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METODO PARA AUMENTAR A TOLERANCIA DE UMA PLANTA A
UMA CONDICAO DE ESTRESSE ABIOTICO, METODO PARA
AUMENTAR A BIOMASSA, VIGOR E/OU RENDIMENTO DE UMA
PLANTA, METODO PARA AUMENTAR A EFICIENCIA DO USO DE
FERTILIZANTE E/OU ABSORCAO DE UMA PLANTA

CAMPO E HISTORICO DA INVENCAO

A presente invengao
refere-se aos polipeptidios isolados,
polinucleotideos codificando os mesmos, plantas
transgénicas expressando o0s mesmos e métodos para
utilizar os mesmos. Especificamente, a presente
invencao pode ser usada para aumentar a eficiéncia
do uso de fertilizante e resisténcia ao estresse,
bem como biomassa, vigor e producao de plantas
transgénicas.

Os fertilizantes sao o
combustivel por tras da “revolucédo verde”,
diretamente responsdveis pelo amento excepcional nos
rendimentos de safra durante os uUltimos 40 anos. O
aumento dramdtico nos rendimentos de safra nunca
poderia ter ocorrido sem um aumento paralelo no uso
de fertilizante. Entretanto, nos anos recentes,
houve uma ©preocupagédo crescente <com o 1impacto
ambiental do uso de fertilizante, especificamente os
fertilizantes de nitrogénio, na poluicdo atmosférica
e de 4&gua. Os limites sobre o uso de fertilizante
foram legislados em diversos paises, e restricgdes
adicionais sao esperadas no futuro. O maior uso de

fertilizantes seréa
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necessario no futuro para suportar a producdo de alimento e
fibra para o rapido crescimento de populacac sobre recursos
limitados de terra.

0 fertilizante é freqientemente
mencionado como a despesa geral numero um na agricultura.
Dos trés macronutrientes fornecidos Como principais
fertilizantes [Nitrogénio (N), Fosfato (P) e Potassio (K)],
o nitrogénio é o Unico gue normalmente necessita ser
reabastecido a cada ano, especificamente para gréaos, due
compreendem mais do gque metade das areas cultivadas no
mundo .

Uma abordagem comum para
promover o crescimento de planta foi, e continua sendo, O
uso de nutrientes (fertilizantes), natural bem como
sintético. Os nutrientes sintéticos normalmente fornecem um
macronutriente em uma forma utilizavel da planta, tal como,
uréia, por exemplo, e/ou nitratos inorganicos, fosfatos ou
compostos semelhantes. Enquanto tals nutrientes poderdo ser
aplicados, mais ou menos, por conveniéncia do fazendeiro, e
poderdo ser aplicados na freqiiéncia considerada desejavel, a
utilizacdo em excesso dos nutrientes sintéticos e o uso
ineficiente dos nutrientes sintéticos sdo fatores principais
responséaveis pelos problemas ambientais, tais como,
eutroficacdo do lencol de 4agua, poluigdo por nitrato,
poluigdo por fosfato e semelhantes.

0 nitrogénio e um
macronutriente essencial para a planta, responsavel pela

biossintese dos aminodcidos e A4cidos nucléicos, grupos

R B
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protéticos, horménios de planta, defesas quimicas da planta,

etc. O nitrogénio é freqiientemente o elemento limitante de
taxa no crescimento da planta e todas as safras em campo
possuem uma dependéncia fundamental no fertilizante
nitrogenado inorganico.

