle e plantas transgéiicas .-., 

germinados e cultivados em pratos de ágar de planta 

dias, após os quais eles são transferidos aos 

contendo 500 mM de sorbitol. 0 tratamento provoca a 

retardação do crescimento, então as plantas de controle 

25 transgênicas são comparadas, ao medir o peso da planta (soou 

	

e úmida) , produção e pelas 	-: ó 	:urcrruntu OLL 1 O;=; 

conforme o momento para flora::_.-. 

De 	00:1110 oposto,  u s t o l 7 	1 	Jo 

V 
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expressando em excesso os genes candidatos acima detalha d.c o . 

As sementes das plantas de controle de Arabidopsis, 00 

outras plantas transgênicas expressando em excesso co 

silenciando um polipeptídio da invenção são go-::t-  

transferidas aos vasos. 0 estresse de seca é obfii.._  

irrigação é interrompida, ag i 1par>Yada 

vasos em papel absorvente de modo a oti  

secagem do solo. As plantas transgênicas e de controle são: 

Icy comparadas entre si quando a maioria das plantas de control--  

_iesenvolve o desvigor grave. 	As plantas foram regada.- 

novamente após a obtenção de unta fracão signifi 	_ 

plantas de controle exibindo um desvigor grave. no o. 

são classificadas comparando aos controles ._;.: ,. _ t 

15 dois critérios: tolerância Ir condoo Jo  

recuperação (sobr-evivênc i a) após nova rego. 

Ensaio 	de 	- 1e.t.- ' . 

salinidade - As plantas transgênicas com tolerância ao alto-  

-al são esperadas para exibir melhor germinal_:_, 

' t 	muda ou crescimento em alto sai. As plantas dii 

tolerância ao NaCI, dependendo de sua etaj_ 

desenvolvimento, portanto, a germinacáo de semente, v- 

muda e respostas de crescimento da planta são avaliadas. Un 

teste de tolerância à salinidade está obtendo as plantas em 

25 diferentes etapas de desenvolvimento e irrigá-las cole 

concentrações crescentes de NaC1 (por 	:tr_; :. 	511,  

200 mM, 400 mM) aplicadas a partir ï 

modo a garantir a dispersão uni forme do sol 	so:_:. 
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transgênicas são comparadas às plantas  

aparência fenotípica externa, grau de desvi_-_  

geral para atingir a maturidade e progênie i 

concentrações inibitórias às plantas de controle. 

parâmetros quantitativos da tolerância medida são, o pese 

médio de seco e úmido, e o peso das sementes produzidas, 

tamanho médio da semente e o número de sementes pro:iio  

por 	planta. Os ensaios de estresse osmótico 	(inel .: i e _i = 

ensaie s de NaCl e matiitnil! 	?á..z1..- 1._1_,.  
Ira 	UITL fen5T.ip 	de estresse esmIti _ _ c_a especifico 	1]::. .1 cru 

:-:e era um fenótipo geral relacionado ao estresse asmática. 

As plantas tolerantes ao estresse asmático também poderiam 

I_er mais tolerância à seca e/eu congelamento. Pari, o. 

experimentos de germinacão de estresse de sal e osmr}ticu, 

I5 	neto é complementado, por exemplo, com 50m M, 	LiaM, 	1 , — 

1 	--- 	 i- 	. .- 	i 	:Iii  

lose ne U r u estres._:,e te frio, as plantas maduras (2 

iss) são transferidas para câmaras de 4 r'C por 1 ou _. 

oI~) _emanas, com luz constitutiva.. Após isso, as plantas së., 

Mocadas de volta na estufa. Luas semanas depois, _..-. 

ic: período de frio, resultando em retardação cio ore„ _ r: r_ 

Ds fenótipos, são comparados entre as gmt.ss cc 

c. rce e plantas transgênicas, ao medir o pese cc 	 -; 

seca e úmida), e ao comparar as taxas de crescimento_, 

.`cedidas comic  C' ecos oaY"=t r _ . 	 i. 	 C 

- 	Ì'-- 	.ii.: -_=. 	_ 	__ _  

Ii 
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- A tolerância ao estresse de calor é atiny. _i 	.G 	_.._ 

plantas em temperaturas acima de 34 "C._  

período. A tolerância de planta é exarnï Ã:.:. 

transferência das plantas de volta a 22 °C para recuperaçà._ 

e avaliação após 5 dias relacionada aos controles interno 

(plantas 	não 	transgêni-ris 	01 : 	v ] -;nit =.._ 	2- 	Pximo 	 ,- 	=.- 

estresse de frio ou calo. 

1s 	testes 	de 	germina --- :, _ 

comparam a porcentagem das sementes das plantas trazï_ 

• ID que poderiam concluir o processo de germinação a poro 	r.~r. 

-ias sementes das plantas de con~role que são tratada í 

mesma forma. As condições normais são consideradas, poi 

exemplo, incubações em 22 °C, sob luz de 22 horas com ciclo.=, 

diários de 2 horas de escuro. A avaliação da ger -_. 

1S ,.rigor da muda é conduzida entre os dias 4 e 1. 	=. 

plantação. 	meio basal é c meio Murashi,-lie-Sko 

ËMS) +vitarninas.  

2. 	sorM_L_, 1aca  

verificada em condições desfavoráveis, tais como, fri. 

6 20 	(incubação em temperaturas inferiores a 10 °C, ao invés _: 

22 ° C) ou usando as soluções de absorçã:_ 	 -í_.= 

contêm altas concentrações de um 000smc 

sorbitol (em concentrações de 50 m.M, 100 mM, 200 mM, 300 iiú,!, 

500 mM, e até 1000 mM) ou aplicação de concentrações: 

25 	crescentes de sal (de 50 mM, 101 mM, 200 mM, ?00n',M, 500 ni- 

. 5 	it L e t s i ze s 	eI1saar 	tom' 	V L ~.FJ L 	. I '_ 

Ì 
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{vide Exemplo 9 e Exemplo 10). 

valiosa para fins de procriação e ornamentais. Assim, _ 

considerado que as seqüências de polinucleotídeo _ 

5 polipeptídio da presente invenção, que são associadas coif; 

arquitetura da raiz (FI]E 34 Evo, SEU ID N°: 54, vide tamI ii. 

Exemplo 11 e Figura 8) , também podem ser usadas 

controlar o broto de planta e, como tais, poderão :m 

reguladas de forma ascendente ou reguladas de formo 

	

Ii 	rescendente para controlar a ramificacão e broto. Os método: 

para regular de modo descendente a excr- , _ o le on~ 

plantas são bem-conhecidos na técnica. 

Dessa 	torm~ , 	a  

invenção é de alto valor agrícola para 	•i•  

IS comercialmente desejados nas plantas de safra. 

Conforme 	aqui 	t 1 :_,-;, 	I 

termo "cerca de" refere-se a + 1G 

Os 	 ubJ eoos  

oantagens e novas características da present--_= 

	

) 	tornar-se--ão 	aparentes 	para 	aqueles 	com halo: : _io io 	. -. 

técnica mediante o exame dos seguintes exemplos, •p_0- ,_' 	rem 

a 	inOencão de serem I iril'_. ran t',_ 7 . Adicionalmente, cai :c a 	r= 

diversas configurações e aspectos da presente invenção, 

conforme abaixo delineada e conforme reivindicada na seçã 

	

;; 	de reivindicações aba rio, ancrn se suporte experimental 020 

seguintes o emplos 



72/l(,4 

seguintes exemplos, que j • is  

ilustram a invenção de uma forma não limitante. 

De modo geral,  

aqui utilizada e os procedimentos laboratoriais utilizada::= 

na presente invenção incluem as técnicas molecular,:, 

bioquímicas, microbiológicas e de DNA recombinante. T -,ï: 

técnica.; são totalmente explicadas na literatura. Vide, r- 

exemanlc , "Molecular Cloning: A laboratory Manual" 5aiíbr 

et at., (1989); "Current Protocols in Molecular Biol.,:,: 

o In Volumes I-III Ausubel, R. N., ed. (1994) ; Ausubel et 

'rlurrent Protocols in Molec:_ïlsr Biol..; 	John Wile e `á ái1 	y 	Sons, 

Baltimore, Maryland (l989, ; herbal, „_-- Practical Guide t_ 

Molecular Cloning", John Wiley & Sons, New York (196' 

Watson et àl . , "Recombinant DNA", Scis: 	A:, 

IS 	New York; Birren et al. (e._ 	"Geriome 

Manual Series", Vols. 1-4, Cold Spring Harbor Laborator' 

Press, New York { 199' ; ;,metodologias conform- sotobelecidas 

nas Patentes Norte-Americanas N°s 4.666.81; 4.683.202; 

4 . 801 . 531; 	5.192.659 	e 	5.272.057; 	"Cell 	Biology: 

S Laboratory Handbook", Volumes I-III Cellis, J. E., _o. 

1994); "Current Protocols in Immunol<. "  

duligari J. E., ed. ( 1994); Stites et ai. 	, 

1 ;;,, 8th Edition), Appleton & Lange, 

: r .;--.ik, 	tI 	° 	; 	Mishell 	e 	Shiigi 	(eds) , 	"Se1ecte,  . 

ll.ethods in Cellular Immunalccv", W. H. Freeman e Co . , 	tie .: 

u.urk (1980) ; os imuno-ensaios disponíveis são exter,: 

hsscritos na patente e literatura cientifica, v._  

Lr 
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3.850.752; 	3.850.5-=; 	3.85 3.987; 	3.867.511; 	3.87Y.2 ::i; , 

3.901.654; 	3.935.074; 	3.984.533; 	3.996.345; 	4.034.1374; 

4.098.876; 	4.879.219; 	3.011.771 	e 	5.281.511; 

"Oligonuclectide 	Synthesis" 	Gait, 	M. 	J., 	ed. 	(19F ! ; 

	

5 	"Nucleic Acid Hybridization" Hames, 5. D., e Higgins S. J., 

eds . ( 1985) ; "Transcription and. Translation" Hames, B. 8. , 

Higgins S. J. , Eds. 	1984 1 ; "Animal Cell Culture" Fresnn, 

B. 	I., 	ed. 	(1986) ; "Immobilized Cells and Enzymes" 	181 

Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning" 

Icy Perbal, B., (1984) e "Methods in Enzymology" Vol. 1-31 

A_ademic Press; "POR Protocols: .. Guide to Methods 	:i 

Applications", Academic Press, lo.. LIego, CA (1990 ; lvlarshal 

et al., "Strategies for Protein Purification and 

Characterization 	A Laboratory Course Manua 	_. . 

	

Is 	 l996 ; todos os quais são incorr - r-j ias por re  

se totalmente aqui estabelecidas. As outras referências: 

gerais são fornecidas por todo este document.. C: 

procedimentos são lá acreditados como sendo bem conhecido,  

::a técnica e são fornecimento para conveniência do 

lidas as infoornacões lia coritidas sir .q'.i, inr-ornarT1s 

referência. 

E> EMPI,C 1 

- -,.ti.Ti,_e,__tc 	 da  

airi 	a 	r-  ; _- , _Li_ . , 	ia 	papel 	ia 	qene 	1: 	 .:-í ,: 

Tremer tas moleculares e is hioinformático 

:s 	polinucleo:i _i,_' _ , 	7.:t ; 

era aumentar BUS e/ou tolerância ao estresse abióti,--- a_. 
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de expressão cio INA, semelhanças cia s .=:1_ .:,  

gene, vias bioquímicas, DNA, ESTs, bancos de dados de 

expressão e proteína, que são publicamente disponíveis e 

usados como dados de entrada em uma série de algoritmo;,. 

5 	comput..;. 	 i._: 	- i 	;..._-  

de daci._ 

realizada usando as-1 U-Lori:.. _ 	:r 	.=  

através de PCR em Tempo Real quantitativo, par.-, 

iu correlacionar entre os níveis de expressão em diferentes 

Tecidos e sob condições específicas de crescimento pear --e 

elucidar a função d._ cr t nu:lcat` , .1: 	:t i 

Materiais e Métodos 

15 polinucleotídio associadas com FUE aumentado 

A presente mecrueic fia e eon: 

base em três etapas, descritas nos seguintes exemplos, 

essencialmente a caracterização bioinformãtica, análise 

,t 	ecular e validação t_ ! r 	1... 	. 	H.: - . 	- 

2 	algoritmo bioinformátic . 

bioinformãt 

re 

DNA em agrupamentos de gene - Q objetivo do agrupamento de 

25 EST (Rótulo de Se üência Expressa) é o de incorporar p 	r_odo;: 

us ESTs que compartilham urna transcrição ou gene precìura;_r 

se mesmo agrupamento. Tipicamente, os ESTs agrupados s_.- 



75íb,4 

refletem a diversidade da transcricão, 	fornecera do esses 

clones, de modo que as informações que contêm refletem de 

modo mais verdadeiro a biologia amostrada. Um agrupamento de 

gene é fragmentado, os dados de EST e (se conhecido) dado.-- 

5 de seqüência do mRNA de gene, consolidados, colocad._.: ._. 

contexto correto e indexados pelo gene, de modo que toda -5-. 

dados expressos referentes a ui,, '.e.', - _ 	 - 	1 .,_: Lice 

classe de índice, e cada c!:- -ii- 	_ 	l.,. 

informacões para somente um gere tBurke et al, i99, 

I~) 	. 2 clustF-~ : ~. Validated Method f:: r Clustering EST and Full-

l ength cDNA lequences . Genome Research, 9(11),1135- 111 _ 

plataforma 	 Compugen 	 LS .r _' ,1 

df foi usada para a montagem. 

I 5 

para todos os agrupamentos de gene em diversas espécies d 

planta - A expressão digital, também conhecida como_, 

electronic northern blot, compara as ocorrências de grande 

número de ESTs aleatórios das oscilações de r  

S _l normalizada:. A variação na freqüência relatie 1 

rótulos, 	._ _ _. _ : _ 	.- ~ 	. 	_. 	. 	: 

armazenacs _ _ 	-_r 	 H _. 	i _.. 

a expressão diferencial dos genes correspondentes. Os dados 

de Digital Northern podem ser usados para fornecer avaliacãc 

25 quantitativa de expressão diferencial entre os diferentes: 

órgãos na planta ou em diferentes estados fisiológi~:, 

(estresse versus normal. Essa ferramenta exibe os peer_ 

virtuais de expressão dos .enes com base nas sea_`: ___; na 
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E 7T 	formal_..,. 	It  

perfil de expressão de um agrupamento em Lermos da anatomia 

da planta ii.e., em quais tecidos/órgãos o gene é expresso), 

etapa de desenvolvimento (i.e., as etapas de desenvolvimento 

em que um gene pode ser averiguado) e perfil de tratarnent:.- 

(i.e., fornece as condições fisiológicas sob as quais um 

gene é expresso, tais como, seca, frio, infecção H. 

patógeno 	e 	semelhante) . 	Considerando 	uma 	distribui_.- :- 

aleatória de ESTs nos agrupamentos diferentes, a expressão 

• {a digital fornece um valor de probabilidade que descreve r:, 

;probabilidade de um agrupamento com um total de N ESTe para 

conter to X ESTs a partir de determinada compilaç _: d 

oscilações. Para os cálculos de probabilidade dc_ seguilnra_, - 

considerado: a) o número de ESTs no agrupamento, (: 

I5 de ESTs originando-se de uma oscilação especi .  

grupo de oscilações relacionadas, o) o número geral de ESTa 

disponíveis representando as espécies. Dessa forma, os 

agrupamentos corri baixos valores de probabilidade sã -

altamente enriquecidos com ESTs a partir do grupo ia 

25 oscilações de interesse indicando uma express-_. 

especializada. Além disso, um vocabulário pros  

icompêndio limitado de termos) é usado que corgis-m:::: 
H- . 	palavras-chave 

H:.................... . 	- sentais associados 

'; 	a >>m as seqüências com relação ac tipo de tecido, tratamento 

_ etapas de desenvolviment-:-. _;- termos escolhidos _. 

-1cabulário proprietário são combinados com a express: 
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cada gene específico, com base na foi-ite de oscilaçí-r coo 

fornecem as seqüências ao agrupamento de  

representação estatística e gráfica desse 	-: 

construída para os cálculos da expressão digit. 7- --vido .:- 

anotações serem de urre vocabulário controlado, 	dc o banco 

de dados é dividido com palavras-chave especificar. 

- 

H 	 __ 

11) 	relevantes para cada gene, incluindo 	:,:_ . 	L --  - _:- ... a 

partir dos experimentos de micro-arranjo, expressão digita, 

anotação, ontologia, famílias de gene, motivos conservados _ 

semelhantes - Uma ferramenta proprietária que cria os grupos 

de genes ortólogos a partir de bancos de dados ge=. _ :.. 	. _ 

li múltiplas espécies de planta á 00001. Com a fino. 	H 

fornecer o suporte adicional aos = 	, 

genes ortólogos ou o grupo ortólogv. 	- 	s : rIoi_,  

todo para ver o envolvimento do traço de interesse de acordo 

com 	as

p 

alavras-chave que 	:..- _ 	i t- i 	 n 

2) expressão digital calculado. 

realizado 	de acordo 	com diversas assunções 	bi:-i 	ir_ 

idôneas 	para examinar 	o banco 	de dados 	acima 	d_:_`.. 

seleção 	de gene 	é 	realizada 	pela 	filtragem 	io 

25 	específicos dos 	genes usando critérios 	cuidadosamento 

selecionadas . 0 	ccni ur r -- f 	á:0:l . _- 	ocras 	deve 	conter 	c i=I 

número 	limitado 	de 	genes, 	que 	p,._ aEoriazi, 	ser 	manipulado.-, s 	r: 

5 	:Iljlt,r~ 	-manso- 	Iï.0 le 	i.: o 	sanei _Il 	 ...7. 	- 	t_;r 	o::i 	r_r 	_ s 
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diferentes 	critérios 	aqui 	Utilizai _ .: 	._ _. _ 	1 - -- _- - - H. 	=ri. 

maiores detalhes para cada gene abaix . 

A 	sele`:a 	or 	pro ". 

invenção considera diversos conceitos amplamente aceitos r: 

5 ciência de planta. As deficiências de nutriente provocar_ 

adaptações da arquitetura da raiz, especificamente de torna 

notável, por exemplo, é a proliferacão da raiz dentro da. 

porções ricas em nutriente para aumentar a captação de 

nutriente. As deficiências de nuto- ienre tarab n. _ :- - •,i. .. 

• in 	_ativação das vias metabólicas da planta, o que :.. ,.a_ << -  

urocessos de absorção e assimila _:.:. Nesse processo, 	.- 

genes são acionados e ativados [: _.icando a alteracr-I-- 

arquitetural (Jose Lopez-•Bacio et al, The role of nutrient 

availability in regulating root architecture, Current 

15 Opinion in Plant Biology 2003, 6:280-287). A engenharia or 

expressão dos genes acionados pode fazer com que a  

exiba as alterações arquiteturais e o metabolismo otiP.,..rOL 

também sob outras condições . brqundo, é amplamente conheci i_ 

• 

as plantas riormallrLerite r- ,o_spondem à seca ao criar rr 

u 	.-.tema mais profundo de raiz que permite o acesso à umida i- 

Lcalizada em camadas mais profundas do solo (Morgan, J.M., 

A.G. Condoa. 1986. Water use, production of grain, 

--.-moregulation in wheat. Aust. J. Plant Physiol. 13:523-`._ l 

Yiwei Jiang e Bingru Huang, 20111, Crop Science 41:1161-

173) . p acionamento desse efeito permitirá que as plantas 

-cessem os nutrientes localizados em horizontes mein 

, eofundos do solo, especificamente aqueles prontamente 

aH s Solvidos 	em água, 	rr. 	.1- _ 	r:  
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estresses abióticos (p.ex., seca, :smótico, -1  

radiação, 	salinidade, 	deficiência=a  

semelhantes) deduzem sua resposta usando: vias espoofi~~as 

do estresse, bem como vias comuns de estresse (Gabriela N. 

S Pastori e Christine H. Foyer, Common Components, Newton:_., 

and Pathways of Cross-Tolerance to Stress, Plant Physic.:., 

June 2002, 	Vol. 	129, 	PP. 	4 D- L;Mj 	Isso 	fornece 

possibilidade de distic t L 

envolvidos em cada via. 

estresse é dispendiosa em termos de energia, conforme tai. 

afeta o rendimento da planta. :. engenharia precisa dos gene:_ 

específicos fornece a capacidade ade de ativar somenr_a 

parcialmente uma resposta de estresse sem provocar a oca -:.a 

IS concomitante no rendimento. De forma correspon:-á=.-:., 

diversas pesquisas para distinguir os genes qc  

durante as respostas comuns e específicas de 

realizadas. Considerando que algumas respostas de planto,, 

sistema de raiz otimizado ou capacidade 

?e armazenamento, são altamente preferidas 

mesma forma nas condições ideais de crescimeni_c , a presente.) 

invenção considera a criação das plantas modificadas com Eí_ 

melhorado que demonstra, além disso, também reao aa 

otimizada aos outros estresses abi_,1  _ i  

25 	provocam efeitos adversos no rendimento;. 

Para fira 	: , _ - i 	lis 

sanes  melhorando o FUE, as seqüências de transcrição do rnRPP  

21563 e EST 41 ; 99 dc- Milha foram :extra tas. 	ia til 	:;:: ï:_ 
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vetores, seqüências de baixo coiILp_exidade e 	 =. 

conhecidas dos bancos de dados públicos, e então an_ i:_::: ... =. 

montadas em clones usando a plataforma LEADS da Compugeo. 

5 

	

	 As oscilações de EST no Go__;_ _:_ 

146 para Milho e outras espécies, tais como, Soja, Tomate, 

Cevada, Sorgo, Arroz, Algodão, 	o  

examinadas e anotadas usando pt..  
tecido de planta usado, o tratamento aplicado o o :..o - 	: 

• iu as plantas e etapa de desenvolvimento das plan,.: 	...! 

Tecidos foram obtidos. Um valor de significância fn_ 

designado à freqüência de ESTs em cada clone a partir co 

cada oscilação de EST ou conjunto de oscilação: 

comparti lhar:oic a mesma airo:fi ,o'ãO, 1) oo1 -:.r de significância foi coo. 

5 	base em utr. teso_ estatiotiol siloi i iera o número de EST u__ 

determinada categoria no clone, o unoo 	.i • osoo bolo SOL  

produção, o tamartio e clone e nú0_ 	r . -i i 	ii O OU LOS. 

Tabela 2: Expressão Digital de FUE_l rio milho: Anatomic  

Palavra-Chave 
Primária 

Palavra-Chave Secundária ESTs em 
Gene 

ESTs na 
Produção 

ESTs 
Esperados 

Dobra Valor p 

flor 4 89278 10,8145 0,369873 0,997498 

muda + flor fêmea 4 9012 1,09165 3,66417 0,0234977 

1 	folha 1 35689 4,32312 0,231314 0,989277 

orelha-folha 1 7960 1 1 0,622546 

mistura 2 90046 10,9076 0,183359 0,999938 

raiz 37 36059 4,36794 8,47082 1,78E-15 

sistema primário de raiz 24 33886 4,10472 5,84693 7,82E-14 

ponta da raiz 13 2173 1 13 2,22E-15 

muda 6 32466 3,93271 1,52567 0,19702 

muda +florfrêmea 4 9012 1,09165 3,66417 0,0234977 

broto 1 16152 1,95654 0,511106 0,864469 
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Tabela c: 	aria riiiii:.r dr 	1 	 1 

Ana tomi a 
calo câmbio suspensão 

de célula 

flor semente de 
germinação 

folha mistura floema vagem raiz muda 

algodão O 26 

uva 0 39 

milho 0,07 0.06 34 261 32 

álamo 2,8 4,1 

arroz 0 3 0,08 5,25 1 2 

sorgo 0,46 2 0,21 

sola 1 0,31 30 

tomate 146 

TOTAL 1 	1 92 28 2 0 47 	09 0.14 0,4 4-1 1 Th IT 2,02 

,UE 2 é uma proteína de funçã, 

:iascoct- ecida eehic_findo unta expressão digital ligando-_. . _ 

ccJzes e F iy- ic rrrer T 	r: -.ivies sob estresse de sei_,.-.. 

FUE 3 	é 	uma 	proteína 	ii 

transferência de lipidic cio especifica putativa e="cr.cs i- 

especificamente nas raízes no milho' ;'Tabela - e Tat-.. -. '. 1 , 

porém também na cevada e arroz. Sua expressão nas raízes sot 

seca é conservada por toda a evolução riu sorgo, milho, arre r 

e cevada (conforme mostrado nas Tabela 6 e 1 . Existeii' 

cc o gene também é expresso sob :: 	í,- ::-,] 1 asia.  