Considerando que o fertilizante
& rapidamente esgotado da maioria dos tipos de solo, ele
deve ser fornecido as safras crescentes duas ou trés vezes
durante a temporada de crescimento. 0 fertilizante
nitrogenado, que ¢é normalmente fornecido como nitrato de
aménia, nitratso de potéssio ou uréia, tipicamente
contabiliza 40% dos custos associados com as safras, tais
como milho e trigo. Foi estimado que até 2050, mais de 150
milhdes de toneladas de fertilizante nitrogenado serao
utilizados no mundo anualmente. A eficiéncia aumentada do
uso do nitrogénio pelas plantas deve permitir que as safras
sejam cultivadas com menor entrada de fertilizante, ou
alternativamente nos solos de gqualidade inferior e,
portanto, teria impacto econémico significativo nos sistemas
agricolas desenvolvidos e em desenvolvimento. Uma Visao
geral dos efeitos indesejaveis do fertilizante de nitrogénio
é apresentada por Byrnes, Fertilizer Research, 26; pp. 209-
215 (1990). Embora as plantas sejam capazes de obter o
nitrogénio organico do ambiente, a parte principal do
nitrogénio utilizado é proveniente da captacao do nitrogénio
inorgadnico na forma de amdnia (NH,") e nitrato (NOsz ) e sua
conversdo posterior ao nitrogénio organico em um processo

conhecido como assimilacdo.
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Q processo de assimilacdo do
nitrogénio tem inicio com o NO;~ sendo convertido para NH;'
seqgiiencialmente pelas enzimas Reductase de Nitrato (NR) e
Reductase de Nitrito (NiR). O nitrogénio é entdo incorporado
em Glutamato (Glu) pela Sintase de Glumamina (GS) para obter
a Glutamina (Gln). A via principal da assimilacdo de
nitrogénioc é o ciclo GS/GOGAT (Sintase de Transferase de
Amina Glumamina/Glutamato-Oxoglutarato) .

Os aminoAcidos restantes sao
sintetizados de Gln, Glu e Asn por transaminacédo.

0 nitrogénio (como aminoacidos
ou na forma de nitratos) ¢é deslocado ao broto, em due &
armazenado nas folhas e talo durante a etapa rapida do
desenvolvimento de planta e até a floracdo. No milho, por
exemplo, as plantas acumulam-se o volume de seu nitrogénio
orgadnico durante o periodo da germinacido de grdo, e até a
floracdo. Assim que a fertilizacdo da planta ocorrer, os
graos comecam a se formar e tornam-se o escoadouro principal
do Nitrogénio da planta. O Nitrogénio armazenado pode ser
entido redistribuido a partir das folhas e talo que servem
como compartimentos de armazenamento até a formacao de grao.

Esses sdoc os trés parametros
principais da eficiéncia usada para definir o metabolismo de
Nitrogénio da planta:

Eficiéncia de captacao do
Nitrogénio: & a quantia de N na biomassa acima do solo (gr
Nt) dividida pela quantidade de N aplicada (gr/hectare);

Eficiéneia de utilizacao do

e
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Nitrogénio: é a Producdo de Grado (gr/planta) dividida pela
gquantidade de N na biomassa acima do solo (gr Nt); e

Eficiéncia de uso do
Nitrogénio: é a Producdo de Grao (gr/planta) dividida pela
guantidade de N aplicado (gr/Ha).

A eficiéncia de captacado do
Nitrogénio [a quantidade do N da biomassa acima do solo (gr
Nt) / N aplicado (gr/hectare)] ¢é a gquantidade total do
nitrogénio incorporado pela planta e é wuma funcdo da
"captacao" (a capacidade de transporte da planta), a
eficiénecia metabdélica do processo de assimilacdo e a taxa do
desenvolvimento de tamanho da planta, considerando gque a
massa do talo e folhas criada durante o crescimento sao ©s
6rgidos de armazenamento do Nitrogénio efetivos. A fracéao do
Nitrogénio assimilado encontrada em um broto que &
finalmente transferido ao gr3o (produgdo) ¢é contrclada de
forma enzimética, e assim um local potencial para
manipulacdo transgénica. Esse pardmetro €&, em efeito, igual
3 eficiéncia de Utilizacdo do Nitrogénio (NUE). O melhor
particionamento N de grdo para broto mals provavelmente
melhorard o rendimento e teor de proteina do grao.

De forma semelhante, 0s mesmos
calculos das eficiéncias de uso e utilizacdo podem ser
feitos para outros macronutrientes, tais como Fésforo (P) e
Potassio (K), gque possuem uma correlacdo direta com a
producdo e tolerédncia geral da planta.