~. 	i.:. o arcaz e sob deficiência de nitrogen :.c: ria 

Tabela 4: Expressão digital de FUE 3 rio milho: Anatotior 
Flulavra-Chave 	Palavra-Chave Secundária 	ESTs em Gene 	ESTs na Produção 	ESTs Esperados 	Dobra 	:laica F: 

flor 

muda - flor fêmea 

1 

1 

89278 

9012 

7,82327 

1 

0,127824 

1 

0.999862 

0,550246 

mistura 2 90046 789057 0,253467 0998576 

raiz 30 36059 3,15978 949432 266E-15 

sistema primano de raiz 30 33886 

1 

	

muda 

2,96937 10,1032 0 

2 32466 2,84494 0,703003 0789648 

1 	9012 	1 	1 	0,550246 ' 
muda + flor fêmea broto 

1 	r': ,_. 	C' 3x.12 



Tabela 5: Expressão digital de FUE - _-. mi. ':h_. 	 'r-_, _ 	i - 

Palavra- Palavra-Chave ESTs em ESTs na 

Chave Secundária Gene Produção 
ESTs Esperados Dobra Valor p 

Seca 30 21216 1,85912 16,1367 3,44E-15 

Estresse de água 
17 6113 1 17 0 

48h 

Estresse de água 
6 6417 1 6 1,84E-05 

5h 

Estresse de água 

5h e 48h, oscüaçào 7 2720 1 7 3,76E-09 
subtrairia 

mistura 2 36475 3,19624 0,625736 0,8422 	1 

Tabela 	6: 	Expressão 	digital 	do 	grupo 	ortólogo 	de 	FUE_ : 

ratomia 
semente de 

colmo flor grão folha mistura vaque raiz muda broto 
germinação 

1 	 0,39 	0,19 	0,03 	 2,24 	1,4 	0,18 
cevada 

milho arroz 
0,07 	 0,34 	 2,66 	0.08 

0.24 	 0,9 	031 	0,2  sorgo 
0,67 

TOTAL 1 0,07 0,39 0,19 0,95 	0,34 2,24 4,95 0,58 0,2 	I 

Tabela 7: 	Expressão digital do grupo ortólogo de FUE 3: Tratamento 

resposta á deficiéncias resposta de 
seca mistura patogeno salinidade submerso luz de nutriente fcto-período 

0,81 0,92 0,53 0,07 1 
cevada 

6,51 0,83 
milho arroz 

2,29 8 3,48 sorgo 
1,61 034 

TOTAL 11,22 0,92 0,83 0,53 0,42 8 3,48 1 

5 	 FUE 4 também é uma proteína 

função desconhecida exibindo a expressão d _i; r -1 	 _.1 

sob estresse de seca (conforme mostrado ria Th 

Tabela 8: Expressão digital de FUE 4 no milho: Anatomi 

Palavra- Palavra-Chave 

Chave Secundária 
ESTs em Gene ESTs na Produção ESTs Esperados Dobra Valor p 

raiz 6 36059 1 6 6,44E-07 	1 
sistema primário de raiz 6 33886 1 6 	4,44E-07 ! 
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Tabela 9 : Expressão digital de FUE 4 no  

Palavra- ESTs em ESTs na 
ESTs Esperados Dobra Valor p 

Chave Gene Produção 

seca 6 21216 1 6 2,67E-08 

estresse de 
3 6113 1 3 7,54E-05 

água 48h 

estresse de 
3 6417 1 3 8,71 E-08 

água 5h 

F'UE 5 	 >H:;.~:  

reductase C de Ubiquinol—citocromo C, .._W G_ 

:ressaridc sob diversos estresses e es  

• i e salinidade  

e raízes de arroz. 

Tabela 10: Expre . . -ii 	- i.. 

ESTs 
Palavra-Chave ESTs na 	I 	ESTs 

Palavra-Chave em Dobra Valor p 
Secundária Produção 	Esperados 

Gene 

5.97167 3,75E-09 	—' seca 16 21216 	2,67932 

CONTROLE bem  
1 5966 1 1 0,532021 

regado Oh 

estresse de água 
9 6113 1 9 6,92E-08 

48h 

1 estresse de água 
4 6417 1 4 0,00876739 

5h 

1 estresse de água 

5h e 48h, 
2 2720 1 2 0,0465022 

oscilação 

subtraída 

mistura 3 36475 4,60634 0,651276 0,851418 

Patágeno 1 2260 1 1 0,248934 

Fusarium, 6 h 
1 667 1 1 0,0808552 

pós-infecção 

Salinidade 3 3579 1 3 0,0105368 

150mM NaCI 24 
3 3579 1 3 0,0105368 

h 
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• 
Ir, 

O 

FUE c, 	exibe 	1..- :r, .. _. 

proteína de dedo de zinco associada ao estresse, e; r -. .O. 

milho durante o desenvolvimento de grão e na_ 

especificamente sob estresse de seca (conforme mostrado nas 

Tabelas 11 e 12, respectivamente, . Os presentes inventores 

revelaram que FUE 6 e FUE_40 são parte da mesma transcrição 

EUE 6 representa a região 5' da transcrição, enquanto FT?E_ 

a 	região 3' . Para convenién.: i i, -. r r :. ,. - r i -.L o O ocrsorLo _i 

no presente sob o nome FUE_41 n . 

Tabela 11: Expressão digital is U1  '_ _ _. - 	 :. - . - ... r .500 

Palavra- Palavra-Chave ESTs em ESTs na ESTs 
Dobra 

1 
Valor p 

Chave Secundária Gene Produção Esperados 

grão 1 73038 2,07065 0,48294 0,899148 

f_ 
glurna 1 2043 1 1 0,0564193 

raiz 10 36059 1,02228 9,78202 4,83E-10 

sistema primário 
10 33886 1 10 2,61 E-10 

de raiz 

Tabela 12: Expressão digital de FUE_6 no milho: TratamenL 

Palavra- Palavra Chave ESTs em ESTs na ESTs 
Dobra Valor p 

Chave Secundária Gene Produção Esperados 

seca 10 21216 1 10 2,50E-12 

CONTROLE bem 
2 5966 1 2 0,011856 

regado Oh 

estresse de água 
1 6113 1 1 0,16028 

48h 

estresse de água 
4 6417 1 4 2,25E-05 

I 5h 

estresse de água 

5e48h, 
3 2720 1 3 5,44E-05 

oscilação 

subtraída 

iF 7 é uma proteína hipotética 
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• 

predon;inantemente na cevada e milho nas raJ sac a 

expie saa ]TL._3 e i Je21tc 	'1 .ini_._ L ,... :..co cc seca 	a:; 	ria  

ria ?_;see« 1: 	- - =! - 

Tabela 13: Expressão ilL t01 vìá:, gx ;po asiege ae L _)L.  

flor grão folha mistura raiz 	muda 

cevada 

milho sorgo 

	

0,96 	0,33 

0,15 	0,83 	 0,39 

1,13 

1,86 

4,28 

0,21 

0.34 

TOTAL 0,15 	1,79 	1,46 	0,39 6,14 0,55 

5 	tabela 14: Expressão digital do grupo ortólogo de FUE +: Trat itner. _ 

seca patágeno salinidade submerso 

cevada milho 3,47 0,38 	 1 

sorgo 9,64 

7,75 

1 

TOTAL 20,87 0,38 	 1 	 1 

FUE 8 	exibe 	homologia 	a 

tioesterase Acyl-AC1✓  e expresso nas raízes de milho sob 

estresse de seca (conforme mostrado tia Tabela 15). C°i 

ortólogos de sorgo e arroz também mostram uma ãssociaçL 

Tabela 15: Expressão digiti 	_ 	ï : _ 	-  

Palavra- Palavra-Chave Secundária ESTs em ESTs na Produção ESTs Dobra Va;ür p 

Chave Gene Esperados 

raiz 6 36059 1 6 6,44E-07 

sistema primário de raiz 	6 33886 1 6 4,44E-07 

FUE 9 é uma proteína hioc tétLas 

_ _sa 	aa'as:es i L  ..' _._ 	ob estresse de seca. 

l; 	 FUE 10 	exibe 	homolügia 	=._ 

_í=s 	i_:1::á 	 C 	 : 	 A 5: 

:10 miles (conforme mostrai: na =-> I 	 5,   
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estresses 	abi t l ._ . 	 T'. 	 ::c: . 	_  _ r:ï 

ortóloga na soja. 

Tabela 16: Expresse_. _ii ;- 	,-c 1--  

Palavra-Chave Palavra-Chave Secundária ESTs em Gene ESTs na Produção ESTs 'Esperados Dobra VaLOl p 

flor 1 89278 3,22135 0,310429 0,974291. 

muda + flor fêmea 1 9012 1 1 0,280367 

grão 1 73038 2,63537 0,379453 0,946054 

pericarp 1 9389 1 1 0,290325 

mistura 2 90046 3,24906 0,615563 0,870275 

raiz 8 36059 1,30109 6,1487 9,97E-06 

sistema primário de raiz 8 33886 1,22268 6,543 6,26E-06 

muda 2 32466 1,17145 1.70729 0,329608 

muda + flor fêmea broto 
1 9012 1 1 0.280367 

1 16152 1 1 0.448596 

Tabela 17: Expressão digital de FUE_10 no milho: Tratamerit - 

Palavra- Palavra-Chave ESTs em 	ESTs n 	I ESTs Dobra Valor p 
Chave Secundária Gene 	Produção Esperados 

seca 8 	21216 1 8 1,78E-07 

estresse de água 48h 
6113 1 5 1,72E06 

estresse de água 5h 5 

estresse de água 5h e 

48h, Oscilação 

2 6417 1 2 0,0218099 

1 2720 1 1 0,093796 
subtra'oda 

mistura 2 36475 1,3161 1,51964 0,384279 . ilíL :. 

...r ote 	na induzida 	por impedãnc 	,. 	i -. 

r 	-1'rr:, 	nas 	rol zes 	t i Lbãm ,d ircote, 	os 	estresse de 	sec.: . 

--T~i E 	12 é uma  

l 	_ - 	 i-:'i ï_i 	oxc r co ;.-._ 	r -_iees 	de milho sob 	estresse 	cio 

lo 	iva 	5 (seca) 	e 	em 	outros 	estresses abi©ticon, 	tais 	conr:. 

_ca na cevada. 	nclia t 	_, 

:olor 	cio cera 

• 



;icccr auxina putativa expressa nas raízes pie milho. Lei_,.: 

ortólogos da cevada, arroz e são relacionados à seca, ~ 

como outros estre,-'s; s abióticos e bióticos, 	tais car -, 

resposta de patágen) . Sc:tomate e soja, _-a p pp rr - Leras i_ 	jail_: 

ã resposta aos patóyenos e deficiências -. _ _ ri =1 

FUF 16 	é 	uma  

semelhante a Uclacianina 3, expressa fortemente nas raízes  

de milho sob estresse de água 4conforme mostrado ria Tabela  

_ 	e 	19) . Seus ortólogos da cevada, arroz, soja e tr rs':; t_ - 

Também são expressos nas raízes, porém envolvido: _ 

resposta aos outros estresses abióri-:>: 	..i'..._ .- 

.especificamente ., 	 p 	 , 

dafe rentes 	estresses 	rc 	LT,l1¡. 	a, 

Fusarium) , Os ortól . ; _ _ 	 ¡_ 

expressos especificanrer:L 	t: 	srsasa 	 a Li ir:_'is i r.,_:._i_ 

essa proteína à resposta de planta ubíqua ao estresse. 

F'UE 14 é uma pr : 

exibindo homologia à proteína semelhante a Germina 6. - 

expressão digital de see 

proteína à resposta de pats 	ri:, ; -~, . _ ... 	=r r _ 	_ ;_ 

e deficiência de nitroLi ii -.H . 

0 1cr 

• 

-aavra-Chave Palavra-ChaveSecundátra ESTs em Gere ESTs na Produção ES7s Esperados Dobra guiei f 
flor 3 89278 391163 0,766943 078613 

muda + flor fémea 3 9012 1 3 0,0066734ó 

Raiz 14 36059 1.57989 886136 1.86E-12 
Sistema primário de raiz 14 33886 1.48468 942961 7 90E-13 

meda 3 32466 1.42247 210901 0165455 
muda + flor fêmea 3 9012 1 3 0.0066734L 



Tabela 19: Expressão digital de FUE 16 no mill 	T, _ _gin er _ 

Palavra- ESTs em ESTs na ESTs ! 
Palavra-Chave Secundária Dobra Valor p 

Chave Gene Produção Esperados ~ 

- 	-I 

Seca 14 21216 1 14 3,77E-15 

2 5966 1 2 0,0275854 
CONTROLE bem regado 

Oh 
4 6113 1 4 0,000124308 

6 6417 1 6 estresse de água 48h 

estresse de água 5h 

2,16E-07
__________ 

 

estresse de água 5h e 48h, 2 2720 1 2 0,00622988 

Oscilação subtraida 

• , i :. i 	-'-~ : -_—} r essão, digital doa Trupn ortólocro de Ffue1_ 

colmo flor folha mistura 	1 raie 	:semente 	muda 	i boto iluica 
cevada 1 0,45 0,1 0,48 1 

milho 0,17 2,14 0,48 

álamo 324 1,57 

arroz 0,33 3,62 0,51 

sorgo 0,4 

soja 0,49 0,04 0,07 0,43 3 0,71 0,46 

tomate 0,48 

TOTAL 1 1,11 0,14 0,41 7,41 3 2,11 0,46 1,57 

• 1-cela ;ela 21 : Expressão digital dc' crrupo ortólocro de FUE 

-.tamer-t 
tratament 	seca 
o químico 

estress 
e de 
calor 

light 
stress 

epusta 	noclulação 
a luz 

dohinlocias 	Pa?c,gono 	. 	saai 
de nutriente 	 nid 	I 

ade 

cevada 0,63 

milho 3,98 

álamo 1,12 

arroz 1 0,63 2 

sorgo 1.9 

soja 1 1 1 1,56 5 2,85 1,09 

Ltomate 1,12 

TOTAL 	2 	1 3,98 	1 4 73 5 5.09 1 09 2 



89/164 

hipotética exibindo uma expressão, di .i'.... 	__ :u1.},.: _  

espécies de planta ligando-a à,  res 	t e 	-l._: 	-. 	:11 

cevada e sorgo,, , ass patógenos (arroz soja e tomate) e -, 

deficiência de nitrogênio e submersão na ceva::_ï- 

FUE 30 	e 	FGE 	1 	-_ r _;n. 

selecionados devido a sua anotaç:; - 	ï• 

significativo derivado da raiz, especa:-:.  

FUE 30. FUE 30 e FUE 31 possuem unia atividade 7 r -.-:.-
• 

 
ir 	i_nvertase, 	uma 	enzima 	que 	é 	conhecida 	por 	-,r r•_.:: _. 

senescência quando expressa sob o promotor ativado pc 

senescência (Balibrea Lara, et al. Plant Cell 16: 1276-1287, 

2001). 	F'UE 30 	pode 	prolonga 	as 	características 	de 

permanência de verde da planta e, portanto, a ?:T_.A 	_. 

	

15 capacidade geral de armazenar o nitrogênio no. ri Lee 	_._. 

redistribuição durante o enchimento de grão:.. 

SVE 32 	é 	anotai`; 	comu.; 	u.1.-: 

proteína principal semelhante intrínseca e seu ortólogo ri_ 

trigo contém diversas seqüências isoladas da raiz. Alé?: 

?cl disso, o gene de milho selecionado demonstra homologi_:, 

Brevis Radix. Brevis Radix é um novo regulador _.- 

proliferação de célula e alongamento que, quando desativ,_.I..:, 

cria as plantas com raízes   

Genies and Development Vol . 	. 

75 

	

	 FUE 54 exibe hcICLolugil , O 	Alin<ï 

proteína responsiva de Auxina. Os genes contêm uma anotacá- 

de EST significativa das raízes e tecidos estressados, btu! 
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especialmente 	expressados 	sob 	=. , _, i. 	_ 	t r 	:_ :_ 	_ 

provavelmente enriquc,::id r ra r_. -,i : . 

	

1' ' 	r . _ 	... 

riitrilases. A Nitrilase é urna enzima importante na vi- 

5 biosintética de auxina que converte 3-indoleacetonitril, 

para ácido acético 3-indole Cauxina). A expressão aumentada 

das Nitrilases na raiz ampliará os níveis gerais de cax i17 

induzirá o alongamento da raiz, furada 	 r_, I 	J: 

resposta otimizada gravitrccic.ri., 

_UE 46 e FUE 47, são fatores prováveis de transcrição, tant 

expressos especificamente nas raízes estressadas, quant- 

considerados pelas oscilações de EST fornecendo a.. 

seqüências dos genes. Como esses fatores de transcriçã_, e•. 

15 altamente associados com as oscilações de estresse de _: u_., 

pode ocorrer que ao modificar a expressão desses 

genes que induzem as alterações estruturei: 	:  _ .; 

associadas com os estresses serão ativado:. 

	

FUE_3 6, FLEE: 	__ Uid 	__ 	 .-... 

o 2~~ algum grau de semelhanca aos genes responsivos de ABA e/c:. 

genes anotados de estresse, e possuem um reor sic nificatia_ 

_Ias seqüências derivadas das _.e ila des de raiz. FUE_-- 

possui provavelmente atividade de quinase de proteína con 

uma semelhança notável a um SAPK8, uma proteína que seu: 

2i I-,íveis de expressão são aumentados durante o tratamento cl 

-_--- ._ï sob condições de salinidade, demonstrando um papel ri._L 

::-a do stress. FUE 37 possui quase todas as seqüência: 

.. 	cdir. ._ 	r =cifica,rer,te raiz sub estresse ide 

~JI 



1 	'. 	t1, 	" r_ I  

ia cevada, trigo e cana de acúcar também suportara -, 

argumentação de que o gene é principalmente express_ :az 

raízes. Existem indicações que esse gene implica na resposta 

e1r esse de depravação da água, :socatt: ir_  

t,,x r_ ,t t._ _icy, frio e outros estrear. 

Tabela Tabela 22. Expressão digital do grupa _ 	_ 	a TiL 

I-u1dLunLia 

calo fruto folha mistura raiz muda talo xilema 

cevada 0,35 0,84 0,24 

Uva 237 
milho 026 0,84 

alamo 0,09 7 

arroz 0,26 0,34 

soja 0,29 0,2 0,31 0.21 1 

TOTAL 0,55 2,37 0,99 0,57 1,9 0,24 1 7 

Tabela  Lam. 	E; n es são `ddi titoll. 	•L 	cri_lpr, 	.,r 	I 

yU lratameritc 
saca hormânio 	mistura nodlaçao 	patrogeno salinidade 

cevada 1,19 0,14 

milho 0,4 1 

arroz 2,38 0,36 

~ 	soja 0,4 0,69 1 

TOTAL 4,37 0,36 0,69 1 0,14 1 

TUE 38 é derivado de diversa.- 

oscilações de raiz estressada ?conforme mostrado nas Tabelar 

24 e 25) e exibe uma semelhanca notória a PKABA1. Os nívea 

e transcrição de PKABA1 são escassamente detectáveis nor 

15 	mL1da. 	dr? Ore 	itsenC 	I: rem sáá_ induzidos dramatic ac 

q'rondo as plantas são 	'i Fitas ã desidratação, 	.fir 

as _cesse nsmé ice 	(Holappa LO = 4ti lk_ r-.'irrmrc-ns MT Plant. 

UI 
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fl 

40 

Physiol. Vol. 108:1203-1219, 	1.995) . Urn padrão modificado; .- 

expressão para esse gene pote fornecer tolo  

estresse abiótico, 	vigor alrnenit,dr-, 	.or , t1._. =., _ 	-'_ ir -'-.Ís 	os, ' i _ T 

eficiência de uso dos fertilizantes. 

Tabela 24: Expressão digital do gíriupc, 	_,r `- -our, 	Lie 	F9T 

Palavra-Chave ESTs na ESTs 
Palavra-Chave ESTs em Gene Dobra Valor p 

Secundária Produção Esperados 

cultura de célula 3 16132 1 3 0,0367348 

flor 1 89278 4,14173 0,241445 0,990968 

muda +flor fêmea 1 9012 1 1 0,344935 

grão 1 73038 3,38834 0,29513 0,976577 

endosperma 1 25774 1,19569 0,836336 0,709829 

mistura 2 90046 4,17736 0,478771 0,944464 

raiz 10 36059 1,67283 5,9779 1,04E-06 

sistema primário 
10 33886 1,57202 6,36125 5,83E-07 

de raiz 

muda 1 32466 1,50614 0,663948 0,792566 

muda + flor 
1 9012 1 1 0,344935 

fêmea 

Tabela 25: Expressão digital do orupc ortblogo de F7JE_38: Tratamenos  

seca 
tratamento de 

hormõnio 

resposta à 	tratamento 
mistura 	nodulação 

luz 	mecânico 
patógeno salinidade: 

cevada 0,26 0,93 

milho 2,3 0,45 0,93 

arroz 065 0,13 

sorgo 0,26 0,46 2 093 

soja 0,26 2,75 0,14 

TOTAL 3,07 0.46 0,65 	2 	045 	2,75 0,27 2,8 

1 	foi 	seiecioi ai.—, ,4_,::0::10 

7z_5. 	'.:i._._..'. 	 t.'yfnpiS 	de 	mI_ï_-=, 

..~ ~p on ível =11. 

li) 	rtp: /%ar 'ril! 	 - 
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Js 	erïes 	c0E1 	pr_ _ .. 

enriquecida nas raízes e altamente rest-,1r 

estresses abióticos (salinidade, osmót __ 	- 	.~ 

identificados. Um das genes possuía um ortólogo no milri 

5 	(FUE 48) 	que demonstrou teor otimizado das seqüências 

derivadas de rai.:. 	ortólogo provável de sorgo é um genl_ 

principalmente .:iLSStO pelas seqüências derivadas O.. 

estresse, especificamente das condições do estresse de ágá:-: 

e seca (conforme mostrado na Tabela 26) . FUF  

• I:emelhanc:a a SIP (Proteína de Submersão da Semente'. 

Tabela 25: Expressão; dig i tal do ocupo ortólogo -I- PuS  

TratamenLoo 

estresse de 
Seca 

calor 

tratamento 

de hormónio 

resposta a 
Nernatoide 

luz 

delicienceas de 

nutriente 
patogeno 

inedad 

e 

cevada 0.98 

algodão 0,09 

— milho 0,73 - 0,18 

álamo 0,11 0,23 0,25 

arroz 0,51 0,19 0.27 0.53 

sorgo 3,20 0,71 0,04 0,15 

soja 0,41 1,78 0,40 0,16 0,18 

tomate 0.12 0,13 

TOTAL 5,42 	0,71 

_- 

0.27 	0,75 1.78 0,76 0,77 0.80 

	

11539 	é 	uma  

	

au. ia i. I1ur.: _ 	_ 7: -" 	calcineurina B expressa _alo 

raiz. As calcineurinas são Ca'' que sentem as quinases 

ercteiria reguladas diferencialmente pelas condições 

_stresse, tais como, estresse de sal, seca, frio e prejuíz . 

cálcio e envolvido em diversos comportamentos importantu.-

la 

 

raiz, tal como, gravitropismo, hidrotropismo, etc., e 

2~ 	um 	importante 	segunde 	mens-ncie rr: 	para 	-ii ',~ 	- ~=._ 	--_• F~ 
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transduçãc de sinal. A ativação core i::_ì 

proteína em que FUE 39 está envolvido   

propriedades vantajosas ou traços desejados - :rLI-:.:.._-.i_  

planta de referência, incluindo tolerância melhorada a: 

estresse abiótico, vigor 	 r_ , 

melhorado do fertilizante, eta, 

expressos nas raízes especificamente nas condis.---:- .i,= 

estresse. Q ortólogo de sorgo de FUE 4O a rrIi 1 

Ia seqüências derivadas dos tecidos estressado. 	-_ 

raízes. 	FUE 41 	e 	FUE 10 rr,_ S tr_.r 	seai.elhara a 	as 	13rc_~t _ír'<s. 

responsivas de estresse. 

F Ui L , r UE 4 e FUE 45 pa  

uma semelhança distante a uma proteína de estresse uni-  

IS 	de E. coli e suas seqüências de composição contêm uma 1H::— - 

significativa dos tecidos esta 	, ï._:  

mostra ìr ar Tabela  l... F_..-. _ 	_.. 	i, _.i 

FUE 4 -ï 

S 	 : < t; 	 44 e FUE 45 mostram urre FUE 44 c__ 	_ _ ..... i -~~~ --.,1 . n ,.fie etileno. 	_ 

um diferente promotor têm a  

	

icalmente sob 	 - ectop  

de produzir efeitos favoráveis rias plantas 	j;.... _, 

25 tais como, tolerância otimizada ao estresse, crescimenfi 

melhorado em condições ideais e adversas, principaH a- t= 

devido às prováveis modificações na arquitetura da raiz. 

Tabela 27: Expressão digital do grupo ortúlago de E'UL 41: 
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• 

Oscilação seca Tratamento resposta a 	mistura 	nodulação deficidncias patogeno 	salinidade 

de de luz de nutriente 

Controle hormônio 
cevada 1,00 0,33 0,09 

milho 1,42 1,55 0,83 

arroz 0,83 1,64 

sorgo 1,60 0,91 0,63 

soja 0,43 0,81 0,22 

tomate 010 

TOTAL 1,00 3,86 0,43 2,88 	1,55 	0,81 0,63 0,41 	0,83 

label 	? 	rr }_ 	í 	.t.a 	I, 	 atllonc. be-- 	F1--. 

Tratamento 

tratamento 

quimico 

Seca resposta a nematoide 

luz 

deficièncias 

de nutriente 

patogeno salinidade submerso 

cevada 0,66 0.28 

uva 0,07 

milho 0,92 1,69 

álamo 0,52 0,20 

arroz 0,50 0,07 

sorgo 0,66 0,50 

soja 3,00 0,44 0,33 	2,00 1,30 0,08 0,85 	5,00 

tomate 

TOTAL 3,00 2,67 1,34 	2,00 1,82 0,69 2,54 	5,00 
1 

FUE 50 	foi 	selec oriab'._ 

	

- 	 .1e e_ pz -ssào de Arabid: 	 L 

arranjo, em que os genes específicos 1L,  

selecionados, se também fosse responsivos à auxïna 

_'-il.eno. De acordo com a expressão digital calculada, 

;_t:t ,logo de milho apresentado r-esta invenção é expresso ra :. 

	

lei 	 i_, 	-s 	•.:.:'b: 	 s 	i:: 	água 	e 	nos 	t~ . 	-i 

r 	1. .__ _ r ads 's. 	 I 	tbiaes . 	isso 	i: _ ', lho mostra seme -...__ _ =. 

à 	nodulina, uma proteína conhecida con 	; ta tez_ _ c 	 ...  
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(Papadopoulou et ai. Plant Mot Piei. l c ; 30:4U3-17 

FLE 5 c 1 é um transporta o _,r cio 

aminoácido putativo de Arabidopsis thaliana que rr:•cs)ee 

expressão aumentada sob salinidade, osmbtico e também -. 

5 responsive ao ácido abscísico (ABA - hormônio de resposta se 

estresse abióticc:. FiTE 51, uum homologo dc: milho de FUE 501 

seq'i e_ .- 	., 	_:i- 	ccrr 	.-.- ei 	-n-,  

tentativa como um transportador de aminoácido. 0 ortóle-í 

• sorgo de FUE_51 é envolvido nas respostas de estres:_ 1. 

acordo com a expressão digital. Seu ortólogo de cevad- 

possui seqüências derivadas das raízes e raízes estressadas. 

Da 	mesma 	forma, 	o 	ortó' o oc 	de 	Frio: 	m..::-gera 	1,i  te c _ -._ 

seqüências derivadas da rei:.. 

15 

aminoácido putativo que mostra ã ezocc 5 	onireritocei dii 

o 	estresse de salinidade e osm : - . _ _, 	rei 	r Iï 

brotos. FUE 52, seu ortólogo de milho mais próximo, tambeii 

possui semelhança às proteínas de transporte de aminoácido e 

2( nossui uma representação signific..cre cinei .. 

T_ 1  - `= ïei 	possui 	uma 	expre :;:;_.,; 

impressiva 	nas 	s ILLenLe,s, 	sugerindo 	um 	forte 	par-•E_'1. 	f =: 

captação de aminoácidos nas sementes de desenvolviinI-:,F_... 

Além do gene ser fortemente regulado de forma ascendente ser 

= 1 - oidade e em resposta ao metil j asmonat . FITE 504  fc 

lhidc por sua forte resposta a ABA, à salinidade:-: 

t.; ecialmente do broto) , a asmático e frio. FUE -4O -- :_- c-ra 
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uma forte semelhanca no nível dos aminoácidos traduzi 1.- 

para FUE 504, 	p risr 	:i n: 	iv 	iv:.:-I 	to 0  

codificação. 	Seu 	ors 	I.c 4- 	i- 	 o 	c :~: 	._ o _, .~-__ .. _i 

significativamente derivadas do estresse de oscilarcões 

5 água/seca. 

e 	_,It. -_r _ansportador 	_. 

aminoácido putativo coin quase todas as se:-iairr I 

os genes derivados da raiz e es eci 

estressadas. 	Os 	ortól: 	.:: 	;.. 	.. 1 : - , 	: r : _ 

• Icy 	diversas sequin-ias dc i i _, L -  

-re estressa. 

semelhanças aos transportadores de aminoácido. FUE 102 

especificamente composto das seqüências derivadas das muda: 

15 	tratadas a frio e pente do ,relha :];.: ai ide in_ ertad 

pató -J: I: - 

semelhança notável a isopenteniltransferase de tR.N», 

enzima importante na via metabólica de citociruins. 

?a expressão aumentada de FUE_55 nas raízes ou brotos aumentar 

os níveis de citocinina levando à expansão aumentada - 

=olha e duplicação de célula, senescência atrasa 

resistência aumenta=i; Jo 	_ S 	li..-. 	 : . 

stimizada 

	

	do 	nitri :• ,. i _ , 	:. 	JI' 	•v-:eH 	; 

20 expresso no endosperma, um tecido que é provavelmente =. 

avio f::Jo ira 

R TI 505 	é 	Lua 	fator 	iv 

non 	0=000I._'t _ 	ii'_ -.t - . _ 	I_ _ . . _I, 



listas importantes de genes. Ulna 	_ t _: 	t-i, u` 

são responsivos da Zeatina (a  

naturalmente ocorrente) enquanto a 	 I: 	:.._.. 

contém os genes induzidos por nitrogênio após a adição di- 

nitrogénio às plantas deficientes em nitrogênio (Wang 

al., Plant Physiology, June 2003, Vol. 132, pp. 556-5s_ 

FUE 50íi foi averiguado no agrupamento de ARR (reg-.: 

resposta de Arabidopsis) que media a resposta 

citocinina . 	nA 	produção 	de 	cia- - i , ,•-. 	TIT 	 - - 

o Hi 	mediante a disponibilidade do nil 	-.. _  

ett. Vol. 436, pp: 76-8Q, 1998 . ..ua co-regulação junto cc:.. 

ARRs indica um possível papel ria resposta de citocinina. 

altamente provável que a expressão constitutiva de FUE_5o' 

l :. 	i- 	~._ 	 invento de plants 

= 	r . __ _ y 	lo 	citocinins 	ii : 

broa -, 

i.._T ,i-'- 

sat 

r - _iI: , 	.. _i a 	-- 	-' 'c 	ír. .- i_lícic_ 

• ~~i lua 	níveis 	de 	ITt .NA 

determinados usando o ensa1.'? la rr l"i c cão reversa seÇll..i IlL 

por ama anãl ise de EC R. em Ter[ -', I Fil quantitativa .qRT-P '.: 

os níveis de RNA são comparados entre os difan ote• 	L 

	

etapas de desenvolvimento, condicões de c 	.. :. _ :: 

5 .diferentes históricos genéticos. _lia análise de correlacãc 

as. i.iveis de mRNA em diferentes condições 

l i. :I _ _.i 	históricos i_ ,,,r 	coro orova oro. 	 rara _ 

i; cena 00  
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9K 

Métc Oco. 

folhas foram cortadas frescas _:.-:  

cultivadas em baldes brancos de 10 litros enchidos cc.r. 

5 Vermiculita Tamanho 3. Os baldes foram regados com água 

torneira até as sementes de um híbrido comercial germinar_;_:.. 

Durante todo o período de crescimento (5 	e .,:= , -.c 

plantas foram irrigadas com 2 litros/baldeí cco 	. I[ 	I~~  

olucão pH 5,7 - 5,8 contendo lrr í de C Cl 	1mM de Cf 

Ii} lmfs. de KHPO, 7mM de {!ri e ecacietel ua bier._;-elemen'_..o. 

nitrato 	de 	amônia 	foi 	adicionado 	nas 	segui:ite.r: 

concentrações: 5 mM, 0,5 mM, 0,05 mM, 0, 005 mM ou nenhuma. 

Para os experimentos com o Nitrato de potássio, ao invés (-,.-

1 de amônia, as concentrações eram conforme segc,- 

15 	i 	1 , 9 mM de Mg SO,, 1 mM de NH PO,, 5mM dc F, 

qualquer uma das í oIicentrac je- 	. -fie 	.IBC) , : 5m0: 	:01,  

0, 01 mM, mantida em uma concentração fino l i:-- oc cOrn  

mM com concentrações complementares de KG 1.. 

RT-PC R 	err  

6 'u Quantitativo 	(qRT-PCR) - Para verificar os níveis d- 

expressão, especificidade e associação de traço, -. 

Transcrição Reversa seguida por PCR em Tempo Rea_ 

quantitativo (qRTPCR) foi efetuada no RNA total extrair._I 	o-- 

diversas  partes da planta, incluindr, por exemplo, f_l..0.-; 

25 maduras e jovens, raízes e meristem.as de raiz, casca:, 

.-- - rias, sedas, etc. das plantas cultivadas no solo ._u vas.,n. 

o condições deficientes de nutriente ou ideais confcrrn 

rir ... 	 ;:_ 	 1.. 	- _ r,-. 	?ti .-;i. 	som.- ioeL  
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para todos os genes, previamente previstos 

i:• I. 	rr:::::oo 	Ti:i.T 	 o 	5»: lul. 	iCO 	(A 	.00 

status de nutriente da planta foi analisado. 0 RNA total foI 

5 extraído das folhas ou raízes do milho, usando mini-kit d 

planta RNeasv (Qiagen, Alemanha) usando o protocoi. 

fornecido pelo fabricarLri. A transcrição rev. 

realizada usando 1,5 ig do RNA total, usando 300 U 

de Transcriptase Reversa Super Script II (Invitroo. , - 

ID rig de hexâmeros de deoxinucleotídeo aleatório (Inv:ri :-.. , 

.500 t14 de mistura de dNTPs (Takara, Japão), volume 0,2 de o 

tampão 5 RT 	(Invitrogen , 	0,0111 DTT, 	60U de RNA5_: 

(Promega) , DDW tratado por DEPC foi adicionado até 37,5 tl. 

As reações de RT foram incubadas por 50 min. a 4 	11:, 

5 seguido por 70 00 por 15 min. O cENA foi diluído em 1:1: u: 

Tris EDTA, pH=8, 5mL do cL'NA diluído foi usado para oI*i 

T- PCI 	ouantitat 	I 

realizado no oDNA 5 pL , usando x 1 mistura master SYIP 

GREEN PCR (Applied Biosystems), iniciadores dianteiros e 

20 reversos 0,3 LM cada, e DDW,  foi adicional até 20 viL. A 

read:: de qPCR foi realizada em uma máquina de PCR em 

eai. Ctraíagene MX 3000 com a seguinte condição 50 	ì. 

1Mil-1, 95 00  por 10mm, 0:1 vezes de 95 °C por 15 seu 

uO 	seguido por 95 	por 15 seg, 60 00 por 60 »; 

rezes de 60 °C por 10 seg + 0,5 °c aumento em cada ciclo. 

cada gene, uma curva padrão é preparada a partir de ou 

de RTs de todas as amostras, em 5 diluições (diluiçõu» 
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padrão [ct (limite de ciclo,) vs. log concentração 

ter R>=O, 98 com uma eficiência rig, faixa ia iii 	+/- 

níveis 	da 	expressão 	(Qt, 	e -:Iï 	1:'' 	,i 	r 	: 	;ill  

usando 	a 	eficiência 	(E) 	da 	reação 	de 	amplificação 	e 	CT 

5 correspondente 	(o 	ciclo 	em 	que as 	amostras 	cruzaram 	o 

limite) 	Qty=E-' 	:'. 	As 	curvas 	de dissociação 	obtidas 	foras 

qualificadas 	para 	a 	ausência dos 	produtos 	e 	POR. 	ia 

específicos 	ou 	inicia:_i 	r- iirT erns . As 	reações 	foram repeti l_._ 

pelo 	menos 	duas 	vezes. 	O 	m - 	i, 

In _,ssuncão 	de 	que 	as 	eficiênci-: 	i_:: r 	 -is 	i,- 

o interesse) e d©s genes de rotina são semelhante:. 

Para normalizar 	ar;. 

expressão 	entre 	os 	diferentes tecidos 	e 	condições 

crescimento 	das 	plantas 	de 	milho, a 	expressão 	de 	c-:- 	, 

15 foi 	dividida 	pela 	média 	geori.étrica da 	express.  

seguintes 	quatro 	genes 	_ - 	-.,.Ac os 	;r 	t 	ï: 	,-.1: 	- 	1T 

A'._'1Q-7lOEI , 	e 	RPL19 	(Canino]-: 	Ase.  _ 	_1 

IGenBank Ace N° 	X68678) 	e 	fator 	1 de 	Alcocamento 	alfas 	LF1r''_, 

GenBank Ace N° _ÁF136823; 

Q -u Tabela 	29: 	Os 	seO iii 	= ; 

análise de qRT-PCP: 

GENE NICIADQRJSEQ ID II' 

INICIADOR DIANTEIRO DE Actna: CCTGACTGAACGCGGCTACTISEQ ID N°:1344 

Iniciador Reverso de Acting CAATGGTGATGACCTGTCCGTISEQ IiD N°1345 

Iniciador Dianteiro RPL19: GGAAAGGCAAAGTCTGGCTTGÍSEQ ID N°:1346 

RPL19 Iniciador Reverso: GCACGGGACCTAGAGTGAACC /SEQ ID N° 1347 

Iniciador Dianteiro de Ciclefilina: GGACAGCTCTCCTAGATCTCTCTGWSEQ 1D N°1348 

Iniciador Reverso de Ciclofilina, CTAAACCGCTAAATTAAACTGCGAGISEQ ID N°:1349 

Iniciador Dianteiro de EF1A GTGAACATGCTCTCCTTGCGTISEQ ID N1350 

Iniciador Reverso de EF1A: ATTTGGGAGTGGTTGCATCCISEQ ID N°:1351 

Iniciador Dianteiro de FUE 1 	 ACTTCCACTGCGCGTAGATGNSEO ID N°:1352 
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Continuação da tabela 29 

Iniciador Reverso de FUE_1 ACGGAATAATGACGATGAACCACISEQ ID N°:1353 

Iniciador Dianteiro de FUE 2: CGAGCGACTCAAACCATGCISEQ ID N°:1354 

Iniciador Reverso de FUE 2 TCTTGGTGATTGAATCCAGCGISEQ ID N°1355 

FUE 2 RT 2F GCATGGTGGGTAAGGTTTTCTT7SEQ ID N°:1356 

FUE 2 RT 2R CAATCTTGGTGATTGAATCCAGCISEQ ID N°1357 

Iniciador Dianteiro de FUE 3 CACCATCCACGCACTAGTACGTISEQ ID N°:1358 

Iniciador Reverso de FUE 3 CAGCTAGCCGCTTCGAGAGATISEQ 1D N°:1359 

Iniciador Dianteiro de FUE 4 AAGACGCCGATCGATACATTGISEQ ID N°:1360 

Iniciador Reverso de FUE_4 ACGTATTGAGTTCAGTTCTTCATGTGTISEQ ID N°1361 

Iniciador Dianteiro de FUE_5 CCATTCAGAGGATATTTGGGTGA/SEQ ID N°1362 

Iniciador Reverso de FUE 5 AATACTTGCGACCATGTCTATGGA-/8EQ- -ID- NO 1363 

Iniciador Dianteiro de FUE 6 CCAGTCCACAATCTCCCTGCC/SEQ ID N°1364 

Iniciador Reverso de FUE 6 GTCGTGCGCCTGGCCAAAG/SEG ID N° 1365 

iniciador Dianteiro de F'UE 7 CTGCGGTCAGAAATCTTATCGTCÍSEQ ID N°1366 

Iniciador Reverso de FUE_7 CGAACACAAAATCAGGCGTCT/SEQ ID N°.1367 

Iniciador Dianteiro de FUE S CTTCCGGCTGGGTAAGTTTG/SEQ ID N° 1368 

Iniciador Reverso de FUE 8 ATGGTTCAGTGCCGTCTCCTISEQ ID N°1369 

Iniciador Dianteiro de FUE 9 AAGAAGAAGCGACACAGCTCAAC/SEQ ID N°1370 

Iniciador Reverso de FUE 9 GCAGCAGTAGGATGTGCGATC/SEQ ID N°:1371 

FUE 9 RT 2F CAGCTCAACTGCTCAAGGACAG/SEQ ID N° 1372 

FUE 9 RT 2R GGCGCAGCAGTAGGATGTG/SEQ ID N°:1373 

Iniciador Dianteiro de FUE 	10 CGATGCCTACAAGAACTACACCGISEQ ID N°:1374 

Iniciador Reverso de FUE 10 AGTGGTTCTTGTCCGTGTTGAAGJSEQ ID N°1375 

FUE 10 RT 2F GCCGATGCGTACAAGAACTACACISEQ ID N°137 6 

FUE 10 RT 2R TGAAGATGAGGAAATCCCCGISEQ ID N°:1377 

Iniciador Dianteiro de FUE 	12 TCCTGTTACAGATGGCATCCG/SEQ ID N°:1378 

Iniciador Reverso de FUE_12 TCTCTCTCCTTAGTGAAGACGTTCGISEQ ID N°1379 

FUE 12 RT 2F AGAATCTTATAAAGCCCTCACATCGT/SEQ ID N°:1380 

FUE_12_RT 2R GATGACACGGGCGAACAGTAISEQ ID N°1381 

Iniciador Dianteiro de FUE 13 CCGCCACCTTTCCTACGTACISEQ ID N° 1382 

Iniciador Reverso de FUE 13 TCGGTCTATACTCGATTCGAAGCISEQ ID N°,1383 

Iniciador Dianteiro de FUE 	14 TCTGTGTTGCTGATATTCACTCTCCT/SEQ ID N° 1384 

Iniciador Reverso de FUE 14 CCTTACTCTTCATGGTGTCTCTAGCTT/SEQ ID N°-1385 

Iniciador Dianteira de FUE 	15 GGCCGCCTGTTAGGAGCTAISEQ ID N°1386 

Iniciador Reverso de FUE 15 CGCCTCACTCCTACCTTCATCT(SEQ ID N°1387 

iniciador Dianteiro de FUE 	16 AAGAGGCAGTGCTGTTTCCGT/SEQ ID N° 1388 

Iniciador Reverso de FUE 16 GCCAGAATCGAGCATAGACCANSEQ ID N°1389 

Iniciador Dianteiro de FUE_17 GCATCAAAGAGTGGTCAATTCACAISEQ ID N° 1390 

Iniciador Reverso de FUE 17 CACCCTCCTTTGCAGTGCAISEQ ID N°1391 

Iniciador Dianteiro de FUE 30 CCAAGTCGTCTCTTAGTCCGGAJSEQ ID N°1392 

Iniciador Reverso de FUE 34 CAGGATGCACGTCTTGCCT/SEQ ID N° 1393 
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Continuação da tabela 29 

Iniciador Dianteiro de FUE 31 ATGTGCAACGACCCTACTAACTCC/SEQ ID N°:1394 

Iniciador Reverso de FUE 31 TCAGTGTCCTCAGCGCGATISEQ ID N° 1395 

Iniciador Dianteiro de FUE_32 CTCGAGCATCACTCAAACCACTAC/SEQ ID N°:1396 

Iniciador Reverso de FUI= 32 GCCAGGCCCATTGAATCACISEQ ID N°:1397 

Iniciador Dianteiro de FUE_33 CAGCGCTGTATGGTAAAGGTATTGISEQ ID N°:1398 

Iniciador Reverso de FUE 33 TGTGTCATGGAGGCTTGCCISEQ ID N°:1399 

Iniciador Dianteiro de FUE 34 GCCACCAACTCCATTCAACTTTÍSEQ ID N°:1400 

Iniciador Reverso de FUE 34 CTCTTATTeATGGGeTTAATTGCAI-SEQ ID N°1401 

Iniciador Dianteiro de FUE 35 GACGCTCTGATTAGGCTAGGGACISEQ ID N°1402 

Iniciador Reverso de FUE 35 CCCTGCTGTTACGTGGCCISEQ ID N°1403 

Iniciador Dianteiro de FUE 36 TCAGTGAAGATGAGGCTCGCTANSEQ ID N°1404 

Iniciador Reverso de FUE 36 TCCCATCTAGAAGTGTGTTCTCCAISEQ ID N°1406 

Iniciador Dianteiro de FUE 37 TGTGAGCATCAACTCTAACATGGWSEQ ID N°1408 

Iniciador Reverso de FUE 37 TGACATAAATTTCACACATTCACATCA/SEO ID N°1407 

Iniciador Dianteiro de FUE 38 CTATGGAAATTTGTCACCGTGATCISEQ ID N°1408 

Iniciador Reverso de FUE 38 TCGCAAATTTTCACACGAGGTISEQ ID N°:1409 

Iniciador Dianteiro de FUE 39 CCGATGAGCTAGGAGAAGTGTTGISEQ ID N°:1410 

Iniciador Reverso de FUE 39 TTTGGCCGATTGGGTATGTCISEQ ID N°1411 

Iniciador Dianteiro de FUE 40 ATTGCAGAGAGGGAAAACGTAAGAISEQ ID N°:1412 

Iniciador Reverso de FUE_40 AAATCAAACACGTCCAAGAACATCISEQ ID N° 1413 

Iniciador Dianteiro de FUE 41 AAATATTTGTCCTATGGGAATGGGISEQ ID N°:1414 

Iniciador Reverso de FUE 41 AGTATAATAGTTCTGTCCAAAGTTGCGTISEQ ID NG:1415 

Iniciador Dianteiro de FUE 42 GGTTGCGCGCTCTGACTTAISEQ ID N° 1416 

Iniciador Reverso de FUE 42 CCAACGACTCGCCTTCCTAACISEQ ID N°1417 

Iniciador Dianteiro de FUE 43 CTTTGTAAACCAATGCCATCAGTTAGISEQ ID N° 1418 

Iniciador Reverso de FUE 43 GCTGGACTCTCTTC.ACTTCGCT/SEQ ID N° 1419 

Iniciador Dianteiro de FUE 44 GCACTGATCAATGCCGACTGISEQ ID N°1420 

Iniciador Reverso de FUE 44 AAGGATTGGATCGGATACTTGTAGNSEQ ID N°1421 

iniciador Dianteiro de FUE45 TTATCCATGATACCCCGCTGA/SEQ ID N°1422 

Iniciador Reverso de FUE 45 GTGCTTGTTGACTTGACGACGISEQ ID N°:1423 

Iniciador Dianteiro de FUE_46 AGCAGCCGCTGTGTATAACAAG/SEQ ID N°:1424 

In€ciador Reverso de FUE 46 GGAAGGGAAAGAGGACGTCAAISEQ ID N°:1425 

Iniciador Dianteiro de FUÉ 47 TGAACCTACTCTTTGGGATAGCTGTISEQ ID N°:1426 

Iniciador Reverso de FUE 47 ACGTGGAGAATTACATGCTGATAGTT/SEQ ID N°:1427 

Iniciador Dianteiro de FUE 48 ACCATTGTTAGTGACTTAATTACCCTCAISEQ ID N°:1428 

Iniciador Reverso de FUE 48 CGAAATCGATAGACCACACACG/SEQ ID N°:1429 

Iniciador Dianteiro de FUE 49 CCCTTCTACAAGCAAATACTCACTCCISEQ ID N°1430 

Iniciador Reverso de FUE 49 GACCCTCTCATCTCTTATTGAACCAISEQ ID N°1431 ' 

Iniciador Dianteiro de FUE 50 GGCGATCCAACGGAGAAGTAGISEQ ID N°:1432 

Iniciador Reverso de FUE 50 ACATCGGCAGCACGGAGT/SEQ ID N°:1433 

Iniciador Dianteiro de FIJE 	51 CCGGTGCATAAGGAAATACGAGISEQ ID N° 1434 

IJ 

ç 
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Cortitinuaçào da tabela 29 

Iniciador Reverso de FUE 51 GACAGATTGAAAACTGCCCCAG/SEQ ID N°:1435 

Iniciador Dianteiro de FUE 52 GTCGATCATCGCATTCTCCAISEQ ID N°:1436 

Iniciador Reverso de FUE 52 TCCTTTCATCGTATCCCCCATISEQ ID NO: 1437 

Iniciador Dianteiro de FUE 53 CAGATCTTCTTCTCTCAGCTCCCTISEQ ID N°1438 

Iniciador Reverso de FUE 53 GGGCTGAATCAACGTCGACTISEQ ID N°:1439 

Iniciador Dianteiro de FUE 54 GAAGCTGTGGGTCTCAAGGGfSEQ ID N°:1440 

Iniciador Reverso de FUE_54 AGGTCGGCACGTACTCGGISEQ ID N°:1441 

Iniciador Dianteiro de FUE 55 TCTACATCCAGGGTCTCGTTAGCISEQ ID N° 1442 

Iniciador Reverso de FUE 55 TTCATCTTCATCAGTAAGACCATCATCISEQ ID N° 14 43 

Resultados 

:i=.1 _ se 	is 	,T-P _ 	ern 	Ternpr_ 

• ieal 	forneceu 	comprovação de que 	as 	seqüências 	selecionadas 

em 	silício 	de polinu;_ 	i 
Uso 	de 	Nitrogênio. 	Ui ,    .r, _.s 	n1•L 	i 
escolhida devido a sua associação com a seca, 	os 	genes 	foray; 

averiguados 	como 	responsivos 	ao 	status do 	Nitrogênio 	dentre: 

da 	planta, 	sugerindo 	urna 	diafonia entre 	o 	estresse 	,.s 

deficiência 	de 	nutriente 	e 	seca. 	A comprovação 	de 	que 	_ 

Icy painel 	de 	RNA usado 	nesse 	ensaia não reflete 	as 	alterações 

genuínas 	associadas 	as 	e- =, __ en 	iL ei L r 	1ii:_  

encontradas 	nas 	Fi'rur• se 	en-c, 	e:i. 	;-_e :5 	40005 	.555i/'_d,.i 	: 
à 	 do nitro 	r ._.. 	is associados 	captação e assimilação 

_.iterações em seus níveis de expressão de 	acene 	- 	S 

15 do fertilizante de nitrogênio usado na solução de irrigaçi.  

Js gráficos representam os níveis normalizados de expressão 

encontrados para cada gene, divididos pelo nível do 

expressão na concentração mais alta do fertilizante do 

nitrogênio usada na solução de irrigação. As Figuras 3A e iL 

20 mostram os resultados encontrados para dois transportadores 

ìe nitrato de alta afinidade e de amônia, respectivameri- . 

Uonfcirrrte esperado, em concentrac.Les mais altas do s. i.1bst.ra:s _ , 
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a expressão dos transportadores de alta ati , 	i, 	1_. _í._: 

de forma descendente, De forma oposto, esses transportadorao 

de alta afinidade, obviamente essenciais nas condições e1ì 

que o substrato é escasso, são regulados de forma ascendente  

5 em baixas concentrações de nitrato e amônia (vide Figura 

e 3B). Conforme esperado para duas enzimas chave na via i-- 

assimilação do nitrou _ : i. 	t_ , _ 	- .o. , 	_.._ 	1 .. iL -iì  

e Sintase de Glumariu,,-.. 

ascendente sob altas condições de substrato, conform. 

in 	estrado na Figura 3C e 3LD, respectivamente. Tipicamente, c 

i.-.ransportadores de baixa afinidade são regulados de forma 

ascendente com alta concentração do N. De forma oposta, c.- 

transportadores de alta afinidade são regulados de form=; 

aminoácidos) são reguladas de forma ascendente na presença. 

de nitrogênio. Os genes identificados no Exemplo 1 mostram a 

comportamento responsivo 	distinto 	do nitrogênio averiguada- 

cora 	os 	genes de 	controle 	Figuras 	3 A-D;). 	FUE_3 (confer; 

u 	mostrado 	na Figura 	4A) 	mostram 	a regulação de 	ferir- 

7rimioaj 	poro as 	mmd '0.0. 	1' 

indicando 	uma clara 	associação 	desse gene 	com o status 	de 

:iitroçêriio 	da planta 	e, 	assim, 	sua relação 	às resposta._ 

5 	relacionadas do 	nitrogênio. 	._ 	mesma 	regulação de 	form,a:. 

-,scendente 	encontrada 	para 	FUE 3 foi 	encontrada F.o 	-. 

iiversos 	outros genes 	incluídos 	rio Exemplo 	1, tal 	1 

W. 	(conforme 	mostrado 	na 	Figura 4B1 , 	FUE 	l'":':,coiaforaic  



	

- 	- 	 - n _ 	I_ 	z 	r_ r LI r 	 T r ~- 	 r .. 	: a 	ï 	r 	i: 

4L:'i, 	EUE 34 	(conforme mostrado na Figura 4E j, 	FUE 

,conforme mostrado na Figura 4F) , FUE 43 (conforme mo._ostr_=:_i 

na Figura 4G), FUE47 (conforme mostrado na Figura 4_-: 

FUE 48 (conforme mostrado na Figura 41), FUE 49 {cor'.__:: 

r7lostrs -i 	Fura J 	FLIP 	- 	_t 	:lI 	Irl ..ar t : 	I. 

Exemplo 1 estão os genes que mostram uma regulação de forrr-: 

,scendente firme quando o fertilizante do nitrogênio estiver 

m pouco abastecimento. Esse tipo de genes é esperado par,_: 

estar relacionado às vias envolvidas na assimilação 

nitrogênio, armazenamento e uso sob condições de deficiêr:. 

de nitrogênio, conforme no caso dos try 	-. 

IS nitrato e amônia de alta afinidade (Figura. 

Figura 5A mostra os resultados para FUG: 4, um gene que pass._: 

por uma forte regulação de forma sceridente em baix,_: 

disponibilidade do fertilizante de nitrogênio, indicando OIL. 

uapel claro desse gene na resposta endógena da plr: 

~ti 	s condições deficientes de nitro én 	I.a mesma - 	 C 	 g 	 , 

. - 	 .: 	 O. 

conforme mostrado na Figura BE, FUE 37 (conforme mostrad_ 

:ta 	Figura 5C) , 	FUE46 	(conforme most:.  . r:_; 	. _ .._ 	r_ 

s 	iIp.. 5 fl ;•~ I,f:- rire r-icstradP- ria Figura BE. - 

'..i-fiados 	aqui 	upr:;S üta 	1ctrc.T erne 	imr _'.  

	

próxima entre os 	 - 	í.__ 
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ias sE)Ia:555 is 	T! 

EXEMPLO r 

vetores binários para expressão da plan .. 

Estratégia 	1 

Vinte e oito genes dos 51' ones  

selecionados no Exemplo 1 e validados no Exam la _ _a -_in.,=, 

foram clonados em ver_ores b i ririas para a _íe, r:siv 	ias 

plantas transgênicas. Para clonagem, a estrutura de leitur_, 

or = Jo sIror:tLeaLo 	_.RF) foi primeiro identificada. 

is agrupamentos de EST e, E_.- 

alguns casos, as seqüências de mRN , foram La.: 

identificar toda a estrutura de leitura aber- = rasnoosso 

os 	resultados de diversos a1 	to: sai: soro 

I5 proteínas conhecidas de outras .:: 	to alia::. i 

em que toda a seqüência de codificação não foi encontrada, 

os kits de RACE da Ambion ou Clontech (RACE = Rápido Acess.- 

às Extremidades de cDNA) foram usados para preparar o RNA 

s amostras de planta descrita no Exemplo 	 i: raio  

a assim acessar toda a transcrição de cDNA di 	n. 

.:~ -. i-AïlJ,i-.__ Jo a =ar co 

le _ t[Íp r 	t-e1. L _ 	_ - +_ _,. . , 	,. 	, 	_ _ 	_ _.  

nor PCR (RT-PCR) foi realizada sobre o RNA total extraído 

das folhas, raizes ou outros tecidos de p].anta, cultivado: 

25 sob condições normais ou deficientes de nutriente. _. 

extração total do RNA, produção de cDNA e r.'~- 

PCR foram realizadas usando os protocolos paio is ..._ : i - 	_ 

j 
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1989. Molecular Cloning. A Lake_:r a 'r;. Manual., é:r~ci K'J. Cold 

Spring Harbor Laboratory Press, New Yc,r-:.! -- são básicos 

para aqueles com habilidade ria tècnica, Coodutos de PCF<. 

foram purificados usando o kit de purificação de PCP 

(Qiagen( e o següenciamento dos produtos de POR amplificado.: 

é 	realizado, 	7_1sandr, 	o 	seg1 eIli=± :d•:_Y 	A.I 	377 	(.!-1_p l -_ _ _1 

cDNAs, uma extensão de 8-12 bp foi adicionada à extremidade 

• Hi ;- rimitiva E' de cada il.i - _Aor. A extensão do iniciado_ 

_nclui um local de restrição de endonuclease. Os locais d- 

restrição são selecionados usando dois parâmetros: 1.. 

local não existe na seqüência de cDNA, b. Os locais do 

l 	[.L:T=t . ._._ 	r._. ..= 	3 ,_ 	 _. 	 Ì  

formação de senso no vetor binário utilizado par: 

transformação. Por exemplo, o vetor de plasmidio pPI f: 

construido ao inserir uma seqüência sintética de sinal poll-

A), originando do vetor de plasmidio básico pGL3 (PromF ;.:, 

o 	Ace. N° U47295; bp 4658-4811) no local de restrição P .r: ]11 

do vetor binário 

purificados (Kit de Purificação de Pm, Qiagon, Alemanha) 

digeridos com os locais de restricão de acordo com o.: 

25 iniciadores usados (Roche, Suiça). Os produtos de PC_ 

digeridos foram clonados no vetor binário pPI, que foi 

digerido corri as mesmas enzimas de restrição. 0 produto d., 

272. digerido e o vetor lineari nado de  
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L J 

ligados usando enzima de ligase de T4 DNA (Roche, Sulca) 

seguintes genes foram cicnados a  

tecidos descritos acima usando os 	- 	 7 

Tabela 3d - genes clonados das cadl ccies de -DN. 

5 	iniciadores usados para a clonagen._ 

Nome do Gene 

Enzimas de 

Restrição usadas 

para cionagem 

Iniciadores usados para amplificação/SEQ ID N°: 

FUE501 _ Smal , EcoRV Fwd-AACCCGGGCAATGACACCACAGATCAAAACTCA1SEQ ID N°:1444  AA _ 
Rev-AGGATATCATATGAATGCTACGGCAAGCISEQ ID N°:1445 

FUE_502 Smal, Saci Fwd- AAACCCGGGAACAATGAGGTACGATCAGGAAGCGG /SEO ID-NO 1446 

Rev —TTGAGCTCGTTCGCTGGAGGTAACAATG /SEU ID N° 1447 

FUE_503 Smai, EcoRV 
Fwd- AACCCGGGAACAATGGATCAAAAAGTTAGACAGTT/SEQ ID N°1448 

Rev- TTGATATCCACAÀAACTCTCTAGCTCCTGACISEQ ID N°:14 49 

FUE_504 Smal, Saci 
Fwd-AAACCCGGGAACAATGGAGGACAAGAACAATGATAAGISEQ ID N°:1450 

Rev-TTGAGCTCGGGTCTCTTTGTCATGGAGTTCISEQ ID N°:1451 

FUE33 
Fwd- CTCCCGGGAACAATGGCTCTCGTGACCTCGGISEQ ID N°1452 

Smal, Saci   
Rev- TTGAGCTCCGCAACACAGTTTCATGACCA /SEO ID N°1453 

FUE 34 Evo Smai, EcoRV 

Fwd- GGTCTAGAAACAATGGGGAGGGGAAAGATISEQ ID N°1454 

Rev-CGGGATATCATAAGACGCCAGTTTTACTCTTATTCATGGGC/SEQ 	IE 

N° 1455 

FUE_34_Pat Smal, EcoRV 

Fwd- GGTCTAGAAACAATGGGGAGGGGAAAGATISEQ ID N°:1456 

Rev-C GGGATATCATAAGACGCCAGTTTTACTCTTATTCATGGGCISEO 	I[1 

N°1457 

FUE_39 Smal, Saci 
Fwd - AATCTAGAATGGTGGACTTTGTTCGACGG/SEQ ID N° 1458 

_ 
Rev - CTGAGCTCACAGGAGGACATGCCACC/SEQ ID NO 1459 

FUE43 _ Smal, Saci  
Fwd- CATCTAGAAACAATGGCGGACTCGTCGGCGISEQ ID N°:1460 

Rev- TTGAGCTCGCAGTGTGCA.AGAGTTCCCTCISEQ ID N°:1461 

FUE 50 Smal, EccRV Fwd- AATCTAGAGTAATAAGCCAACAAACAAACCGISEQ ID N°:1462 

Rev- CAGATATCCTAGCATACCGACCCTGAAAACACISEO ID N°:1463 

As seqüências sintéticas ci;__ 

alguns dos polinucleotídeos c1crbcs deram  

fornecedor comercial (GeneArt, ^Gm hH} . 0 DNA-. c; 	_ 

projetado em silício, com base nas seqüências ri-= 

In 	pc::1ipepr1dic codificadas 	sati a decor 	no Exemr:le 1 . 
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Para otimizar a seg roa da 

codificação, as tabelas de utilização de códon calcula:..-s --i 

partir 	dos 	transcriptomes 	de planta 	foram 	usadas 	(o 	ex eaLplc1 

de 	tais 	tabelas 	pode 	ser 	averiguado 	no 	Banco 	de 	Dados do 

5 Utilização 	de 	Códon 	disponível 	on-line e?: 

http://www.kazusa.ou.jp/codon/). 	As 	seqüências 	otimizadas da.- 

ccdificacão 	foram 	projetadas 	de 	uma 	forma 	q';_'  

alteração 	é 	introduzida 	na 	seqüência 	codifi.:-: ._ 

It) 

aminoácido 	enquanto 	usando 	os 	códons 	preferidos

• expressão 	nas 	plantas 	dicotileddneas, 	principalmente 	t-: o - 

e 	Arabidopsis; 	e 	as 	plantas 	monodicotileddnea, 	tais 	como 	- 

milho. 	Tais 	seqüências otimizadas promovem a melhor 	taxa dU- 

tradução 	e, 	portanto, 	níveis 	mais 	altos 	de 	expressão da 

proteína. 	Para 	as 	seqüências 	otimizadas, 	os 	locais 	de 	er:: i: 	a 

5 Paicos 	adicionais 	laterais 	foram 	adicionados 	- 	Sail, 	,. , 

_ :amHI, 	Smal 	na 	extremidade 	5' 	e 	Sal  

_runes 	para 	os 	quais 	as 	seq:- -- 

ldori 	foram 	rreparadoz 	:ásã- : 

it 	__ 	. 	, 	17L , 

2)) _ SEQ - 1319) N` 	! 320' 	SUE 	40 	SEA' ID 	N' 	 F'U,~: 	~ 	3r~ 	ID IL 

S 	: 	- 	-- 	, 	PUll 	7 	(SEQ 	ID 	N ° : 	1322) , 	.. 	.... 	_ 	(SEQ 	ID 	N° : 	1321 , 

LL; 	Ir 	U°: 	1325) , 	5535 	10 	(SEQ 	ID 	N° : 	1326) , 	SUE l- 

, 3EQ 	ID 	1`]° : 	1327) , 	3115 	13 	t SEQ 	ID 	N° : 	132'80 , 	SUE 	14 	(~'L ,, I . 

N 	1329) , 	SUE 	16 	(SEQ 	ID 	N°: 	1330 ) , 	SUE 	37 	(SEQ 	IL ID 

25 1331:, 	SUE 	41 	(SEQ 	ID 	N": 	1:32), 	SUE 	46 	(SEQ 	ID 	N°: 	1333 , 

a'T 	47 	(SEQ 	ID 	NH 	1334) , 	i JE 	4,: 	ThQ' 	ID 	I',l": 	1321 	, 	5142 _3 

223 	IL' 	N° • 	11236; - 



i- 	7a j .. 	ii.o 	"FUE2 Original" 	-'L £. 	IL 	31` 	1 

Original°' (SEQ ID N°: 1323), idênticas as sua" 

ciências de milho endógeno foram sintetizadas e claria .... 

para expressão em excesso na criação da planta transgenic.a. 

Gerarão dos vetores binári.:us, 

compreendendo genes FUE e promotores funcionais da planta 

para acionar sua expressão - 0 plasmídio pit _ _ ._.  

o 	inserir 	gama 	seqüência 	a intét loa 	ii- 	:..a... 

originando do vetor básico de plasmídio pGL3 (Promeiaa, foco 

Lu 

	

	U47295; bp 4658-4811) no local de restrição Hindlll cíá. 

-.-ator binário pBI101.3 (Clontech, Ace. N° U12640). Em alguns 

casos, o plasmídio binário de suporte usado foi c: pc I, que_ 

semelhante ao pPI, porém o gene GUS foi substituido pelo 

iene 	GUS-Intros 	(Varrc nn:= . , 	_ i - 	 11 .. 	 - 	, 

1-5 	1 990) . 0 pGI foi usado paa::I a 	:, 	 soa 	a E:rii t, _ 

polinucleotidio, inicialmente sob o controle do promotor 357 

[Cdeli, JT, et a1. Nature 713, 71r  -all 	II 	F: 1 coa 	1 1-3 

SEQ ID N°: 1337]. 

2u nofinucleotidia ïvrcirrl coLcina°das de acordo com outs., 

Promotores. ,r. vrc, c i 	conforme abaixo descai  

pramocares, aqui nomeado "Roo t s" (SEQ ID N°  . 1_ _ .. , 	_, 

sua expressão enriquecida rias raízes, foi amplificado _ 

:clonado a partir do DNA genõmico isolado de ArabÁ cria 

 arLaliana por PCR direto usando os seguintes iniciadora.. 

Tabela 31 
Nome do Iniciador Sequência de IniciadorlSE© ID NO, 

Raiz_P Dianteira (Enzima Sall) TATGTCGACTCAGATGAAGAAGGCGGCI/SEQ ID N° 1464 

RootP Reversa (Enzima SmaI) GTCCCGGGTTTATTAGATCTCTCTAGGAGTTTTGAISEQ ID N°:14 65 

w 
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Síê

0 promotor é a região a

montante 1110 bp do gene ATXTH19 (AT4G30290, Xiloglucano

endotransglicosilase/hidrolase 19). A sequência clonada já

foi mostrada para acionar a expressão específica da raiz

5 (Vissenberg K, et al. Plant Cell Physiol. 2005 Jan;46(l):

192-200). Os seguintes genes foram clonados a montante da

sequência de promotor RootP: FUE_3, FUE_4, FUE_8, FUE_9/

15

FUE13, FUE__14, FUE16, FUE_33, FUE_34_Evo. Para fins de

controle, a enzima de |3-glucuronidase (GUS) codificada pelo

gene uid A (ACESSÃO DE GENBANK N°: S69414).

O promotor TT105 (SEQ ID N°:

1339; 2004/081173) foi usado para medir a expressão ubíqua

constitutiva em níveis diferentes daqueles mediados pelo

promotor 35S. O promotor TT105 contém a região a montante do

gene ELP (deposição ectópica de Lignina, ACESSÃO DE GENBANK

N°: NM_100466, AT1G05850) incluindo o primeiro exon e parte

do primeiro intron. Os genes clonados de acordo com o

promotor TT105 foram FUE_502, FUE_504, FUE_39 e FUE_52.

Novamente, a enzima p-glucuronidase (GUS) codificada pelo

gene uid A foi clonada de acordo com o promotor TT105.

EXEMPLO 4

Geração das plantas

transgênicas expressando os genes FUE

Materiais e Métodos

25 Transformação de Arabidoposis -

foi efetuada de acordo com Clough SJ, Bent AF. (1998) Floral

dip: a simplified method for Agrobacterium-mediated

transformation of Arabidopsis thaliana. Plant J. 16(6): 735-



43; 	e 	Desfeux 	C, 	Clough 	33, 	Bent 	AF.  

reproductive 	tissues 	are 	the 	primary targets 	or 

Agrobacterium-mediated 	transformação 	by 	the _rabidop:=: 

floral-dip 	method, 	Plant 	Physi:_ei . 	l- 3 (3 i : 895-90,J . 

Brevemente, 	Arabidopsis 	thaliana 	v.:_.r 	Calumhi.a ,plantas 	T 

foi 	transformada 	usando 	o 	procedimento 	de 	Imersão 	Floral 

descrito por Clough SJ e Bent AF 	(1 i_! I 

(11) , 	com modificações 	menores. 	Breveme:. _e, 	._ 	_ _ 	- 	.._ 	1 

Arabidopsis 	thaliana Columbia 	(ColO) 	foram semeadas em pote 

o Iii 	he 	250 	ml 	enchidos 	com mistura 	de 	crescimento com 	base 	en. 

_arfa úmida. 	Os 	vasos 	foram cobertos 	com chapas de 	alumínio- 

e um domo de plástico, 	mantidos 	a 	4 	°C por 	3-4 dias, 	ern '- 

descobertos 	e incubados 	em uma câmara de crescimento em 	Iu- 

24 	C 	sob 	16/8 	h 	de 	cic1L::- 	t 

I5 estavam pro ,-as para trap 	= 

florescência. As únicas colônias de Agrobacteriui 

transportando os vetores binários abrigando os genes FU°- 

foram cultivadas no meio LB complementado com kanamicina (-'- 

_r.,.:a/L) e gentamicina (50 mg/L7. As culturas foram incubadas 

20 em 28 °C por 48 h sob acitação vigorosa e centrifugadas er,n. 

4000 rpm por 5 minutos. Os grânulos con 	1 =::_:i  

de Agrobacterium foram suspensos ncv,  

transformação que continha Murashige-Skoog (Duchhefa) rï 

semi-resistência (2,15 g/L i ; C_', 011 nM de benzilaminopurin., 

25 	(Sigma); 112 ng/L de vitaminas B` Gambourg(Sigma) (Si ma) ; 5 	r = d 

sacarose; e 0,2 ml/L de Silwet L 

era rJesti1 i:ï..a. 	i!1t 1 _,;, 	n.H ha 5, 
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foi 	realizada ao 	l i;•.: 	La  . 	.,-. i . ::: 	=11: 	JflLI  

Agrobacterium, de modo que o talo da floração foi submer= 

para 3-5 segundos. Cada Planta T, inoculada 

imediatamente colocada em uma bandeja de plástico, entã. 

coberta com domo de plástico transparente para manter _. 

umidade e manter no escuro ens temperatura ambiente por 18 L 

parra 	facilitar 	a 	ir_I-- 	 -._ ..... 	.._ .._ .. 	. 	 . 

transformarias aluas 	\rransc111'.. 

trap feri ã 	ur.a art:: if: pare recuperado e madura_ 	Ia 

In 	a,_n1a.aE T tranrqên:cas. faiam cultivadas na estufa 1 , 

romanas até as siliquas ficarem marrons e secas, então a: 

a ementes 	foram colhidas das  

mperatu.r.a ambiental até em.e dur-,. 

=- .idas das plantas transgênicas T- foram esterilizada; 

. 	ície ao encharcar em 70 	de etanol por 1 mi..:, 

:_.,-guindo por encharcar em 5 -: de hipo:aclorito de sódio e 0,01 

de Tritão X-100 por 5 minutar. .-. sementes esterilizada.- 

? ia superfície foram totalmente lavadas em água destilada 

1 =::'.ão colocadas nas placas de cultura 	:i 

.2. 	 :j i . _-.-' k.00g 	de 	semi-resistência 	(Duchefa) 

._sacarose; 0,8 _. de ágar da planta; 50 mM de k_arlaliiiciria; 

100 mM de carbenicilina (Duchefa) . As placas de cultur 

foram incubadas em 4 °C por 48 horas, então transferidas -, 

.Ama sala de crescimento em 25 °C por uma semana adicional do- 

incubação. As plantas T_ vitais de Arabidopsis foram 

_ lar:.:::  r. lacas fresca: ia noite:: per cu'_r: sararia 
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de incubação. Após a incubação, as plantas 	- 

removidas das placas de cultura e plantadas em mistura de 

crescimento contida em vasos de 250 ml. As plantas 

transgênicas foram permitidas a crescer em uma estufa para 

maturidade. As sementes colhidas das plantas T foram 

cultivadas e crescidas para maturidade como plantas T sob 

as mesmas condições que usadas ac n -. c°u1 - iva _. 	r 	: i celrc 

das plantas T . 	_elo menos 	iíI ccpea:2E ra : 	j 

transformação foram criados a partir de cada consrrucão 

	

{! 	:. X ;;::': . c 	;_:c - 	icc cerca 	2 2 foram coletadas 

ransformação dc. Milho  - Esse 

procedimento é realizado de acordo com (Brcnwyn R. Frame, e r. 

al, Agrobacterium tumefaciens-Mediated Transformation o` 

Maize Embryos Using a Standard Binary Vector System,  

	

t5 	Physiology, May 2002, Vo1 . 12 , or::. 13-22) ou com ci ~ -. 	- -_ 

protocolos disponíveis em qualquer local na Eer ..-r; t a _- 	cc 

Transformação de Planta na Universidade Esta_l_a.l J-

(http://www.acron.iastate.edu/ptf/weh/mainframe.htnL;' 

EXEMPLO 5 

	

20 	 lel _ar 	Oca 	pp:La1,1  

transgênicas 	de Ar -i:bi z. x _:n 	-nan r ccc air 4 	i a  

acordo com o nível Ja  

Materiais e fl r:_,_l_:U 

As 	 rir =.s 	1 ror 	rérïic 	ra:c 

25 :cultivadas conforme detalhado no Exemplo 4 acima. 0 RNA 

total foi extraído a partir de 10 flores recentemente 

cortadas das plantas transgênicas conforme detalhado ri:- 
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O 

expressão relative 	 -... _ ..-  

realizadas conforme descrito rio Exemplo 2 acima e c. 

resultados foram normalizados contra a média geométrica da 

expressão pie dois genes de r.at na medidas nas mesmas 

5 amostras. 

Tabela _,_ -  

para a seiec:á das plantas transgê,  is :._ 

NOME DO INICIADOR SEQUENCIA DO PNICIADOR I SEQ ID IT 

NUE10 RT F CCACTCTGTGGTTCAGACTAGGAAC/SEQ ID N':1466 

f1UE10 RT R CATTCAACAGTATCATCTGGCCC/SEQ ID N°:1467 

HUE16 RT F CAGGATGGTCTAGTGGAGTGGATISEQ ID N°`1468 

I10E16 RT R GCAGAGTACTGGAACACAAGGTTATCISEQ ID N°:14 69 

NUE41 RT F CGTAAGAGAGTGGGACTTACTGGATISEQ ID N° 1470 

NUE41 RT R CCATGCCTATCAGAGTACCTGTGA/SEQ ID N°1471 

FUE501 RT F GTCCTGCGTAGACGAGTCGAA/SEQ ID N° 1472 

FUE501 RT R AGCTTATGACAACAAATAGAACCGC/SEQ ID N° 1473 

NUE50 RT F GCCACCATTGTACTCGTCCCISEQ ID N°:1474 

NUE50 RT R GAAGCCCGTCAGTCCAAGG/SEQ ID N°1475 

NUE50 RT2 F CCAGTGCATGTACTACCAAGGGISEQ ID N°1476 

NUE50 RT2 R CTAGGCCGACTGATGCCGISEQ ID N° 1477 

FUE501 RT2 F ACTTACGCCGGAGTTATGAAAGAGISEQ ID N°1478 

FUE501 RT2 R AAAAGTAGCAACCATCGTAGCAATCISEQ ID N°:1479 

FUE502 RT 751F CTAGAGGCTAAATACAAAGACAAGTTCG/SEQ ID N° 1480 

FUE502 RT 831R GAACGCACCGTACATGATCG/SEQ ID N° 1481 

FUE503 RT 349F TTATCTTTATCTACTGGTGCGTTATTGC/SEQ ID N°:1482 

FUE503 RT 430R ACGTCGAATGAGGCTTACACGISEQ ID N°:1483 

FUE 504 RT 290F CCAGCAGAAGTAATTTAGATGTTGAGTCISEQ ID N° 1484 

FUE 504 RT 431R CCACCA.ATGGGCAATTCC/SEQ ID N°1485 

IJUE39 RT2 f GATAAGGAGGAATGGCGCAG/SEC ID N° 1486 

f1UE39 RT2 R GCATCCTCTACTTGAGAGTTGAACAC/SEQ ID N° 1487 

NUE3 RT F CAACTTACTCCATGCGCTGGTISEQ ID N°:1488 

f'IUE3 RT R GGCTGTTGTTCCTTAAGCCTAGAG/SEQ ID N°1489 

IJUE4 RT F ATGTTGTTTGGCCAGCAGGTISEQ ID N°.1490 

I IUE4 RT R AAGTGGAACAGCGTGTGCTCT/SEQ ID N°:1491 

NUE4 9 RT F CCACAATCTTACCGTGAGACCA/SEQ ID N°:14 92 

I IUE4 9 RT R GTACTTAGAGGTAGATGACCCGAGGT/SEP..ID 	NO:14 93 

PNUE13 RT F TGAGAGAATGTGGAAGGTTGCAT/SEQ ID N°1494 

NUF13 RT R TCATGGTACTCACAGATCCTCGTC/SEQ ID N°1495 
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Continuação da tabela 31 

NUE2-Original F AGTGTTCGTCCTCCCAGCAC/SEQ ID N° 1496 

NUE2-Original R CCTGCCTTTTCTGGATGTCAAC/SEQ ID N°:14 97 

NUE7 RT F TTCTCAACAGGGTGATGATGCT/SEQ ID N°1498 

NUE7 RT R GTCTGAACAGTCTTGGTAACAGTCTCTT/SEQ ID N°1499 

NUE7 Original RT F TTGTGTTGGGCGTGAGCAISEQ ID N° 1500 

NUE7 Original RT R GGGAGGTGGAAGCAAGGCISEQ ID N° 1501 

NUE9 RT F AATGGCTTTCGAGGGACCAJSEQ ID 1'1°1502 

NUE9 RT R GGAGAACAAAGTAGATCTGCCCA/SEQ ID N° 1503 

G3PD RT F CCTTGACATTGTTTCCAACGCTNSEQ ID N°1504 

G3PD RT R GACAGTGGTCATGAGTCCCTCAISEQ ID N°- 1505 

UBQ4 RT F CTTCTGAGCTTTTGTGATGTGATCNSEQ ID N°1505 

U8Q4 RT R ATAAGTTTTTCCCGCAGACCGISEQ ID N°:1507 

NUE52 RT F AGCCAAAGACCTTCGCTAACGISEQ ID N°1508 

NUE52 RT R CCAGTCCTAGAGAAAGTGTATGGGAJSEQ ID N°:1509 

GUS RT2 F GTGTGGGTCAATAA.TCAGGAAGTG/SEQ ID N°:1510 

GUS RT2 R AATAACATACGGCGTGACATCG/SEQ ID N°1511 

Resultados 

u'._ 	e  

transgêncos 	foram 	passados 	por 	triagem para 

construção. 	Os 	resultados 	foram 	altamente repetiti,; 	. 

5 	mostraram 	que, 	dentro 	de 	10 	e 1 ,  

transformação, 	cerca 	de 	20 	a 	40 	.__ : 	:_.  

:;ressão 	transgene 	foram 	encontradas. Os  

r_arresentativos 	de 	tais 	achados 	são 	mostrados nas 	Tai. 

-', 	33 	e 	34). 	Com 	base 	nesses 	achados, 	cerca de 	5 	eventos 

Its 	diferentes 	mostrando 	os 	níveis 	de 	expressão mais 	altos 	d:- 

que 	a 	média, 	foram 	obtidos 	para 	a 	validação adicional 	da 

função do 	cerne 	rvide Exemplos 	- 

Tabela 32 

Resultados encontrados para NUE 43 Nivel 	de 	Expressão 

Normalizado 

Nivel de expressão relativo ao nivel mais baixo 

de expressão averiguado 

FUE_43 Evento 1 0,1503277 1 

FUE_43 Evento 2 0,16169295 1,075603188 

FUE_43 Evento 3 0,48948083 3,256092124 
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Continuação da tabela 32 

FUE_43 Evento 4 0,62021826 4,12577504 

FUE_43 Evento 5 0,65818337 4,378324085 

FUE_43 Evento 6 0,66609819 4,430974496 

FUE43 Evento 7 0,77390675 5,148131499 

FUE_43 Evento 8 0,88588004 5,892992865 

FUE_43 Evento 9 1,47644781 9,821528908 

FUE_43 Evento 10 3,35576541 22,32300168 

Tabela 33  
Resultados encontrados paia 1'JUE 49 l•livel da E 	u Idonr~ ill 	udu I level dde cxpressda relativo ao riivei rico barco de 

expressão averiguado 

FUE_49 Evento 1 0,284411514 1 

FUE_49 Evento 2 0,40568304 1,426394573 

FUE_49 Evento 3 0,523973448 1,842307439 

FUE_49 Evento 4 0,606977918 2,134153816 

FOE 49 Evento 5 0,747036597 2.626604621 

FUE_49 Evento 6 0,763272592 2.6836909 

FUE_49 Evento 7 1,057302538 3,717509615 

FUE_49 Evento 8 1,28937008 4,533466532 

FUE_49 Evento 9 1,572327678 5,528354517 

FUE_49 Evento 10 1,750374095 6.154371426 

FUE_49 Evento 11 4.491236228 15,79133054 

FUE_49 Evento 12 10,44746677 36 73362806 

I':r eiEt o 
Resultados encuritredoc pura HUE 16 Uivei 	lo 	Er_I_ __ 	+c 

Normalizada 

.I 	of 	Sao 	-- pres..o 	relativo 	ao 	level 	nu., _ 	k.e vo 	Je 

expressão averiguado 

FUE_16 Evento 1 0,143683 1 

FUE_16 Evento 2 0,884513 6,156021 

FUE_16 Evento 3 0,975626 6,790146 

FUE_16 Evento 4 1,05558 7346604 

FUE-16 Evento 5 1,296067 9,020344 

FUE16 Evento 6 1,550371 10,79025 

FUE_16 Evento 7 2,161574 15,04409 

FUE_16 Evento 8 2,918563 20,31257 

FUE_16 Evento 9 3,126949 21,76289 

FUE_16 Evento 10 3,149679 21.92108 

FUE 16 Evento 11 5,041681 35,089 
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EXEMPLO C) 

Eficiência melhorada dc 	de 

fertilizante no ensaio á_, 

Materiais e Métodos 

5 

	

	 Ei:oaic 1, Er:saLo de ofici _oc a 

do uso de nitrogênio usando plantinhas - o ensai) foi 

realizado de acordo com Yanagisawa-i. et Lo. com 

modificações 	menores 	("Metabolic 	 :_ :i -~oFuuring 	with 	Soil 

transcription 	factor 	in 	plait a: 	-:unproved 	nitri r 

In 	assimilation and growth under 1ow-:= . 

iiatl . Acad. Sci. USA 101, - n3-783c  . 

As 	p 	. : 	.._ 	 r,i 

foram cultivadas por 7-10 dias em 0,5 x MS [Murashige-Skoog] 

- 1 Y, 	=:_ mim um agente de sele ão foram try.:._ i 

15 	-= 	i::_ 	rirdes  limitantes de nitrogênio: meio Lo o. 

a concentração combinada de nitr. : 	_1-I L 	- Fáì., 	-: :, 1 

0,2 mM ou 0,05 mM. As plantas foro   

30-40 dias adicionais e então fotografadas, individualment,_ 

emovidas do ágar (o broto sem as raízes) e imediatame:_ 

'ti 	pesadas (peso recente) para análise estatística posterirm . 

As construções para as quais somente as seri :om Id  

disponíveis no meio seletivo e pelo menos -_ 	1,:.::  

representando um evento independente de transformação) foras. 

cuidadosamente transferidas ao meio limitante de nitrogõnia. 

25 Para as construções que as senLentes T2 estavas: disponíve , 

diferentes eventos de transformarão foram analisados'. 

Normalmente, as plantas aleatoriamente selecionadas de caia 

:vent.- foram transferidas ao me :i;_ I inroante ole nir 	v-rio 



per.rr i,-ida 	para 	crescer 	por 	3- l 	semanas 	adicionais 	e 

il::_ì_.- i,a, lurei, e pesadas no final de tal período. As planres  

eranspânicas ferem comparadas para controlar as plane:,-,.- 

cultivadas em paralelo sob as mesmas condições. As plantas 

transgénicas de imitação expressando c, gene repiir¡_i 

(GUS) sob o mesmo promotor foram usadas como controle. 

Análise 	estatística 	- 	a s 

identificar 	os 	genes 	que 	conferem 	a 	e' is á I.: i a 

significativamente melhorada do uso de nitri.r=1i 	i 

lo 	tolerância aos estresses abióticos ou arquitetura._ crlieJ.us 

• Ic raiz, ,ide abaixo , es resultados obtidos das plantas 

ransgênicas foram comparados aos obtidos das plantas de 

_..)ntrole. Os dados de área de planta, dados de peso dc 

semente e dados de peso de planta, foram analisados  

Is '1nilateral. Para identificar os genes e construa:- 	i, 

_-t r-17.` 	 -t_ 	t_tia i. .= 	rr,  rlii e.._.1 '_ i. -c 	set 	•-.I-J'1-=. 

disso, os genes e construções também foram analisados 

considerando os resultados obtidos de todos os evento--  

o independentes de transformação testados da construçãc 

=specífica. Para a análise do gene versus controle, o 

Student t ou teste Tukey HSD foi aplicado, usan:ì =. 

se _xnificáncia 	de 	p<0, [l5. 	C 	pacote 	de 	soft..-.ír 	1e 

estatísticas de JMP foi usd:iu 	Versão 5.2.1, SAS I;-.= . : - - _ 

25 	Inc., Gary, NC, USA) . A mesma anui se esi er::E rice  fr. i use 

:55 Exemplos 	_: que sesse. 

Ps 	seqtiêncies 	cc 
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polinucleotídio da presente invencão 1 :r:_. _i sic 	_ 	is- 

número de traços comercialmente desej adi.,-  . 

A Figura 	jn _ r_ : -. =,  

de FUE 504 ou FUE39 para melhorar NUE das planta.- 

5 transgênicas expressando os mesmos. Claramente, as planta,-: 

transgênicas crescidas no nitrogênio são maiores e mais 

pesadas 	o:; =._ 	:.., 	- 	- 	0' :  

contr.d _ 	o 1  

transgenes. Para verificar que o aumento na massa atingido 

o In pelas plantas transgênicas é estatisticamente significative:, 

ss plantas foram individualmente pesadas e os resultados dl 

toda a população dos eventos analisados. '.-,reforme mostracl:: 

na Tabela 35 abaixo, as plantas transgênicas expressando 

ELE 504 são significativamente mais H 5I0.- 	i_: -!I,- 

IS 	contrapartes 	de 	controle. 	Os 	resu°_ 	._._ 	:_ir: 1i.- _r..:._ 	:'U_; 

melhoria em NUE, considerando que as plantas _ran 

expressando 	o 	TUE 504 	são 	capazes 	de 

significativamente mais biomassa do que as plantas dç' 

controle com início 	:r ._:. 

2h 	semelhante die nitr êc:.. 

Tabela I`-. 

Nitrogênio conc. Peso Médio Quadrado Menor (mg) Erro Padrão 

0,2 mM Candidato 1 5,5185185* 0,3626 

0,2 mM Controle 3,032 0,3769 

*os resultados são significativamente diferentes a = 0,05 

Potavelmente, sempre que as 

_ 
51 _, 	n. IJ151515 :restod_ EL1 

.. 	- 	11. - -, 	fi -. 	. - 	 - ì . 	- 	_ 	,? 	ci.  
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diferente de transformação. T-n._ 	_ 	-:: i 	, = cl -._  

o efeito averiguado para plantas Ti é em decorrência d_ 

transgene :ii 	ã_ 	 i.-c :2 	J. 

transgen-. 

1_ __ . 	c r 1.= I 	._ 	ne  

ensaiadas, os resultados foram passíveis de reprodução -_ 

nitrogênio. Os resultados semelhantes foram obtidos par_:: 

1 	-í1E_39 e FTJE_52. Conforme mostrado na Tabela 36 abaixo, três 

ventos transgênicos independentes contribuíram com 

comento da biomassa de plantinha de acordo com cons 
limitantes de nitrogênio. Os resultados indicam g . 

expressão de FUE 39 e FiUE 5c_á,2, da mesma forma, 	 r.._. 

l 	melhoria significativa na eficiéncic doo uso de 	-.. 

Tabela 36: Média de quadrado menor do peso recente rtedide -. 

partir de -r25 plantinhas cultivadas por 30 dias r.._: 

concentração combinada de nitrogênio de 0n05 mM (NP 1,1- 

":'7Q.) (resultados analisados usando c, teste t Student 
Nível Menor Média Quadrada 	 1 

TT1O5:,FUE52 Evento 1 A 6,8000000. 

TT105::FUE_39 Evento 1 A B 6,5352941 

TT105::FUE52 Evento 2 B C 5,6272727 

TT105::FUE_39 Evento2 B C 5,6240000 

TT105::FUE 504 Evento 

1 

TT105::FUE_39 Evento 3 

B C 

C D 

5,5956522 

5,4400000 

TT105-FUE-504 Evento 2 C D 5,166667 

L
TT105FUE_52 Evento 3 C D E 5,1473684 

TT105::FUE_504 Evento 3 C D E 4,8882353 

TT105:GUS F G 	H f 3.6458333 

JL 
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Os re 'u1radús semelhantes 1. LO 

obtidos ao verificar os mesmos eventos em concentraçã:- 

semelhante de nitrogênio de 0,2 ira4. Os quatro eventos- 

transformados com TT1O5::NUE 39 produzido estatisticamente 

5 biomassa maior significativa quando comparado às plantas d{_ 

controle. Os resultados semelhantes foram obtidos com - 

eventos 	transformados 	com 	TT1Ü5::NUE 52 	e 	2 	ev---_i_o 

transformados com TT105::NUE 554 conforme mostrado na Tabela -: 

Tabela 37: Menor média quadrada do peso recente medi i -, 	- 

o i 25 plantinhas cultivadas por 30 dias na conce,. 

_, )mbinaçao 	de 	nitrogênio 	de 	0,2 	mN 	(NH:r1G- 	F'N 

!resultados analisados usando o teste t :tudenr~ 

Nivel Menor Média Quadrada, 

TT105::FUE_504 Evento 1 A 7,5250000 	 j 

TT105::FUE_52 Evento 1 A B 7,4571429 

TT105::FUE_39 Evento 1 A B 7,2000000 

TT105::FUE_39 Evento 2 A B C 6.7312500 

TT105::FUE_39Event3 A B C D 6.60000001 

TTU05:FUE 52 Evento 2 A B C D 6,5869565 

TT105'.:FUE 504 Evento 2 B C D E 63280000 i 

TT105:FUE 39 Evento 4 C D E F 5,8454545 

TT105 GUS (CONTROLE) G H I J 4,5720000 

is níveis não corieotadnz rwi- 

v 	i_ r 	._.. 	i 	_ 	_-note diferent.._, :_: 

15 	 Is resultados 	:,.- ït_iv, s  

SUE 	40 sob um promotor ubiquo constitutivo ( 355) , con orrTo 

-nostrado na Tabela 38 abaixo. 

_'u 	: abela 32:  Menor média quadrado io peso recente ILLCOi i 
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, 2 	mM de concentraç 	_.t 	i - 	^.. _ 

PAC}.) (resultados analisados usando o ta te 	S',1:udent ì 1O\"  
Nivel Menor Média Quadrada 
35S::FUE 14 B 6,614423 
35S. FUE 40 B C 5,552381 
35S::FUE 8 C 5,252 
35S::GUS Evento 1 D E F 4,217095 
35S::GUS Evento 2 F 3,27 

Os níveis não noiot.  

mesma letra são sio .-ni 	Hn.s 	,. - .,  

obtidos para diferentes eventos de outras construções 

expressando os genes FUE. Uma construção adicional com _ 

iene FUE 39 sob o promotor 35S foi verificada usando ess-- 

ensaio conforme mostrado na Tabela 	=., . - -- . 0.  

Ui dois eventos independentes de trans` 

excesso o gene FUE -` 	- --, . 	 , -_ 	. 

FUE 4, 	FUE 

biomassa mais alta produzida nas condições (imitantes ii 

nitrogênio testadas conforme mostrado na tabela 39 abaixo. 

l~ Tabela 39: Menor média quadrada do peso recente medido 

:-artir de --25 plantinhas cultivadas por 27 dias em io 

,2 mM de concentração combinada de nitrogênio 	Cif_': _ 

32N 	tresultad©s analisados usando o teste t Student MAN~V7_; 

Nível Menor Media Q atirada 

35S::FUE_43 evento 1 A 5,572 

35S::FUE_49 evento 1 A B 5.025 

35S::FUE_3 evento 1 A B 4,924 

5134.1 A B C 47 

35S :FUE_49 evento 2 A B C D 4,512 

35S. FUE_4 evento 1 A B C D E 4,383333 

tipo selvagem F G H I J K L 3,123944 

358GUS H I J K L M N© P 2,702041 
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Os nivela nã 	 C~1~a 

mesma letra são significati 	I 	-;- I. 

obtidos usando esse ensaio, diversos genes FUE mostraram sup, 

capacidade de induzir uma melhoria significativa no 

eficiência do uso de nitrogênio. Os genes que mostraram c,- 

resultados 	significados 	são: 	FUE 504, 	FUE 39, 	FUE . , 

FUE 502, bem como o seguinte urup:r i;, 	L'T?F 1 1, 

FUE-4 0 e FUE-19 , FT E 3 , FUE 4 e FUF , - 

II) 	 Ensai. 	. -. 	:i.. :.y 	I- 	...,:_. 

_ctal da eficiência do uso de nitrogênio: Taxa dc 

crescimento na concentração limitada de nitrogênio - til 

ensaio adicional projetado para identificar a eficiência 

iu 	l... t .- dá CIO 	~_: _ 	ha 	 rio 	Lac a  

	

-. catufa com disponibilidade limitada de nitrc;_;;'_ 	_ . ._.. 

_.:o.tes esterilizadas de superfície foram plant_ ..=;)  

clantas cultivadas em 25 °C sob ciclos diários de 23 horas_ 

de luz 1 hora de escuro por 7-10 dias no meio 00,5 .. 

u Murashige-Skoog na presença de 2 	de sacaro~-. ..c mudas d,- 

t_.. : '. 	--hante foray. 

ml enchia 	.. 	 - 

_ rescimento inerte (uma mistura de perlita) . As muda=,. - _ r r. 

permitidas a desenvolver por uma semana adicional ir r_i  

2 	cem uma solução contendo abastecimento abundante de micro r. 

:acronutrientes. O excesso de fertilizante foi lavado dar 

aros com pelo menos doisvolumes de água de torneira do 
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inspecionadas e aumente as plantas saudáveis 1 

escolhidas para análise da taxa de crescimento. As r.1=_ ._ 

escolhidas foram aleatoriamente distribuídas em d:_ 

bandejas e usadas para ensaio para análise da taxa de- 

crescimento sob condições limitantes de nitrogênio. As 

condições limitantes de nitrogênio constantes foram 

atingidas irrigando as plantas com uma solução contendo C,:- 

mM de nitrogênio inorgânico concentração combinação de hPUH= 

e NH,NO -) , complementada com i mM de Had'_ 	_ : ' i 

Icy 	1,511 mM de MgSO.:, 	5 mM de NCl, 	', CJi ..':H 2» 	a_ - 

lementos. Para seguir o crescimento da planta, as bandejas 

foram fotografadas no dia em que as condições licitantes do_ 

nitrogênio foram iniciadas e subseqüentemente a cada 2-i 

-as por --2O dias adicionais. A área de pla.,_=, ir. rasa':» 

li 	então determinada a partir das f1: r_. rr :fias di fir: i._ 

metodologia descrita na Figura H . _ software Imaci _ 

usado para quantificar o tamanho da planta a par 

fotografias 	digitais 	(http://rsb.info.nih.gov/ij/: 

utilizando scripts proprietários projetados para analisar :_ 

OD 20 tamanho da área de roseta a partir das plantas individuais 

1 	a 	 _ _ .  

dividida pela área de planta inicial medida no dia 1. P»A- 

identificar as plantas transgênicas dentro do experimento, -. 

25 presença do gene marcador de seleção foi verificada usarid 

-_CR. As amostras de folha foram obtidas das plantas, o DN-'_ 

enômico foi extraído e servido como modelo para um PC:= 

1'.: L 	i 	_: 	_'._, _~pci f 1cos 	 00 
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finalidade de excluir ia análise as plantas oco 

transgénica . 

Tabela 40: I_ni radar 5 c150c105 p000 a _ i-t Lis°e ca 

Nome do Iniciador Seqüência do Iniciador/SEQ ID N° 

NPTII-F CGAGAAAGTATCCATCATGGC/SEQ ID N°:1512 

NPTII-R ATGTCCTGATAGCGGTCCGCISEQ ID N°1513 

5 	ResuItad::2_ 

Em 	coIiOOrLafl0'1a 	CQSL 	05 

ca.iiaacsa obtidos no ensaio anterior em que o FUE A 

c,::uoa NUE melhorado, os resultados aqui apresentadas 

mostram que o FUI 	= ì:;;  

I0 	todas as plantas. 	= Y 1 _ ;. _  

dois eventos independentes transgêni.cos expressando FUE 39 

foram encontrados para exibir NUE otimizado quando comparada 

as plantas do tipo selvagem ou plantas transgëriicas 

expressando c,  qenìe repórter GUS 5:1 	0 .ic .;Iii:=ï X r_ I_}_;Y 	SOr1CL  

15 	para expressar - uroI'.s(geneC UE 

aH _re_illlelt_ 	_ 	i..`_ . 	_  

-ventos mostrando NUE otimizado foram mas trod: . 
Nivel Menor Media Quadrada 
35S::FUE 39 
Evento 1 

A 867,53380 

35S::FUE_39 
Evento 2 

B 685,52505 

Tipo selvagem C 0 590,28343 

':: 	diferente: 

	

Além de FUF 39, 	_:r , cc LO 	: II..-i, 

as eventos expressando em excesso FUE 7 e FUE 41 foras. 



cc_t di`:ões. 	limitantes do nitrogênio. 	Cott r . o 	 . _i c. 	.1 . 

Tabela 42, a expressão de FUE 7, FUF 4l, FUE 50, FUE 16 de 

acordo com o promotor 35S é significativamente melhor do qu__ 

as plantas de controle (tipo selvagqooirn ou expressaudo Lm _1 n 

repórter - 

Tabela 41 
Nivel 

Menor Média Quadrada 
5351.3 (35S::FUE_7) A 

1184, 9559 
5375.1 (35S::FUE_41) A 

1010,5752 
5345.1 (35S::FUE_50) A B 

956,9474 
5361.2 (35S::FUE-16) B C 

824,0414 
4545.7 (35S::GUS) D E F G H 

1 515,8663 

3s níveis 1-1ào 	 - . . .  

mesma letra são significativamente diferente-_: 

Ceso,-A 	E._>rma, 

lo 	descrito 	seciue 	a 	capacio -.._i- 	:_ia 	piai- ca 	...  

condições limitantes do nitrogênio. Considerando 

plantas transgênicas acima descritas desenvoly 

• significativamente mais rápidas do que as plantas do 

controle, pode ser presumido que os eventos pendentes foran. 

15 capazes de assimilar a disponibilidade do nitrogénio -- 

convertê-lo à matéria orgânica. Como todas as  

experimento 	foram 	tratadas 	de 	forma 	setae .:__ ;.:_ _ , 

resultados indicam que os eventos pendentes foram co:-. co 

jt ii.zar de forma mais eficiente o nitrogênio disp ._:: 	-- 

20 	portanto, 	exibir _r 	a 	eft -'14[i"__-i 	•_ìt.=r[l 	Ti r: 	doi 	usc 	 =10 
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:Semente 	em 	dispor~lbll 	1 ..._ -- .. . -. 	,- 	:.: - 

plantas de milho absorvem e armazenam a maioria dc 

nitrogênio nas folhas e talo até a floração. Pr nutrientes 

armazenados são então redistribuídos ãs sementes d=-: 

desenvolvimento. No presente ensaio, as plantas tor.:,;. 

cultivadas em condições limitadas do nitrogênio conform: 

detalhado no Ensaio 2 aci.,::  

cultivadas até a maturid 	rr_: 	- 

torneira. Portanto, as plantas são forcadas a redistrihuil 

In nitrogénio armazenado às sementes de desenvolvimero_ . .-._ 

;.tantas que armazenam mais nitrogênio são esperadas para ter 

uma melhor produção. As sementes foram coletadas das plant.-:. 

individuais e a produção foi medida como o pese da semeai- 

:1 produção de pe_ _ na s Oí, 

15 	normalmente flLe 11 .-. 	=._ 

transgênicas expressando em excesso o FUE 43 (sobs o promotor 

35S) foram encontradas como tendo aumentado o rendimento 

0 2Ur semente conforme mostrado na Tabelo 	 - , a 	1y 

dos eveotno stesin nm  

—..bela 4: 
Nivel Iwlenor Media Quadrada 
5151.2(35s::NUE43) A 0,10411111 
4542.4 (35S::GUS) B C D E F G H 0,06641500 

To níveis não. :noam 

narina 1' cr 	ato r±ciiii 	ü_-~nte diferente 

2~ 	 Considerados 00,  

resultados mostrados aqui demonstram que os genes deste. 

_I 	 G _ 	_ 	s_ c 	Ie n 	lh r=.= 	.: 	a 	0- 	Í: ár.  



eficiência do uso de nitrogênio cont hO 1.- __t - 1 := r.  

resultados das diferent ,:- ar-a:- - i na -: 1 ii reveladas  

EXEMPLO 1 

o1a 	s 	•i,~ 	~' 	f 	~1_'.~~ 	 _' 	1_. 

5 planta transgenica sob condições de estresse abi©tic- 

A tolerância à salir:i 

estresse osmótico tem o objr=_: 	i - .T ,  

confere melhor germinação, vi 	J~ ;. ,. ,_ 	-. .ï r_ - , -.::_:i - 	--rn 

alto sal, seca ou coii-mbi.nacão das nesmos ou outros estresse 

lo 	anibientais, As plantas diferem em sua tolerância ao estress-- 

le sal, alto osmótico e seca durante diferentes etapas d= 

desenvolvimento. Portanto, a germinação de semente, 

desenvolvimento da planta e rendimento foram avalii: 

independentemente sob as dito 	i rn5 a:  

15 

de salinidade é produzido t_>_endoo ias plantas em diferem}_ 

etapas de desenvolvimento e irrigando,-as com concentrac 

crescentes de NaCl (por exemplo, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 40_ 

i?aM) ou concentração constante de Nati. As plantas 

21) transgênicas são então comparadas às plantas de controle eia 

sua aparência fenotípica externa, grau de desvigci 

geral para atingir a maturidade e progênie de reH i-, 

concentrações inibitórias para as plantas de controle. J: 

parâmetros quantitativos da tolerância medida incluem, v. 

25 peso médio seco e úmido, e o peso das sementes produzidas, 

tamanho médio da semente e o numero de sementes produzidas 

por planta. Cs ensaios de estresse osmótico (incluir_? 



um fenótipo tolerante ao estresse osmrdc5tico é especii- :_ 

NaCl ou se em um fenótipo geral relacionado ao estrear_ 

osmótico. Os ensaios de seca são realizados, por exemplo, 

irrigação de parada durante longo período e medição da taxa 

de 	desvigor, recuperação e produz: ão f ina L . As planta 

tolerantes ao estresse osmótico são de mudo geral mais  

tolerantes às 	 . - 	... 

e, 	portanto, 	_ 	1 i_ -.i . 	 - :. 

S 10 	 a 

It~e _r~ :i:.. 	usane  

plantas para tolerância aumentada ao estresse abiót: 

inclui o teste de germinação e crescimento da muda 

tial- 	- 	- 

ID 	/1L1tJ. 

estresses abióticos - Os testes de germinação comparar 

porcentagem das sementes das plantas transgênicas que 

mo—deriam concluir o processo de gerniinacão (protriisão d 

• 20 radícula do revestimento da semente e abertura completa de 

cotiledóneos) para a porte? 	i 	-r 	1 

controle  tratadas da mesma  

1 

ïC 	nLO O O 	t'._ - 	i_ :.. _ ia 	por 	três 	semanas 	após 

25 plantação. Para medir a germinação e crescimento da muda, a. 

"ementes das plantas T2 foram esterilizadas na superfície e 

individualmente plantadas em placas quadradas de aga. 



I'?  

urashige-Skoog (MS) 	vitaminas comr_'1 1 

içar da planta) complementadas com alta salinidade (15 mmIU- 

dv NaC1) ou alto osmótico (2100 mM de manitol'. Pods 

plantação, as placas foram transferidas por 2-3 dias m _ -_ 

çara, esrotificacãc e et t_ic crescimento por três semanas. 

Para seguir a germinacãu 

crescimento em cou l .>> s viveisas, as plantas foram 

por triagem manual ou automaticamente e o tamanho 

fui 	determinado. 	ii ,•e. 	_1= "s 	independentes 

10 	transformação `ãoo se Ìec unaina de t k._i',;'.L 	5 foram analisados o- 

pada construção. As plantas expressando os genes desta 

invenção foram comparadas às plantas de controle (t :e 

selvagem ou plantas de imitação trans f r m_: a - :_.',  

IS 

estresse abiótico - Um experimento complementar realizade 

com as mudas após a tolerância das plantas às condições= 

adversas. As sementes esterilizadas de superfície fera, 

plantadas no meio basal [50 	do meio Murashige--Skoog M2 o 20 vitaminas complementadas com 0,8- de ágar .fia planta ` 1 

;u--nte de solidi=i 

Ï ' 	 ntas trans êi-n _' 

I_ tipo selvagem) . Após a plantarão, as placa.- 

_, ï -_.e -:feridas por 2-3 dias em 4 °C para estratificacár 

2 	e então crescimento em 25 °C sob ciclos diários de 23 hora.. 

sie luz e 1 hora de escuro por 7 a 10 dias. Nesse ponto de 

;_empo, 	as 	mudas 	aleatoriamente 	escolhidas 	fora, 

. L 1 o 	._ ar , 7  _ t_ _ 	_ Y v 1 . -- I r_ r 1. _i _. 	._ 	vi _, v , ,.. 	. _ :. t 	..... 	_ _ 	. . 



_. 	_.-. *.finidade 	(150 nili •l 	- 	ì 	1i_ài(- 	 :_ 	- LL 'L  

a ea THIaT:lH'IJJde encontrada durante a seca (210 mM de 

manto da planta foi seguido como uma 

função dc' tempo utilização formação de imagem digital. Par:: 

seguir o crescimento da planta em condições adVE:.., 

plantas foram fotografadas no dia em que foram trans; 

s condições de estresse (Dia 1) . As fotoca 	i :..  

subseqüentemente 	tiradas 	em 	dias 	alternai .- 	,1 ',_ 

tr!sereric1c baa plantas à condirão de estresse e ate l:. 

]ir 	<_-,:- soai 	i 	ca.: f rência . A área de planta da rosetai I: 

então determinada a partir das fctogra f i as di ai t,a is , 

software ImageJ foi usado para quantificar c tamanho `lc 

planta 	a 	partirias.. 	fotografias 	digitai.. 

http: //rsb. i 	 a _:.:: 	. 	- r 	- 	• r.. 

15 	foram projeta -La í.: asa 	..: 	_ 	S 	,i, 	-,.._ 

dos plantas individuais come um foncác do tempo. R Vi i 

mostra a metodologia usada para quantificação da Ore 1 

imagem. Cinco a dez eventos independentes de transformação 

foram analisados de cada construção e pelo menos 6 plan'=.. 

• 20 aleatoriamente selecionadas de cada evento foram analisa  

eta cosia experiment 	- 	 .. 	.. 

'runes desta invenç:í. 

Jantadas nas mesmas placas induzindo o estresse (controle:: 

interno) ou na medição média de todas as plantas -.{- ::000 _ 

25 Cisadas no mesmo experimente (todos os 5 controles . 

	

r_ulerância rir_ 	111:1ts:; 

-, 	- 
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durante o estresse, coi 	__ _ 	I 	ti 

planta. Os diversos genes e construções foram V er  

usando c, procedimento acima descrito e as resulta, 

significativos de tolerância foram averiguados. Por exemp:l_, 

as plantas transgénicas expressando em excesso os seguintes 

genes demonstraram estatisticamente tolerância melhoroio 

significativa ao estresse de alto salinidade: FUE `, F _imo 

FUE 14, 	FUE 16, 	FUF, 33, 	FUE 3 i, 	FUE 39, 	F?TE Vii), 	F'UL~ 	, 

FUE 47, FUE 5ïá, FUE 5CJ2, FUE 503 e FUE 5c)4. 

Hi 

	

	 Plém disso, os o5LiuinOs 

Fornecem resultados estatisticamente significativos I-1c 

acúmulo da tolerância ao estresse abidtico das plan - _.i.-

transgênicas expressando em excess. -: mesma ,.quar_! expos:,._ 

so estresse de alta osmo1arida._,_ . 	SUE 3, 	FUE 9, 	FUE 

15 	SUE 13, 	FUE 37, 	FUE 39, 	TJF ,Jt=I, 	" ~r 41, 	SUE 	F'rTE', 

F`JE 502, SUE 503 e SUE 5'=i. . 

t_ransgêrlicas expressando SUE 3 e SUE 503 foram averiquada:- 

gomo tendo capacidade aumentada de germinar S Fss. 

i) 	eltaS :so1ó ica , 	sic 	 nonstrados} 

	

lem 	dc. 	m d:-, 	sIssies 

-,l eicas 	expressando 	os 	seguintes 	051105 	ms 51 .: 

inificativamente tolerância aumentada ao estresse abi`ni. 

salinidade ou alta osmolaric ~ i.- 	_'r ,- 1 _,, 

5 	PITSiUS, 	,ATE I_, FTJEEIElín_ FT TF, G .lO. 

eve ser observado que -. 

ignificãiicia, dos resultados e de modo geral apoiada pe 

t 	I 	i 	 i 	 .. 



FUE 533 

FUE 504 	 35S 

TI105 

FUE 7 	 35S 

"UE 10 	 355 

• 

O 

em ele uns casos, sob diferentes promotores. A 'Tabela 1 1 :-1. 

eaSU111e 	es 	a chato e. 	Is 	t _s'ii fiïx_I ,- 	laxe: e 	_..: 	_ei' 

rr:ota.orr 	eia 	:155,5 	«ia 	._ - . 	. C. _ .. 	_ - ' ._ ease , 

planta quando transferida às condições de estresse (Le., rid 

Tabela 44a - lista de genes most: 	i 

_ía muda sob estresse de salinideel 

Gene 	 Promotor 	 E:isnie de Crescimenic da inad-, !e 0 Flu :_ele 

FUE 502 	 355 	 Everlo/Gene 	 Ii:' si Gel o 

5125.3 	A 	402.61787 

	

i 	CONTROLE 	 B 	i 	270,40066 

Evento/Gene Menor Média Quadrada 

5184.3 P, 314,80237 

CONTROLE 13 163,06265 

Evento/Gene Menor Média Quadrada 

5147,5 A 335,25831 

CONTROLE B 258,27089 

Nivel 
,. A 

Menor Média Quadrada 

525,38863 5432,9 

5433.5 

54334 

A 382.86771 

346.97902 A 

5433,6 A 342,96170 

CONTROLE B 257,88942 

Evento/Gene Menor Media Quadrada 

5351,8 	 A 

CONTROLE 

508,52644 

B 410.02970 	- 

Evento/Gene Menor Media Quadrada 

5331,1 A 404,86015 

CONTROLE B 	 320.63800 

CUE _14 	 RootP 	 Experimento realizado em plantas Ti 
Evento/Gene MenoiSe ai 

RootP .FUE14 A 239,97813 

35S GUS B 193,74654 

Evento/Gene Menor Média Quadrada 

-~~ 	170,50102 5451.3 A 

5454.1 A 154.77155 

5454,4  A B— 151,54574 

CONTROLE C 130 92706 

35S 
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Continuação da tabela 44a 

FUE_16 	RootP 

FUE_33 	 35S 

FUE_37 	 RootP 

FUE 39 	 35S 

FUE 40 	35S 

FUE-41 	35S 

FUE47 	35S 

is 	FUE 50 

¡xo- rirY entii rá.ijl 'ado in o Pinla'- 7 1 
Evento/Gene MMWlenui Média Quadrada 

RootP :FUE16 A 184,69992 

35S:: GU S B 146,24402 

Experimento realizado em plantas Ti 
Evento/Gene Menor Média Quadrada 

RootP FUE33 A. 237,73455 

35S GUS B 2`', re ;7 

Exoerirr{ento reaiizado em plantas Ti 
EventoiGene —. _ Menor Ll? c 	i,, ,: ir iú i 

228,14620 RootP FUE37 A 

35S GUS B 195,15386 

Evento/Gene Menor Média Quadrada 

5131.1 A 272,46189 

CONTROLE B C 195.66170 

Experimento realizado em plantas Ti 

Evento/Gene Menor Média Quadrada 

RootP::FUE_40 A 261.52868 

35S..GUS B 160,55573 

Evento/Gene Menor Média Quadrada 

5373,1 A 452,27789 

CONTROLE B C 373.83060 

Experimento realizado em plantas Ti 

Evento/Gene Menor Média Quadrada 

FUE47 A 202,37548 

35S.:GUS B 142,22673 

Evento/Gene Menor Média Quadrada 

5343,1 A 452.75078 

CONTROLE B 376,63355 

abe1a 4Th - 1ista cie genes irl.- str7 :1c :-r es _ i mrrH.- n 1 ! Y .:1 

_-, muda sob estresse sIriÓtic~. 

Gene 	 Promotor 	 Ensaio de Crescimento da muda Osmot 

FUE 502 	35S Evento/Gene Menor faledia Quadrada 

5125,9 A 

5125.10 B 156.16627 

5125.1 B 145,40683 	'I 

CONTROLE C 92.51323 



Continuação da tabela 44b 

TT105 
	

E pë;unentr ra iI;::-Ao En 1 nt:, T' 

FUE_503 

FUE_504 	TT105 

Fl1E_3 35S 

FUE_9 RootP 

FUE_10 35S 

FUE-13 35S 

Evento!Gene Menor Media Quadrada 

TT105: FUE502 A 145,94616 

11105 GUS B 129,39693 

Evento/Gene Menor Média Quadrada 

5182,3 A 163,93440 

5181,2 A 151,83208 

CONTROLE 9 126,70438 

Expenrnento realizado em plantas li 

Evento/Gene —~ Menor Média Quadrada 

TT105:FUE504 A 17268759 

TT105:GUS B 145,85106 

Evento/Gene Menor Média Quadrada 

A 5213.1  309 25610 

C 	 244,050799 CONTROLE B 

Evento/Gene Menor Media Quadrada 

213.03081 

175,02303 

RootP FUE9 A 

35S GUS B 

Evento/Gene Menor Média Quadrada 

5331.1 A 438,55622 

CONTROLE B 202,58577 

Evento/Gene 

S252,7 	-~A 

Menor Media Quadrada 

 312,47256 

CONTROLE, 7 B G 233,04378 

RootP 	 Experimento realizado em plantas Ti 

Evento/Gene 	 Menor Media Quadrada 

• RootP::FUE13 	 ,4 	 173,97881 

35S. GUS 	 B 	 134,41030 

FUE_37 	 RootP 	 Experimento realizado em plantas Ti 

FUE-39 	355 

Evento/Gene Menor Media Quadrada 

RooIP::FUE37 A 205.43584 

355: GUS B 168,99783 

Evento/Gene Menor Média Quadrada 

5131.1 A 261,25201 

CONTROLE B 177,03349 

FUE_40 	 35S 	 Experimento realizado em plantas Ti 

Evento/Gene Menor 1,ledia i us:drod 

RootP::FUE 40 A 142,16470 

35S::GUS B 125,81481 



5373,2 A 3õ674015 
5371,4 

CONTROLE 

B 231,50773 

C 	196,22318 

Evento/Gene Menor Media Quadrid~: 

5243.3,7 dias A 382,37255 

CONTROLE. 7 dias B C 270.81987 

35S FUE_49 

O 
I~ 

Continuação da tabela 44b 

FUE_41 	35S Fvent íG( -I c, 	 I —J 	i..ir 	1cà, 

20 

EXEMPLO 8 

Avv a 1 _ . 	._ 	..e 	c 	'_ -. 	,. - - - 	, . 

arquitetura de raiz rias plantas trsnsgénie:-e.=: 

Muito:  

agricultura moderna podem ser explicados por alterações ii-: 

arquitetura de raiz. 0 tamanho e profundidade da ..:..: 

correlacionam-se à tolerância de seca e eficiência do us. .- 

fertilizante. Os 	sistemas 	de raiz 	mais 	prof iricle 

acossar 	a 	ieee em 	cantadas 	aiai2 uru fundas 	ic_ 	._ - 	- 	- 

semelhante, 	~:m sistema 	de 	raiz altamente 	ramif i::, 	fornece 

melhor 	cobertura do 	solo, 	portanto, 	pode efetivamente 

absorver 	todos 	os 	macro 	e micronutrientes disponíveis 

resultantes 	na eficiência otimizada do uso de fertilizares. 

H -ira 	testar se 	as 	plantas transgênicas produzerii 

iferente estrutur, 	_ _ _: , 	i.. 	:. "- :- 

placas 	de 	ágar 	c 	_ 	 _.1.-,.., -_ 	.. i r,;-;1 i :_ . 	-: 	.. 	1 	Hr 

fotografadas em dias alternados e o comprimento máximo _ 

área total coberta pelas raízes da planta foram avaliados 

partir das fotografias digitais. A partir de cada corstrucã. 

criada, diversos eventos independentes de trarisÉ 

foram verificados em duplicatas. Para avaliar as di= 

significativas entre as carac•te_i e  

o teste t Students fci uxt.,.1'. _. CI 	T e ftrie 1 - i~7 5. 
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7 

i Tìti - içar 	is 	vet_;:' 	 is 	c -- 	- 	•'_ 

pendentes de raiz e fornecer um escore estatístico -íc, - 

achados 	:.. 	,: 	t 	t l ,_. 

Resultado_ 

_Aspectos da arquitetura de raiz, tal animo ária t 

coberta e profundidade máxima (comprimento) atingidos 

sistema de raiz, foi averiguado que as plantas transgel----.:- 

expressando os genes FUE possuem características notáveis:. 

Por exemplo, as plantas transgênicas expressando em exceli 

FUE 1O e FUE 4 9 foram averiquadas colmo t- D=ado una mEi i 

abertura de área de raiz com base nas -r-l: i Ei 1  

i dias após a germinação (vide `tabela 4; 

Tabela 4r:: Área de Raiz (em cm.-, medi_la Tn:-. ii 	_ 

Nível Menor Média Quadrada 
21 dias 35S::NUE10 A 1,3313852 
2ldias 35S::NUE49 A 1,3253389 
21 dias 35S::GUS B C 1,1289837 

ES  

ciasma J _r 	, 	nijfjt 	,ate di td 

=averiguadas para produzir a arquitetura de raiz mais lone:. 

vide Tabela 46 abaixo). FTJE 16 foi averiguado para produzi,  

sistema de raiz penetrante mais rápido de todas a -  

--onstruções testadas =-.. L:vs. 	,_ 	uns: 	 .;,- a  i , 	, 	- 

jias tipis  a zTermnaci - 

-'.TE 7 C)rioinal 	atingem 	camadas de solo mais 	profundas 
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comparadas às corres  

Essas plantas são esperadas  

os fertilizantes e água C- 	-- 	:, 

períodos mais longos de seco. 

Tabela 46: Análise --' _. 	, 	. G 	I. a  

cm) medida no dia 2i 
Nível Menor Media Quadrada 
21 dias 35S::FUE7-Original A 6,5156396 
21 dias 35S::FUE 	16 A B 6.1808293 
21 dias 35S:: GUS C D 5.5097884 

is 	níveis 	não . 	_ 	.•  

mesma letra são 	sianif_c-tirar:ente diferente.. 

- - arquitetura  

permite que as 	plantas trarisgânicas expressando as 	genes 	FTC 

nutriente aumentadas em 	uma 	característica chave 	pare 

eficiência melhorada do uso de 	fertilizante e 	tolerância 	a.: 

estresse abiótic- . 	os sistemas 	de 	raiz mais 	profurìdc a 

permitem que 	as 	plantas 	acessem 	a 	água d sponí.,  

-amadas mais profundas do solo, 	of mizando a MAMO 

Jongar os 	períodos de 	seca 	e, 	portanto,  

rendimei - - 	_ _a J 	í_ Ti, 	_ _ 	_ 	_:  

EXEMPLO `á 

caracterizadas o,_ - 	: o.I À - _ tur-. le planos ::r:, 

-_ preserva de múltiplos ór:a,_;_::-. 

2 	:aazaino - 	_ 	- 

5 

15 

20 
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mentos de semente. 	ia:. ir 	pr asant - i, _,,4:`x-- 	i 

prática, os presentes inventores averiguaram de forma 

urpreendente que as plantas transgenicas expressando FTJE =1 

rob um promotor constitutivo melhoraram a arquitetura I1 

i rgão reprodutiva, is talos de floração eram rar-amee u 

rígidos e fortes e transporte um grande número de síliqua._- 

vide Figura 9 mostrando os diferentes event:: 

áíe transformação). Os resultados foram cenf-:-: 

ia triplo cego identificando as 

	

~0 	a - iouos r.:ir planta, provavelmente deva  

• _,is rápido dos brotos laterais de inflorescêricia. De form_.: 

interessante, todas as plantas eram diferentes event:- 

transformação com a mesma ,co.-nstrucão, gene NUE4Üi 

promotor 	35S 	(vide 	Fi r_; . 

15 

 

características de desenvolv,.-i.: 	a _ 	i: 

EKEMPLO 1 

	

o 2u 	'T-71 (SEQ IL; lli : i. 42,l s,3í conferem tcleriaai.a 

_ 1 1 : , 	s i_: r 1 	e endendo 	qua. 	- - 	 . 11 	Ii.  

25 previamente revelada rio Pedido PCT N° WO2005/12136li e ST E. 

SEQ ID ITT°. 1342 e 1343, previamente revelada no Pedido .PC 

1° W02005/121364) confere resistência à seca e rendiment_a.r 



I-_': 1( 4 

CT_9 e CT i 1 foram rev L,=, 	= 

para Evo ene Ltd. e na US5. i C .0i 	(CT 71: 

Materiais e Procedimentos E.:<1.•..:rinr.enta 

Ensaio 	azo 	oe, a 	- 	" 	 o _,.... 

5 seca aqui descrito foi, efetuado nas condições 

imitando o estresse de seca ao oontrolar a qu.ar:t 

semelhante ao campo do fazendeiro, considerando que cri. 

I0 deficiência de água de uma forma relativamente uniforme 

ermite a medição do ere, r. -í. 50 TC torn r ro.11 cc0e. HE- } 

tamanho de plantas. 

irrigarão pode ser efetua. 	- _.. 

15 )a) colocação em um se.! 	... .-. 	 -_ - 

gotejamento de modo a obter as orifícios de irriga_ 

dast ilc.,ico  '.:-LH oti I 	 -o.',: 

e Y; 

(b) 	lrIc0000H. 	.::_, I-'..i.,ia- 

211 orifícios de irrigação ar CImO 1:0 	-ie ii 	_ '= 

litros de água por 

de irrigação (10) para imitar as condições de seca qu. 

compreende os seguintes componentes e ilustrado na Figura 

25 	pode ser usada em confaroLicoP 	corn CS 	e1.í. ? _- iCI 1 1C _.c 

presente invenção: 

lit 	um 	sistema 	de 	irrigação 	por 	got__ . ,.?. 1. 

pluralidade áío _orii i'__ -,d ole lri _ _ 0._: 	 O:-c: 



cm entre si nas 	I. 

(ii) um sistema de controle e eP:le1Lj.  

continuamente irrigar cada um dos referidos orifícios 

irrigação 0,5-2 litros de água por hora. Ors gotejadorei 

5 preferidos usados são a linha de gotejador Jo rcredo esp<_ 

compensador por pressão com sistemas de anti-sifão e an_i- 

dreno (TJnikam CNL #16010, Taxa de Fluxo _ , 	_ 	. .. 

Israel) . O sistema anti-sifão impede o fi_i;:_  

sujeira ria linha do gotejador enquanto o sistema de ar,r-'- 

In dreno (CNL) elimina o efeito de drenager:i o 	_,,  

1:elhora a eficiência na irrigação por pull.-. 

O 	método, 	- 	_ 

desenvolvido com base nos sistemas á-3e irrigarão 

aspersores de fonte de linha (Hanks et al. 197_. 

15 Soe Am. J. 10 p. 926-429) com modificações 5191.- 

Ao invés de irrigação por aspersor, a irrigação 

gotejamento foi usada. Com a finalidade de criar uma caí- 

úmida uniforme e profunda (pelo menos profundidade de 60 

i não a camada com formato de cebola que é tipicame:, 

2u criada pela irrigação por gotejamento, um sistema do 

irrigação por gotej amen to d- 	er saJ._ Jo ho co r- 

ici usado que perm fie o icciecinoirr •io  

rn cm período de tempo Anti =avente long.  

experiment 

solo durante .. verão he 1106 (de julho a retem r  / Wing 

•1i1.00iiL _r 	_,, _.: to 	r - :r:eo a Rehovot, Israel 

.1 	capacidade de át á:J, •-i'_~ 	- 
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:ias seguintes três profundidades: U a 20 cia, OU a ft  

higrosçópico, enquanto a capacidade máxima de água do s.. 

5 ura de 20 . Todos os fertilizantes foram aplicados no s _ 

antes da plantação. A quantidade de fósforo e potássio foi 

calculada 	como 	s.i !::i 	 1 

nitrogênio foi aplicai 	•, _. i - _ i , 

= LrEOIILOhUCO - -  	 it 

._  

193 cm, continha as unhas de irrigaçãopor 	7 ote amento  g  

criando a cobertura de nove gotejadores por 1 met,_ 

quadrado. 0 controle de água foi feito separadamente p,_:~ 

cada tratamento. C ,, 

15 	início do experimerto._ . 

condição de sementeira sob iro 	 ir 

mudas foram transplantadas após quatro semanas no sol, 

ürnido. A quantidade de água que ft usada para uniformemente 

• 20 irrigar antes do transplante atingiu a capacidade máxima d~: 

lona 120 _ w/w) na profundidade de 60 cm, entretanto .-:i. 

oivacão de sobrecarga de água. Cada planta foi transplant-;_.: 

próxima a um gotejador, 30 cm de distância entre as 

-om uma densidade total de 2600 plantas por 1000 

25 •_7uadrados, de acordo com o protocolo comercial 

crescimento. 0 experimento foi estruturado em quatro bio_ 

:ontendo três fileiras irrigadas com diferentes níveis áíc 

_.. 	- ., - - - 	- 	 - 
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regimes de águas tiveram in ._ :_ 	c cr 	 _ 

transplantação, quando as plantas atingiram a et=, 

floração. A quantidade de água abastecida a cada 	_-:: 

durante o ensaio foi calculada em cada início da semana end 

as recomendações dos protocolos padrão de crescinenc_ 

O tratamento WLI-O __- 

volume de irrigação semana 

dividido em três irrigações. 

(WLI-1 e WLI-2) 	re ::o  

tot,: 	cc:::-c  	, 

Os 	d(' i 	icr 

15 

• 2)) 

deficiência 	de água. 	'i_ _ - , 	!_ ,t . -•:: 	_ i. 	: • ,_ 	 - 

cur semana, porém a quanti Made de água fornecida foi alert: 

da irrigação fornecida ao WLI-O. No final de cada semana, 

plantas WLI-I receberam a quantidade de água exigida pare 

atingir a capacidade máxima de ácice :dc solo. O  

irrigado durante a semana, p rdir., 	c; invés dicer., r:_ 	r, . 

de cada semana. A água foi Hnniecida 

capacidade máxima de água. © experimente, de 

durou todo o período de floração (23 dias) correspondente _; 

4 ciclos dos estresses acima descritos. Após isso, 	nOr 

tratamentos receberam a quantidade recomendada de áç:;. 

O reler_.: i-1 	,_e1' :- j: i'- :- 

era igual à diferença entre o te..-:r. 	.:~1 : c- 	:=. .. 

25 tratamentos de acordo com - te=or- Pfati,zo:, .lc, _. :- rir 

Tabela 47?. 

Tabela 47 Teor r: cear 	 c. 
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Teor de agua no solo (% w/w) 
Tratamento I Profundidade do Solo (cm) Controle - WLI-Q j±i WLI-2 
0-20 17 f 14  10 
20-4a 16 12 12 
40-60 15 12 11 

De nota, durante os tratamento 

do período de estresse WLI-1 e WLI-2 recei_: 

75 -, menos água comparado ao controle (WLI-0). 

Clonageiri d 

A identificação bioinformática, clones r:. 

fenotipica de CT-9 e CT-71 fnrrc,m descritos na Patente P.I: 

t!J . 2 O_ 5/ X21 Jig ã . 

i u 	.. -ï  

construções binárias, compree_:Í,º 	promotor 

transformados em plantas 	 e  

de Agrobacterium tumefaciens Lá4404 (cerca de 10'células/e:: 

foram transformadas com 20 ng de plasmídio binário 

eletroporação, usando um eletroporador MicroPul ser (Binara 

' ,2 cm .r 	, .----!- .. 	E',c 	..- 

Eiora_ . 

foram cultivadas em 0,8 mL de meio liou: 	:-- 

por 3 h e 0,2 mL da suspensão de célula foi preparada ei. 

placas de ágar LB ce mplementad- 	m a  

antibiótico de 300 mg/L (para cepa de Agrobacterium LB44 

e kanamicina 50 mg/L  

incubadas em 28 °C por Ic --. 
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foram cultivadas e a ampliticacão por PCR foi reali 	! 	.. 

células de Agrobacterium, usando os iniciadores c:1 	<< 

projeta-._._ 	r. -a 	_ 'rnr ;-: 	_. 	irara 	soa-_ 1 

binária. 

separados em 1,5 	de géis de agarose e os tamanhos d~~ 

produto foram determinados ao comparar o meio de DNA 

Fermentas;. Os produtos de PCR corn o tamanho previsto 

seqüenciados usando os iniciadores p  

10 	amplificação de PCR. Q seqüenci.ament 	ï._, 	. ._. D. . 	1 

foi realizado para verificar que os clerics _-_:,rraVr _-r: 

introduzidos nas células de Agrobacterium. 

0 seqüenciamento de DH in. 

efetuado 	us_- n-i 	: .n ,.. 

15 Biosciences Ii:. 

tomate Micro-Tom com CT 9 ou CT-71 - A trans: 	- 

tomate (Lycopersicon esculentum, ver MicroTonj e cultivas 

das plantas transgênicas foi efetuada de acordo com Cur 

6 20  et al. 1995 Methods Moi Biol. 1995;44:59-70., e Meissner 

si. 	2009. 	Plant 	J. 	2000 	May; 22 (3 ) :265-74. 	App_--- 

s r _ :sformação, 	as plantas de tomate Ti MicroTom _. _ -.., 

'-, 

 

1-_ 	T i _t c-t!. 	I]n: _ 	r 	i ._ _ .- 	. _ 	1' 

— l gin_i1.:.. 	I': 	a. Y: —i,:.r_r 	 = 

25 eransgénicas de tomate micro-turn tomate expressando e~ 

oxcesso os genes CT-9 ou CT-71 sob a regulacão do prorriotee- 

IS foram polinizadas de forma cruzada com as plantas .- 
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._ jantas originadas de quatro c -  

re~t.-esentando o efeito de posicão, Os híbridos de Fl 

incluem o transgene foram usados para avaliação adiciono..~ 

-orno um controle negativo, as plantas não transgênicas qu 

_e segregaram das mesmas populações transgênicas fo. 

iradas. Para distinguir entre as plantas transgërlicas e -. . 

T1 	:._'ïCnicaS, 	irmla 	tri . os 

ioruto de cerca de 90 	das frutas vermelhos, us piar 

foram avaliadas e os frutos foram colhidos. C desempenho 

r-ianta foi avaliado ao medir a massa das cobertura-.:, 

.-umprimento de raiz e massa. A prol, s,s o 	; . 

15 _.." frutos de tamanho total verme":. 

- 	- 	-_ 

lllbela 4H 	t.ür.ci1f1 _, :iL 	Late 	o- 

_--a - _ 	dos _' Í_, -.. 	i_ 	Co.. - . 	iltivadas sob estresse de é, 

'_ii 	severo (WLT-21 exp-- esssro 1, o. _r . 	T-_' sImpa osiL: 

iii controls. 
PJorne da linha Media 	do 	peso 	do 	flui 	:ao 	nnoiinu 

completo total por planta (g) - construção Média do peso de fruto completo total por plait, 
de gene 

(g) — melhor evento de desempenho 	JI - 
Controle 	- 	plantas 	não 656 c 
transgênicas 656 c 
CT-71 692 be 

707 be 
CT-9 782 a 

840 a 

1s, 	c - Níve s não coriectados pela rYLO : r a letra. 

_: fatisti camente diferentes 1 Hlisa~l ,ramente em P<Í, 
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r esq a o em 	-mostraram siçnifi c-ativarrze<~ _ 

t1=ior rendimento do fruto sob condições severas 

.-ieficiência de água (WLI-2) _-amparadas às plantas de 

n role. 

melhoria no rendïrrenrO i- 

-,i Servida Lambem s.H_: 	rr-L,, t•áo regular de agua 

linhas expressando CT-9 e CT-71 (vide Tabela 49, abo u:.- . 

Tabela 49: Rendimento tot _il ria auto das linhas de plana : 

o In 	:.expressando em excesso CT-9 ccn.rarsdo às planta: 	:.  

cultivadas sob irrioacão if 	á _1. do _, rus it LI- 
Nome da linha Médka 	do peso de fruto de tamanho Média 	do 	peso 	de 	fruto 	coiripier.0 	total 	pc~ 

completo total por planta (g) - construção planta (g) — melhor evento de desempenho 
de gene 

Controle negativo - plantas 820 b 820 b 
não transgënicas 
CT-71 100a 1046a 
CT-9 993 a 997 ab 

a, b, c - Níveis não conectados pela mesma ïetr_: -. 

eestatisticancuac :.iit._L erHo a L..0_H TOT T000OTi:ì 

EXEMPLO 11 

Ia ter a 

de botões pode ter um importante papel ria agriculto- 

2u moderna e criação de flores e ornamentes. No cased:  

moderna do milho, os criadores trabalharam por muH. 	r. 

for 1i  _de ele criar plartsr ala iH co coace  

maturação simultaneamente. Por outro lado, o controle de 

2ï 	afilhamerito co crioulo 	-lc-ar 	c.Cr[i aL, r 1- S_._ 	~i° LTcOiO. 

T 



I;{Í; I 

pois cascas mültlrl -,e 	 I. : , 

paniculas na mesma planta, enquanto o afilhamento em exce -.- 

possui efeitos deletérios sobre a planta. De fc::_. 

semelhante, 	a 	ramificação 	lateral 	é 	importante 	p_ - 

ornamentas, por exemplo, para produzir múltiplas flor .: 

partir do mesmo talo, ou parr, rr_:a' 	r tiaras ar-jade:  

Osrt:jr is --_._ía  La --. 

as 	plantas 	que 	expressam 	FUE34Evo 	exógeno

•  

	.. , 

I0 caracterizadas 	por 	ramificacão m,`lt zela 	do 	broto. 

_:pressão de FUE 34 Evo (SED IL: f - : 54) sob um promotor 

Ubíquo constitutivo provocava feuór_ipo de ramifi 

] ateral ativo raramente. Todos os eventos transe é! 

i i:í. s 	com 	essas 

15 específico de ramifica_ 

resultado de perda da dominância apical da planta ou maims 

provável à expressão contínua de Evo 34 Evo de acordo com 

promotor constitutivo ubíquo. 	Evo 34 é um fator d 

transcrição de caixa MADS que contém, além disso, os lac: 

S iii 	de 	fosforilação 	putativos 	pE,r:a 	qu riase 	de 	protegi 

epe e, <r_te 	is 	 'lI-_ -._, 	7 :Th i.. 	i_ 	,e _.._. 

de 	= . -::j 	E 	=. 	= .r.: 	': -.  

preferido de raiz, tal coma, RootP provocada pela criação 

um fenótipo de raiz altamente ramificado compact_;. 

25 FUE_34_Evo pode ser, portanto, usado, por exemplo, par,:: 

projetar plantas com ramificação contra 1aJa, adia  

promotor induzivel ou constitutivo ativo em ch ' _ I.._. -. i,.: 

partes anatómicas da planta e/cru determinadas etal_::,- iT. 
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iesenvu1vimel3to. 	De forma seine; i   

silenciado e, 	dessa forms, 	 l _...7erll_ 	ramificas; 

lateral teráe a alta pr, l _,;., i= is . 	i.. _- r e '1 ,-1dt . Outro us_ 

potencial paraesse cena é  pare-1 1  .i OTriac.o so 1 s;t ì 7 - 	j 

5 marcador: 

EXEMPLO 1 - 

homcl_ 

E_,olinucleot dio e seqüências de pdlip;.eptídif} da inveri_ . 

identificada usando BLAST (programa TBLASTX) com pelo mero 

85i de sem lhar_ _. err, pl'm  menor. 	-. 	'I!= to':.in _. ocoinriciento _i-_. 

proteína. 

1. Tabela 
Gene SEQ ID N°: 

Polinucleotidio/polipeptidio 

orqanisnw I-,Irct1t 	 cuIreruuf.r ideriti(VIth,  rte 

poreentagerr 

FUE 1 2191766 milho yea mays 100 10_i' 

FUE 1 220/769 arroz Oiyza sativa 6947 77.44 

FUE 1 2211770 sorgo Sorgo bicolor 87,22 81 ,95 

FUE 1 2221771 cana de açúcar Saccharurn officinarum 88,72 84,96 

FUE 1 2231772 trigo TÉticum spp 96,99 96,24 	1 

FUE 1 2241773 trigo Triticum spp 100 98.5 

FUE 2 2251774 milho Zea mays 98.48 95.45 

FUE 2 2261775 milho Oca rnayrs 100 100 

FUE 2 2271776 milho Zea mays 100 100 

FUE 2 2261777 sorgo Sorgo bicolor 89,39 84 85 

FUE 2 229/778 sorgo Sorgo bicolor 89,39 84.65 

FUE 2 2301779 sorgo Sorgo bicolor 89.39 84,85 

FOE 2 231/780 trigo Traticurn spp 100 100 

FUE 3 2321781 milho Zea mays 92,08 88.12 

FUE 3 233/782 milho Zea mays 100 99,01 

FUE 3 2341783 milho .ea mays 100 100 

FUE 3 235/784 milho Wea rzrays 100 100 

FUE 3 236/785 sorgo Sorgo bicolor 88 12 85.15 

FUE 3 2371786 sorgo Sorgo bicolor 68 12 85.15 

FUE 3 238.787 cana de aç icár -ccr 5r m ofr'u irrarum 06 Cd 01 - 
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FUE 3 2391768 trigo Ttificum spp. 100 99.01 

FUE 4 240i789 milho Zea mays 97,63 96.45 

FUE 5 2411790 cevada Hordeum vingara 89,68 76.98 

FUE 5 242/791 cevada Hordeum vulgare 89,68 76,98 

FUE 5 243/792 algodão Gossypiurn ssp. 85,71 72,22 

FUE 5 244/793 algodão Gossypium ssp 85,71 72.22 

FUE 5 2451794 milho Zea mays 91 27 77,78 

FUE 5 246!795 milho. Zea mays 88,89 80.16 

FUE 5 247/796 milho Zea mays 88,89 80 16 

FUE 5 248/797 milho Zea mays 98,41 95,24 

FUE 5 249.798 milho Zea mays 99,'21 99,21 

FUE 5 250,799 milho Zea mays 100 100 

FUE 5 2511800 arroz Cryza cativa 86,51 80.16 

FUE 5 252/801 arroz Oryza saliva 86,51 80.16 

FUE 5 253/802 arroz Qryza saliva 91 27 83,33 

FUE 5 2541803 arroz Oryza saliva 92,06 83.33 

FUE 5 255/804 sesame Sesamum indreum 85,71 73 81 

FUE 5 2561805 sesame Sesamurn+ndicum 85,71 715 

FUE 5 257/806 sorgo Sorgo bicolor 88.1 78 57 

FUE 5 258/807 sorgo Sorgo bicolor 97,62 92,06 

FUE 5 2591808 sorgo Sorgo bicolor 97.62 92 06 

FUE 5 2601809 cana de açúcar Saccharurn officinarum 88,89 80,95 

FUE 5 261 X810 cana de açúcar Saccharum officinarum 97.62 93,65 

FUE 5 262/811 tabaco Nicotiana spp. 85,71 7063 

FUE 5 263/812 tabaco Nicotiana spp. 85,71 70.63 

FUE 5 264/813 tabaco Nicotiana spp 85,71 70.63 

FUE 5 265814 trigo Triticum spp. 90,48 76,98 

FUE 5 266/815 trigo Tnticum spp 91,27 76,98 

FUE 5 2671816 trigo Triticum spp. 90..58 75.98 

FUE 5 265i817 trigo Fnticum spp 91 27 7778 

FUE 5 2691818 trigo Tdticum spp 85.71 79.37 

FUE 40 2701819 cevada Hordeum vufgare 8589 77,91 

FUE 40 271i820 milho Zea mays 85,89 80,37 

FUE 40 272821 milho Zea mays 85,89 80.37 

FUE 40 273i822 milho Zea mays 100 100 

-UL 4U 2/41b2í3 arroz Uryza saliva 85,89 (1 	l/ 

FUE 40 2751824 sorgo Sorgo bicolor 86,5 7301 

FUE 40 276;825 sorgo Sorgo bicolor 86,5 73,01 

FUE 40 277/826 sorgo Sorgo bicolor 90 8 86,5 

FUE 40 278!827 sorgo Sorgo bicolor 91.41 87,73 

FUE 40 2791828 sorgo Sorgo bicolor 91,41 87,73 

FUE 7 280/829 milho Zea mays 98,63 98,63 

FUE 7 281/830 sorgo Sorgo bicolor 87,67 86,3 

FUE 9 2821831 milho Zea mays 100 100 

FUE 9 283.832 sorgo Sorgo bicolor 94.35 90,4 

FUE 10 284,833 milho lea mays 99.14 99 'E4 
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FUE 11 2851834 milho Zea mays 96,83 9444 

FUE 11 2861835 milho Zea mays 95,24 94,44 

FUE 11 287/836 milho Zea mays 97.62 96.03 

FUE 11 288/837 milho Zea mays 97,62 96,03 

FUE 11 2891838 milho Zea mays 97.62 96,03 

FUE 11 2901839 milho Zea mays 98.41 96,83 

FUE 11 2911840 milho Zea mays 96,83 96,83 

FUE 11 921841 milho Zea mays 97.62 97,62 

FUE 11 2931842 milho Zea mays 99,21 99,21 

FUE 11 2941843 sorgo Sorgo bicolor 91 .27 85,71 

FUE 11 2951644 sorgo Sorgo bicolor 91,27 85,71 

FUE 11 296/845 cana de açúcar Saccharum ofcinarum 88.1 84,13 

FUE 11 2971846. trigo Trrricurn spp. 96,03 9524 

FUE 12 298/847 milho Zea mays 99.2 96.93 

FUE 12 2991848 milho Zea mays 9947 99 ,2 

FUE 12 300/649 milho Zea mays 99,73 99,2 

FUE 12 3011850 arroz Oryza saliva 9067 80.53 

FUE 13 3021851 milho Zea mays 100 100 

FUE 14 303/852 cevada Hordeum vulgare 85.33 77,33 

FUE 14 304/853 cevada Hordeum vulgare 85.78 79,56 

FUE 14 3051854 cevada Hordeum vulgare 87.11 8044 

FUE 14 306/855 cevada Hordeum vulgare 88.44 81 78 

FUE 14 307/856 cevada Hordeum vulgare 88-14 81 78 

FUE 14 3081857 milho Zearnays 35.78 75,1' 

FUE 14 309/858 milho Zea /nays 85.78 75.11 

FUE 14 310/859 milho Zea /nays 86,22 76 

FUE 14 311/860 milho Zea mays 86,22 76 

FUE 14 3121861 milho Zea /nays 87,11 78,22 

FUE 14 3131862 milho Zea mays 85,33 81,33 

FUE 14 3141863 milho Zea /nays 92,44 88,44 

FUE 14 3151864 milho Zea /nays 92,44 88,89 

FUE 14 3161865 milho Zea //lays 92,89 88.89 

FUE 14 3171866 milho Zea mays 92,89 89,3: 

FUE 14 3181867 milho Zea /nays 93,33 89,33 

FUE 14 319/868 milho Zea /nays 93,33 89.33 

FUE 14 320!869 milho Zea /nays 94,67 50,22 

FUE 14 3211870 milho Zea mays 100 100 

FUE 14 3221871 milho Zea mays 100 100 

FUE 14 323f872 arroz Oryza satrva 55,33 73.33 

FUE 14 3241873 arroz Oryza sadia 85,33 73.33 

FUE 14 3251874 arroz Qryza sativa 85.33 74 22 

FUE 14 326?875 arroz Oryza saliva 8533 74,22 

FUE 14 3271876 arroz Oryza saliva 88 77,78 

FUE 14 3281877 arroz Oryza saliva 88 77,78 

FUE 14 329/878 arroz Oryza saliva 85,78 79,5E 

FUE 14 330/679 arroz Orpza sstiva 85 78 	79811 

1. L 
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FUE 14 331/880 arroz Oryza saliva 86,67 80.89 

FUE 14 332/881 arroz Oryza saliva 86,67 81,33 

FUE 14 3331882 arroz Oryza saliva 86,67 81,33 
FUE 14 3341883 arroz Oryza saliva SE 81.78 

FUE 14 335/884 arroz Oryza saliva 87,56 81.78 

FUE 14 3361885 arroz Oryza saliva 88 81,78 

FUE 14 337/886 arroz Oryza saliva 87,56 81,78 

FUE 14 3381887 arroz Oryza saliva 87,56 82.22 	1 

FUE 14 3391888 arroz Oryza saliva 87,56 82,2 

FUE 14 3401889 arroz Oryza sativa 87.56 82.67 

FUE 14 

FUE 14 

3411890 

342/891 

arroz 

arroz 

Oryza sativa 

Oryza sativa 

87,56 

88 

82,67 

83,11 

FUE 14 3431892 arroz Oryza sativa 88 83,11 

FUE 14 344/893 sorgo Sorgo bicolor 86,22 76,44 

FUE 14 3451894 sorgo Sorgo bicolor 86,22 76,44 

FUE 14 346/895 sorgo Sorgo bicolor 36,22 77,33 

FUE 14 347+896 sorgo Sorghumbrcolor 86,67 - - 7778 - 

FUE 14 3481897 sorgo Sorgo bicolor 93,33 69 78 

FUE 14 3491898 sorgo Sorgo bicolor 93.78 89,78 

FUE 14 350.1899 sorgo Sorgo bicolor 93,78 89,78 

FUE 14 3511900 sorgo Sorgo bicolor 93.78 90.22 

FUE 14 3521901 sorgo Sorgo bicolor 93.78 90.22 
FUE 14 353/902 sorgo Sorgo bicolor 94,67 90.67 

FUE 14 3541903 trigo Triticum spp 87.11 80,44 

FUE 14 355/904 triga Tnticurn spp 88,89 40.89 

FUE 14 3561905 trigo Tnticurn spp 67 58 81.33 

FUE 14 3571906 trigo Triticumspp 87,11 81,33 

FUE 14 358!907 trigo Tnticurn spp 88 81 78 

FUE 14 3591908 trigo Triticurn spp 89,33 81,78 

FUE 14 360!909 trigo Tnticurn spp 90,22 83,11 

FUE 14 3611910 trigo Tr/ticum spp 39,33 8311 

FUE 15 362/911 milho Zea mays 100 100 

FUE 15 3631912 sorgo Sorgo bicolor 89,32 88.26 

FOE 16 3641913 miEho Zea mays 88,21 83,59 

FUE 16 365/914 milho Sea /nays 100 100 

FUE 16 366?'915 sorgo Sorgo bicolor 87.69 83.59 

FUE 17 367/915 cevada Hordeurn vulgare 88,84 79.68 	~ 

FUE 17 368!917 cevada Hordeum vulgare 88.84 79.68 

FUE 17 369;918 milho Zea mays 91,42 88,45 

FUE 17 3701919 milho Sea mays 100 100 

FUE 17 3711920 milho Zea mays 100 100 

FUE 17 3721921 arroz Oryza saliva 89,24 78,49 

FUE 17 373/922 sorgo Sorgo bicolor 96,02 92.03 

FOE 17 374/923 trigo Trot cur/ spp 88.455 79,26 

FUE 17 3775/924 trigo Tnt,cum spp '6984 80.08 

FUE 30 3761925 milho ?ea mays 97,8 97 8 
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FUE 30 377926 milho Zea mays 98.31 97.91 

FUE 30 3781927 milho Zea mays 99,66 99.66 

FUE 30 379/928 milho Zea mays 99,83 99,83 

FUE 30 3801929 milho Zea mays 99,83 99 83 

FUE 30 3811930 arroz Oryza saliva 87.46 79,15 

FUE 30 3821931 arroz Oryza saliva 87,46 79,15 

FUE 30 383/932 sorgo Sorgo bicolor 91.69 85,93 

FOE 30 384/933 cana de açúcar Saccharurn officinarum 92.03 87.29 

FUE 31 3851934 milho Zea mays 99,15 98,98 

FUE 31 386/935 arroz Oryza saliva 86.05 81 74 

FUE 31 387,'936 arroz Oryza saliva 88.05 81,74 

FUE 31 388/937 trigo Tnticum spp. 85.15 75,94 

FUE 32 389/938 milho Zea inays 100 100 

FUE 32 390/939 arroz Oryza saliva 89,47 85.65 

FUE 33 3911940 cevada Hordeum vulgare 92.8 88,64 

FUE 33 3921941 cevada Hordeum vulgare 93,63 89,75 

FUE 33 3931942 milho Zea mays 99.72 99.72 

FUE 33 394/943 milho Zea rnays 99,72 99,72 

FUE 33 3951944 arroz Oryza saliva 93,35 90,3 

FUE 33 396/945 arroz Oryza saliva 93,63 90,56 

FUE 33 397/946 sorgo Sorgo bicolor 85,32 75,35 

FUE 33 398/947 sorgo Sorgo bicolor 85.32 75,35 

FUE 33 3991948 sorgo Sorgo bicolor 97,51 96 68 

FUE 33 400/949 sorgo Sorgo bicolor 97 78 96 95 

FUE 33 4011950 cana de açúcar Saccharum ofi cinarum 85,09 75 9 	I 

FUE 33 4021951 cana de açúcar Seccharum officinarum 97.51 56 66 

FUE 33 4031952 trigo Tilticum spp. 93,35 89,75 

FUE 34 Evo 4041953 milho Zea mays 96,25 94,58 

FUE 34 Evo 4051954 milho Zea mays 96,25 94.58 

FUE 34 Evo 406,'955 arroz Oryza saliva 66,25 76,67 

FUE 34 Evo 407/956 arroz Oiyza saliva 87,92 76.33 

FUE 34 Evo 408957 arroz Oryza saliva 92,5 85.83 

FUE 34 Evo 4091958 arroz Oryza sativa 92,92 85,25 

FUE 34 Evo 410/959 trigo Triticum spp 87,5 7675 

FUE 34 Pat 4111960 milho Zea mays 100 100 

FUE 34 Pat 412/961 arroz Oryza saliva 65,83 76,67 

FUE 34 Pat 413/962 arroz Oryza saliva 87,5 18,33 

FUE 34 Pat 4141963 arroz Oryza saliva 92,08 85,42 

FUE 34 Pat 4151964 arroz Oryza sariva 92,5 85,83 

FUE 34 Pat 4161965 trigo Triticurn slip 87,5 76,75 

FUE 35 4171966 milho Zea mays 98,41 96.03 

FUE 35 4181967 milho Zea mays 100 97,62 

FUE 35 419/968 milho Zea mays 100 100 

FUE 36 420/969 Arahidopsis Arabidopsis rhaliana 57,43 74 56 

FUE 36 4211970 Arahidopsis Arabidopsis thaliaria 87,98 75,41 

FOE 36 422971 Arahidoosis 4i'aUrclovs;s (ha/flui 3 	':. 
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FUE 36 423972 Arabidopsis Arabidopsis tirana 90,16 77 87 

FUE 36 424/973 Arabidopsis Arabrdopsis thaliana 90,98 80.87 

FUE 36 425/974 Arabidopsis Arabidopsis thalrana 92,35 82.51 

FUE 36 426/975 Arabidopsis Arabrdopsrs thalana 92,35 82.51 

FUE 36 427/976 cevada Hordeum vulgare 87,43 79,51 

FUE 36 428/977 cevada Hordeum vulgare 87,43 79 51 

FUE 36 429/978 cevada Hordeum vulgare 87,7 80,05 

FUE 36 4301979 cevada Hordeum vulgare 92,35 86,34 

FUE 36 431/980 cevada Hordeum vulgare 97,27 93.72 

FUE 36 4321981 cevada Hordeum vulgare 97327 93 1 

FUE 36 433/982 algodão Gossypium asp 87,16 77,67 

FUE 36 434/983 algodão Gossi'pru rr ssp 85.79 78.42 

FUE 36 435/984 algodão Gossypium ssp 89.89 02,24 

FUE 36 4361985 algodão Gossypium sap 90.16 82.79 

FUE 36 437/986 milho Zea mays 91,8 84,97 

FUE 36 438/987 milho Zea mays 98,91 96,91 

FUE 36 439/988 milho ?ea /nays 98,91 98,91 

FUE 36 440/989 milho Zea /nays 100 99,73 

FUE 36 4411990 á&amo Popalus spp 91 53 83,06 

FUE 36 

FUE 36 

4421991 

443.992 

álamo 

arroz 

Populus spp 

Oryza satrva 

91,53 

90,98 

83,33 

83.06 

FUE 36 4441993 arroz Oryza $ativa 90,98 83,06 	— 

FUE 36 445i994 arroz Oryza $ativa 91,25 36.61 

FUE 36 4461995 arroz Oryza $ativa 91,26 86.61 

FUE 36 4471996 arroz Oryza satrva 96,17 92,9 

FUE 36 448/997 arroz Dryza sariva 96,17 92.9 

FUE 36 4491998 sorgo Sorgo bicolor 92,62 87.1E 

FUE 36 4501999 sorgo Sorgo bicolor 99.18 99,18 

FUE 36 451/1000 sorgo Sorgo bicolor 99,18 99.18 

FUE 36 452/1001 soja Glycine max 87,7 77.57 

FUE 36 453/1002 soja Glycrne max 89,34 78.96 
1 

FUE 36 454/1003 soja Glycine ruas 89,31 79.51 

FUE 36 455/1004 seja Glycine mas 69,34 19,51 

FUE 36 45611005 soja Glycrne max 89,62 79.78 

FUE 36 457/1006 seja Glycine max 92,35 84.15 

FUE 36 45811007 cana de açúcar Saccharum officinarum 98,91 98,63 

FUE 36 45911008 cana de açúcar Sacci arum obiicinarum 9e,,,91 9391 

FUE 36 460/1009 girassol Hefianthus annuus 87,43 76.78 

FUE 36 46111010 tabaco Nicotiana spp 91.53 83,61 

FUE 36 46211011 tomate Solanum lycopersicum 87.7 78,60 

FUE 36 463/1012 tomate Solanum lycopersicurn 87.7 7869 

FUE 36 464/1013 tomate Solanum Iycopersicum 92,62 54.7 

FUE 36 465/1014 trigo Tritrcum spp 86,89 80,05 

FUE 36 466/1015 trigo Tnricum spp 91,53 85.52 

FUE 36 467/1016 trigo Tr2trcum spp 97,27 93,99 

FUE 37 4681017 I oe 	ad 	 N 	.,, 	n ;u!r 	r 	 11 1 
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FUE 37 469!1018 cevada Hordeum vulgare 91,55 83.1 

FUE 37 470!1019 milho Zea mays 100 100 

FUE 37 47111020 arroz Oryza satrva 95.07 88,03 

FUE 37 472/1021 arroz Qryza safrva 95,07 88,03 

FUE 37 473/1022 cana de açúcar Saccharum officinarum 97,18 93,66 

FUE 37 474/1023 trigo T+afrcurn spp 91,55 83,1 

FUE 38 475/1024 Arabidopsis .4rabidopsrs thalrana 86,79 09,97 

FUE 38 476,1025 Arabidopsis Arabidopsis thalrana 86.79 59 97 

FUE 38 477/1026 Arabidopsis Arabidopsis tha/iana 86,79 70,27 

FUE 38 478/ 1027 Arabidopsis Arabidopsis thalrana 85,89 73,27 

FUE 38 47911028 Arabidopsis Arabidopsis (ha/lana 85,89 73,27 

FUE 38 48011029 Arabidopsis Arabidopsis thalrana 85.89 73,27 

FUE 38 481/1030 cevada Hordeum vulgare 85,29 67,57 

FUE 38 482/1031 cevada Hordeurn vulgare 85,29 67,57 

FUE 38 483/1032 cevada Hordeum vulgare 85,59 65 17 

FUE 38 48411033 cevada Hordeum vulgare 85,89 69,37 

FUE 38 485/1034 cevada Hordeuun v,rlgare 85. 29 01 3 

FUE 38 486/1035 cevada Hordeum vulgare 86,19 71 	: 7 

FUE 38 487/1036 cevada Hordeum vulgare 86.19 71.17 

FUE 38 488/1037 cevada Hordeum vulgare 85,59 73.87 

FUE 38 4891038 algodão Gossypium ssp. 85,89 59.97 

FUE 38 490/1039 algodão Gossyprwn ssp. 85,29 60.97 

FUE 38 49111040 algodão Gossypium ssp. 85,89 72.97 

FUE 38 492/1041 algodão Gossyprurn ssp 67,09 72 97  

FUE 38 493x1042 algodão Gossyp~rur; asp 85,89 7. 27 

FOE 38 494!1043 algodão Gossypruru ssp. 86,79 7037 

FUE 38 495!1044 algodão Gossypium ssp. 86,49 74,17 

FUE 38 496/1045 algodão Gossypiurn ssp. 89,79 77,48 

FUE 3E 49711046 uva Vitis ssp 86,79 72,97 

FUE 38 49811047 uva Vitis ssp 86,79 72,97 

FUE 38 499/1048 uva Viris ssp 90,09 80,19 

FUE 38 504x1049 milho Zea mays 85,29- 67,87 

FUE 38 50111050 milho Zea mays 85,29 67,87 

FUE 38 502/1051 milho Zea mays 85,29 66,47 

FUE 38 503x1052 milho Zea mars 85,59 7117 

FUE 38 504/1053 milho Zea rnays 85,89 71 ,1 7 

FUE 38 505/1054 milho Zea mays 85.89 71,17 

FUE 38 506/1055 milho Zea mays 85,89 71,17 

FUE 38 507/1056 milho Zea mays 85,89 '(14/ 

FUE 38 508/1057 milho Zea mays 85,69 71.47 

FUE 38 509/1058 milho Zea mays 86,19 73.87 

FUE 38 510/1059 milho Zea mays 86,19 7d77 

FUE 38 511i1060 milho Zea mays 86 19 7-4.77 

FUE 38 512/1061 milho Zea mays 100 100 

FUE 35 513,'1062 álamo Popufus spp 89,49 79,28 

FUE 38 514,1063 dlamo Popuk;s spp 69.19 
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FUE 38 515/1064 arroz Oryza saliva 85,59 1 d,1 7 

FUE 38 51611065 arroz Oryza saliva 85,59 64,17 

FUE 38 51711066 arroz Oryza sativa 85,59 68,77 

FUE 38 518/1067 arroz Qryza sativa 85,59 68,77 

FUE 38 519/1068 arroz Oryza saúva 87,39 72,07 

FUE 38 520/1069 arroz Oryza sativa 87,39 7207 

FUE 38 521/1070 arroz Oryza sativa 86,79 73,57 

FUE 38 522/1071 arroz Oryza cativa 86,79 73,57 

FUE 38 52311072 arroz Oryza cativa 85,89 73,87 

FUE 38 524/1073 arroz Oryza saOva 85,89 7387 

FUE 38 525/1074 arroz Qryze saliva 86,79 

FUE 38 52611075 arroz Dryza saliva 86,79 75 38 

FUE 38 527.1076 arroz Oryza cativa 96,4 91 59 
i 

FUE 38 528/1077 arroz Oryza saliva 96,4 91,59 

FUE 38 529/1078 sorgo Sorgo bicolor 85,29 67 667 

FUE 38 530/1079 sorgo Sorgo áicoior 85,29 67.87 

FUE 38 531/1080 sorgo Sorgo bicolor 86.19 69,07 

FUE 38 532/1081 sorgo Sorgo bicolor 85,89 71 77 

FUE 38 533/1082 sorgo Sorgo bicolor 37,39 72,07 

FUE 38 5341083 sorgo Sorge.. b'cvrur 59 1 97 0  

FUE 38 53511084 sorgo Sorgo bicolor 99,1 97,6 

FUE 38 536;1085 soja Glycine max 85,29 67 27 

FUE 38 537/1086 soja Glycine max 85,29 67 87 

FUE 38 538!1087 soja Glycine max 85.89 69,67 

FUE 38 53911088 soja Glycine max 86,49 71.47 

FUE 38 540/1089 soja Glycine max 86,79 71,77 

FUE 38 541/1090 soja Glycino max 85,89 7267 

FUE 38 542/1091 soja Glycuie max 85,29 73 27 

FUE 38 54311092 soja Glycine max 86,79 7.+ 	1 

FUE 38 544/1093 seja Glycine max 86,79 7,1 17 

FUE 38 545(1094 soja Giycure max 85,59 75,38 

FUE 38 54611095 soja Glycine max 88,29 77,76 

FUE 38 54711096 soja Glycine rnax 88,29 78,08 

FUE 38 54811097 soja Glycine max 88,89 78.38 

FUE 38 549/1098 cana de açúcar Saccfrarurn officinarum 85,29 67,87 

FUE 38 550/1099 cana de açúcar Saccharum officinarum 86,49 72,07 

FUE 38 551/1100 cana de açúcar Saccharurn offic;nar-um 86.79 75-05 

FUE 38 552.11101 cana de aditar Sacchaiurn offitiurarurrr 99.4 7 

FUE 38 55311102 tabaco Necobana spp 86,79 72,97 

FUE 38 554/1103 tabaco Nrco8ana spp 86,79 72.97 

FUE 38 555/1104 tabaco Ncotiana spp 87,39 75,38 

FUE 38 556/1105 tabaco Nicotiana spp 87.99 76,28 

FUE 3B 557/1106 tabaco Nicotiana spp 87,991 76.28 

FUE 38 558/1107 tomate Sofanum iycopersicum 86,19 69,67 

FUE 38 559/1108 tomate Solarium fycopersicum 86,49 72 37 

FUE 38 560/1109 1ornate Soianrrm lycopersicwn 50 52 . 	' 	.._ 
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FUE 38 56111110 tomate Solanum lycopersiicum 90,69 78,38 

FUE 38 562/1111 trigo Thhticum spp 85,59 68.17 

FUE 38 563/1112 trigo Tnticum spp 85,89 69.67 

FUE 38 564/1113 trigo Tnticum spp 86.19 71 .17 

FUE 38 565/1114 trigo Tnticumspp 85,89 71 47 

FUE 38 566/1115 trigo Tnticum spp 85.89 71.47 

FUE 38 567x1116 trigo Tnticum spp 86.49 71,77 

FUE 38 568x11 17 trigo Tnticurn spp 85,59 73,57 

FUE 38 569/1118 trigo Tritìcurn spp 93,69 86,49 

FUE 39 570/1119 Arabidopsis Arabidopsrs thaliana 91,93 81.17 

FUE 39 571/1120 Arabidopsis Arabrdopsis thaliana 91.93 81.17 

FUE 39 57211121 Arabidopsis Arabrdopsrs thahana 91,93 :81 	17 

FUE 39 573/1122 Arabidopsis Arabidopsis thahana 91,48 81 61 

FUE 39 574!1123 Arabidopsis Arabidopsis tbalïana 91,48 51.61 

FUE 39 575+1124 carola Brassica ssp. 90 13 79.82 

FUE 39 576/1125 cevada Hordeurn vulgare 9327 79.82 

FUE 39 57711126 cevada Hordeum vulgare 93,27 79.82 

FUE 39 57811127 cevada Hordeum vulgare 90,58 80 72 

FUE 39 57911128 cevada Hordeurn vulgara 90,58 80.72 

FUE 39 58011129 cevada Hordeurn vulgare 98,65 94.52 

FUE 39 581/1130 cevada Hordeum vulgare 98,65 9-1,62 

FUE 39 582/1131 algodão Gossypiurn ssp 93,27 80,72 

FUE 39 583!1132 algodão Gossypium asp 9327 61,61 

FUE 39 584+'1133 algodão Gossypium ssp 94.17 82,06 

FUE 39 585+1134 algodão Gossypum ssp 94,62 52,06 

FUE 39 586;1135 algodão Gossypium ssp. 94,17 82,06 

b U5 39 557/1135 algodão Gossypium ssp. 94,17 62.96 

FUE 39 58811137 algodão Gossypiurn ssp. 95,07 83 80 

FUE 39 589/1138 uva Viris ssp. 93.72 6. 50 

FUE 39 590/1139 uva Viris ssp 93.27 65,96 

FUE 39 591/1140 uva Viris ssp. 93.72 52,96 

FUE 39 592/1141 milho Zea mays 94.62 702 

FUE 39 593,1142 milho Zea /nays 93,27 7982 

FUE 39 59411143 milho Zea mays 92,83 58,27 
1 

FUE 39. 

FUE 39 

595/1144 

596/1145 

milho 

milho 

Zea /nays 

Zea mays 

93,27 

94,17 

80.72 

8072 

FUE 39 597/1146 milho Zea mays 100 100 

FUE 39 59811147 milho Zea rrlays 100 100 

FUE 39 599/1148 pessego Prunes persica 93,27 51,17 

FUE 39 600/1149 álamo Populus spp 93,27 82.06 

FUE 39 601/1150 álamo Populus spp 93.27 0500  

FUE 39 60211151 clamo Populus spp 92.38 82,51 

FUE 39 60311152 álamo Populus spp 94 17 82,96 

FUE 39 604í1153 álamo Populus spp 94.17 62.96 

FUE 39 605/1154 arroz Dryza saliva 9452 8072 

FUE 39 606/1155 arroz Or YZ" a saliva 94,62 
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FUE 39 607/1156 arroz Oryza sativa 93,72 821,96 

FUE 39 60811157 arroz Oryza sativa 93,72 82,96 

FUE 39 60911158 arroz Gryza sativa 95,07 91.93 

FUE 39 610/1159 arroz Oryza sativa 95,07 91.93 

FUE 39 611/1160 sorgo Sorgo bicolor 95,52 81.17 

FUE 39 612/1161 sorgo Sorgo bicolor 95.52 81,17 

FUE 39 613/1162 sorgo Sorgo bicolor 99.55 9865 

FUE 39 614/1163 soja Glycine max 93,72 82.51 

FUE 39 61 5/1164 soo Glycrne max 93,72 82.51 

FUE 39 616i1165 soja Gfycine max 94.62 83.41 

FUE 39 617/1166 soja Glycme max 94,62 83,41 

FUE 39 618/1167 cana de açúcar Saccharum olflcrnarum 94"17 81 61 

FUE 39 61911168 girassol Helianthus annuus 91.03 77,13 

FUE 39 620!1169 girassol Helianthus annuus 93,27 82.96 	-, 

FUE 39 62111170 tabaco Nicuriana spp 87 7T 56. 

FUE 39 622/1171 tabaco Nicotiana spp 89,69 7892 

FUE 39 623/1172 tabaco Nicotiana spp 92,83 82,51 

FUE 39 624/1173 tomate Solanum Iycopersicurrr 89 69 79"82 

FUE 39 62511174 tomate Solanum Iycopersicum 91 ,48 81 	17 

FUE 39 62611175 tomate Solanum lycopersícum 92,38 82,51 

FUE 39 627/1176 trigo Tnfïcurn spp 	 1 93,27 79,84 

FOE 39 62811177 trigo Tntrcurn spp. 92,83 82,96 

FUE 39 629/1178 trigo Tnticum spp. 99,1 9-1,62 

FUE 41 630!1179 milho Zea mays 98,76 98,76 

FUE 41 631/1180 milho Zea mays 100 1~ 100 

FUE 41 63211181 sargo Sorgo bicolor 96,27 

FUE 41 63311182 sorgo Sorgo bicolor 96,89 93.79 

FUE 41 63411183 sorgo Sorgo bicolor 96,89 93.79 

FUE 43 63511184 cevada Hordeum vu/gore 91.27 85,71 

FUE 43 6361185 cevada Hordeum vu/gore 91 22 85.71 

FUE 43 637/1186 milho .lea rnays 100 100 

FUE 43 638/1187 arroz Oryza satrva 90,48 85.71 

FUE 43 63911188 arroz Oryza saliva 90,48 85"71 

FUE 43 640!1169 sorgo Sorgo bicolor 99,21 97,63 

FUE 43 641/1190 sorgo Sorgo bicolor 99.21 57.62 

FUE 43 64211191 cana de açúcar Saccharum officinarum 86.51 85,71 

FUE 43 64311192 cana de açúcar Saccharum ofrcinarum 98.41 97,62 

FUE 43 644!1193 trigo Tntrcum spp 91,27 85,71 

FUE 44 64511194 cevada Hordeum vu/gore 87,72 83,04 

FOE 44 64611195 cevada Hordeum vu/gore 88,3 84,21 

FUE 44 64711196 milho Zea mays 98,83 98,25 

FUE 44 648/1197 arroz Oryza cativa 90.06 80,7 

FUE 44 649/1198 arroz Oryza cativa 91,61 35,38 

FUE 44 65011199 sorgo Sorgo bicolor 86,55 C_ 48 

FUE 44 651/1200 sorgo Sorgo bicolor 96,49 9181 

FUE 44 8521201 caris de açii:;.,r Saccl .:ruin o1 c/narum 	93 	,7 
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FUE 44 	 653!1202 	cana de açúcar 	Saccharurn officinarum 	94,74 	57 72 - 

FUE 44 654/1203 cana de açúcar Sacchar'um officinarum 97,08 91,81 

FUE 44 6551204 cana de açúcar Saccharum officinarum 97,08 92,4 

FUE 44 65611205 trigo Tnticurn spp 87,72 83.63 

FUE 44 65711206 trigo Tnticum spp 88,89 84.21 

rut-44 bb5l12Ur trigo lntrcunapp. 88,89 84,8 

FUE 44 659/1208 trigo Tntícum spp 90,64 85.96 

FUE 45 66011209 cevada Hordeurn vu/pare 86,83 78.44 

FUE 45 661/1210 cevada Hordeum vu/pare 86,83 78,44 

FUE 45 66211211 milho Zea mays 98,2 94,01 

FUE 45 663/1212 milho Zea mays 100 100 

FUE 45 6641213 arroz Oryza sativa 88,62 80.24 

FUE 45 665/1214 arroz Oryza saliva 88,62 80,24 

rut 45 bbb11215 sorgo Sorgo bicolor 100 98,2 

FUE 45 667/1216 cana de açúcar Saccnarurn oíircinarurn 100 98,2 

FUE 45 668.1217 trigo Trìtcurn spp 85,03 76,65 

FUE 45 669/1218 trigo TnOcum spp 85,03 77,25 

FUE 45 670/1219 logo Tnhcum spp. 85,03 77,25 

FUE 45 67111220 trigo Tnticurn spp 85,63 77.81 	' 
FUE 45 67211221 trigo Tnticurn spp 97,01 95,21 

FUE 46 673/1222 milho Zea mays 100 100 

FUE 47 67411223 milho Zea mays 89,72 85,77 

FUE 47 675/1224 milho Zea mays 100 100 

FUE 47 67611225 milho ?ea mays 100 100 

FUE 47 67711226 milho Zea mays 100 100 

FUE 47 678/1227 cana de açúcar Saccharurrm ofcinarum 88,14 06.17 	, 
FUE 48 679'1228 cevada Hordeum vu/pare 89.20 _1.75 

FUE 48 680/1229 milho Zea mays 86.24 79.76 

FUE 48 681/1230 milho Zea mays 99.21 99,07 

FUE 48 682/1231 milho Zea rnays 99,34 99,21 

FUE 48 583/1232 arroz Oryza sativa 66,64 79,23 

FUE 48 684/1233 arroz Oryza sativa 86,54 79,23 

FUE 48 685/1234 arroz Oryza sativa 86,64 79.23 

FUE 48 686/1235 arroz Oryza saliva 90.34 84,26 

FUE 48 687/1236 arroz Oryza saliva 90,34 84 26 

FUE 48 65811237 sorgo Sorgo bicolor 94.05 9061 

FUE 48 689,1238 sorgo Sorgo bicolor 94,05 90.61 

FUE 48 690/1239 trigo TnGcurn spp 89,68 81,35 

FUE 48 691,1240 trigo Tnticurn spp 89,42 81,61 

FUE 49 592.1241 milho Zea ,nays 96,03 92,82 

FUE 49 693/1242 milho Zea mays 98,11 97,35 

FUE 49 694/1243 milho Zea mays 99,24 98.58 

FUE 49 695/1244 arroz ®ryza cativa 89,04 81,1 

FUE 49 69611245 arroz C)ryza sativa 89,04 81,1 

FUE 49 697/1 246 trigo Triticw-n app 86,96 77,13 

FUE 49 698,1247 tr!gc' Tr.r+curn sp B7 33 
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FUE 50 699,'1248 milho Zea rays 99,73 99,73 

FUE 50 700/1249 cana de açúcar Saccharurn afanaram 91,42 832 

FUE 50 701/1250 cana de açúcar Saccharum oic;narurn 92,49 39.26 

FUE 51 702/1251 cevada Hordeum vulgare 91,5  

FUE 51 70311252 cevada Hordeum vulgare 91,5 64.75 

FUE 51 704/1253 cevada Hordeum vulgare 94,121 88,45 - 

FOE 51 7051254 milho Zea mays 100 100 

FUE 51 70611255 arroz Oryza saliva 92,59 85,4 

FUE 51 

FUE 51 

707/1256 

708/1257 

arroz 

arroz 

Oryza satrva 

Oryza saliva 

92,59 

95,86 

85,4 

03,46 

FUE 51 709/1258 arroz Oryza saliva 96,08 93,6/3 	i 

FUE 51 71011259 sorgo Sorgo bicolor ' 92,16 83,22 

FUE 51 711.11260 sorgo Sorgo bscoior 92,16 8.3,22 

FUE 51 71211261 cana de açúcar Saccharum officinarum 92,16 83.88 

FUE 51 713/1262 cana de açúcar Saccharum officrnarurn 98 91 98,26 

FUE 51 71411263 trigo Ti/Scum spp. 91,29 84,97 

FUE 51 715/1264 trigo Tnticurn spp 94,717 83 89 

r ut az r 1 or 1 zb~ cevada rrorcreurn vu/gore '89,35  

FUE 52 717/1266 cevada Hordeurn vulgare 39,35 63,8 
FUE 52 71811267 milho Zea mays 100 93 77 	- 

FUE 52 719'1268 milho Zea mays 130 99.77 

FUE 52 72011269 arroz Oryza satrva 9005 65 &_ 

FUE 52 72111270 arroz Oryza saliva 90,05 85.11 

FUE 52 722/1271 arroz Oryza saliva 90,05 86,11 

FUE 52 723/1272 sorgo Sorgo bicolor 93,06 90,97 
FUE 52 724/1273 cana de açúcar saccrrarum o/Te eiarurn 94,68 92,82 

FUE 52 725/1274 trigo Tnticurn spp. 89,35 83.33 

FUE 53 726/1275 cevada Hordewn vulgare 86,86 73,73 	1 

FUE 53 727/1276 milho Zea !nays 95.98 94,37 

FUE 53 728/1277 milho Zea mays 100 100 

FUE 53 729/1278 arroz Oryza saliva 93.57 85 3r;, 

FUE 53 730/1279 arroz Oryza sativa 93,57 86,36 

FUE 53 73111280 trigo Tnticurn spp. 89.54 80,43 

FUE 54 732/1281 milho Zea mays 90,94 86,77 

FUE 54 73311282 milho Zea mays 96,74 96,74 

FUE 54 734x1283 sago Sorgo bicolor 67,32 83,7 

FUE 54 73511284 sorgo Sorgo bicolor 87,32 83,7 

FUE 54 736/1285 sorgo Sorgo bicolor 90,22 66,59 

FUE 54 737/1286 cana de açúcar Saccharurn officinarum 90.94 87.32 

FUE 54 73811287 cana de açúcar Saccharum o t cir,arcrm 90.94 87 32 

FUE 55 739/1288 milho Zea mays 92,31 69,62 

FUE 100 740/1289 cevada Hordeum vulgare 88,89 81,77 

rUt 10/) í41111U cevada Horcleum vu/gare 88,89 61,77 

FUE 100 742/1291 milho Zea mays 85,19 74 , 64 

FUE 100 743/1292 milho Sea /nays 85,19 74.64 

FUE 100 744/1293 milho yea mays 95/9 ' 	11 
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FUE 100 745/1294 milho Lea mays 99.72 99,72 
FUE 100 74611295 arroz Oryza sat va 86,61 78,92 

FUE 100 747/1296 arroz Oryza sativa 86,61 78,92 

FUE 100 748/1297 sorgo Sorgo bicolor 85,19 74,93 

FUE 100 74911298 sorgo Sorgo bicolor 87,46 78,06 

FUE 100 750/1299 sorgo Sorgo bicolor 87,46 78,06 

FUE 100 75111300 sorgo Sorgo bicolor 92,02 08 03 

FUE 100 7521/301 cana de açúcar Saccharum officmarum 89,17 78,63 
FUE 100 7531302 cana de açúcar Saccharum officinarum 91,45 87.75 

FUE 100 754/1303 trigo Trlticum app. 87,18 79.77 

FUE 101 75511304 milho Zea mays 100 100 

FUE 101 756/1305 arroz Oryza sariva 91,76 84,82 

FUE 101 757/1306 arroz Oryza saliva 91.76 84.82 

FUE 102 758,1307 milho Zea mays 87,2 83.65 

FUE 102 75911308 m lho Sea mays 94,31 93.84 

FUE 102 760/1309 milho Zea mays 96.21 96 21 

FUE 501 761!1310 Arabidopsis Arabrdops+s fhaliana 87.13 75.66 
FUE 501 762/1311 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 87,59 76.55 
FOE 501 76311312 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 100 100 
FUE 502 764/1313 Arabidopsis Arabidopsis fhaliana 100 1.00 

FUE 503 765/1314 Arabidopsis Arabidopsis thalrana 100 100 

FUE 504 76611315 Arabidopsis Arabidopsis rbaliana 100 100 
FUE 505 76711316 Arabidopsis Arabidopss thaliana 100 100 

r 	apre :ia~i ' 	-al* 	ielIE Mr'[37i.; 

c-r:-r oer i i 	=.., 	íi 	1 	 que 	são, 
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podem ser fornecidas em combinação em uma úr?ic 

=afiguração. De forma oposta, ciaversas características 
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REIVINDICAÇÕES 
 

1. "MÉTODO PARA AUMENTAR A 

TOLERÂNCIA DE UMA PLANTA A UMA CONDIÇÃO DE ESTRESSE 

ABIÓTICO”, caracterizado pelo fato de que compreende 5 

expressar exogenamente dentro da planta uma 

sequência de ácido nucleico definida pela SEQ ID NO: 

1331, que codifica o polipeptídeo que possui a 

sequência de aminoácido descrita na SEQ ID NO: 167, 

ou uma sequência degenerada da SEQ ID NO: 1331 que 10 

codifica o dito polipeptídeo que possui a sequência 

de aminoácido descrita na SEQ ID NO: 167, assim 

aumentando a tolerância de uma planta à condição de 

estresse abiótico.  

2. "MÉTODO PARA AUMENTAR A 15 

BIOMASSA, O VIGOR, E/OU O RENDIMENTO DE UMA PLANTA”, 

caracterizado pelo fato de que compreende expressar 

exogenamente dentro da planta uma sequência de ácido 

nucleico definida pela SEQ ID NO: 1331, que codifica 

o polipeptídeo que possui a sequência de aminoácidos 20 

descrita na SEQ ID NO: 167, ou uma sequência 

degenerada da SEQ ID NO: 1331 que codifica o dito 

polipeptídeo que possui a sequência de aminoácido 

descrita na SEQ ID NO: 167, assim aumentando a 

biomassa, o vigor e/ou o rendimento de uma planta.  25 

3. "MÉTODO PARA AUMENTAR A 

EFICIÊNCIA DE USO DE FERTILIZANTE E/OU ABSORÇÃO DE 

UMA PLANTA”, caracterizado pelo fato de que 

compreende expressar exogenamente dentro da planta 

Petição 870200069177, de 03/06/2020, pág. 12/17
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uma sequência de ácido nucleico definida pela SEQ ID 

NO: 1331, que codifica o polipeptídeo que possui a 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 167, 

ou uma sequência degenerada da SEQ ID NO: 1331, que 

codifica o dito polipeptídeo que possui a sequência 5 

de aminoácido descrita na SEQ ID NO: 167, assim 

aumentando a eficiência de uso de fertilizante e/ou 

a captação de uma planta.  

4. "MÉTODO”, de acordo com 

a reivindicação 1, caracterizado pelo fato de que 10 

referido estresse abiótico é selecionado do grupo 

consistindo de salinidade, seca, temperatura baixa, 

temperatura alta, toxicidade de metal pesado, 

anaerobiose, osmótico e deficiência de nutriente. 

5. "MÉTODO”, de acordo com 15 

a reivindicação 1, caracterizado pelo fato de que 

referido estresse abiótico é selecionado do grupo 

consistindo de salinidade, seca, osmótico e 

deficiência de nutriente. 

6. "MÉTODO”, de acordo com 20 

a reivindicação 1, caracterizado pelo fato de que 

referido estresse abiótico é selecionado do grupo 

consistindo de salinidade e osmótico. 

7. "MÉTODO”, de acordo com 

a reivindicação 4 ou 5, caracterizado pelo fato de 25 

que referido nutriente é nitrogênio. 

8. "MÉTODO”, de acordo com 

a reivindicação 1, caracterizado pelo fato de que a 

Petição 870200069177, de 03/06/2020, pág. 13/17
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referida sequência de ácido nucleico é selecionada 

do grupo consistindo das SEQ ID NOs: 1331 e 58.  

9. "MÉTODO”, de acordo com 

a reivindicação 1, caracterizado pelo fato de que a 

referida condição é uma condição de deficiência de 5 

fertilizante.

Petição 870200069177, de 03/06/2020, pág. 14/17
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