A NUE para as safras principais

varia de 30-70% apenas, com um impacto negativo direto sobre
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as despesas de entrada para o fazendeiro, devido ao excesso
de fertilizante aplicado, que rapidamente se torna um peso
ecoldgico. Dessa forma, os residuos contendo nitrato
representam um problema ambiental de significancia global. A
infiltracdo de Nitratoe na A&gua provoca eutroficacdo de
lagos, rios e mares (as aguas arriscadas devido ao

crescimento das algas que conduz a hipoxia e destruicao da

fauna marinha). A contaminacdo de Nitrate na &gua potéavel
pode provocar metemoglobinemia, que - especialmente
prejudicial aos infantes e m&es lactentes. De fato, a

Industria Agricola é considerada como a maior poluidora de
nitrato de superficie e &aguas costeiras e abastecimentos de
dgua potavel.

A melhoria genética da
Eficiéncia do uso de fertilizante (FUE) em plantas pode ser
gerada via procriacaoc tradicional ou via engenharia
genética. Entretanto, ate a data, nem os produtos
transgénicos nem o material de FUE melhorado classicamente
procriado foram liberados para uso comercial. Entre os
motivos para isso, o mais importante é& que os procriadores
selecionam suas linhas de elite sob as condicdes mais
favoraveis de fertilizante, assim supervisionando as
melhorias na FUE (producdoc sendo o acionador principal das
vendas e ndo reducdo nos custos de entrada). As tentativas
nas solucdes transgénicas para FUE melhorada estao sendo
realizadas pelas empresas, tais como, Monsanto (vide, por

exemplo, os Pedidos de Patente Norte-Americana 20020046419

para Choo, st al.; Pedido de Patente Norte-Americana
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2005010879 para Edgerton et al.; e Pedido de Patente Norte-
Americana 2006 0178511 para Chomet et al), Arcadia
Biosciences e Biogemma.

Recentemente, uma revisaoc
resumindo as tentativas para melhorar a FUE através meios
transgénicos que foram empreendidas pelos laboratérios
académicos foi publicada (Good AG et al. Trends Plant Sci.
2004 Dec;9(12):597-605). 0Os resultados encorajadores foram
relatados por Yanagisawa e co-trabalhadores (Proc Natl Acad
Sci USA. 2004 May 18;101(20):7833-8) que averiguaram dgue um
aumento geneticamente de engenharia no crescimento
sustentado na producaoc de esgueleto de carbono (-2~
Oxoglutarato, oG do cieho GS/GOGAT) da Arabidopsis
transgénica sob condicdes baixas de nitrogénio. Conforme
muitas enzimas estdo envolvidas na producdo do esqueleto de
carbono, o transgene era um fator chave de transcrigao
(Dofl) gue ativou genes multiplos envolvidos na via. O teor
de Nitrogénio era superior nas plantas transgénicas
Arabidopsis por aproximadamente 30 % sob baixas condicdes de
nitrogénio. A Patente Norte-Americana N° 6.084.153 para Good
et al. revela © uso de um promotor responsivo aoc estresse
para controlar a expressdo da Alanina BAmina Transferase
(AlaAT) . Good et al . ainda revela que as plantas
transgénicas de cancla melhoraram a toleréancia da
deficiéncia de nitrogénio e seca quando comparado as plantas
de controle. Entretanto, nem as construcdes de Dofl de
Yanagisawa et al, nem as construcoes de AlaAT induzida por

seca de Good et al. foram avaliadas nas linhas comerciais,
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sob as verdadeiras condicdes em campo. Assim, a relevancia
econdmica dos resultados ainda deve ser comprovada.

Dessa forma, existe uma
necessidade amplamente reconhecida, e seria altamente
vantajoso identificar os polinucleotideos e polipeptidios
que melhoram a eficiéncia de captacdo/uso de fertilizante
nas plantas transgénicas expressando o0s mesmos, Jue Saoc
destituidos das limitacdes acima.

SUMARIO DA INVENGCAO

De acordo com um aspecto da
presente invencdo, ¢é fornecida uma construcao de dacido
nucléico compreendendo uma seqiéncia de &acido nucléico pelo
menos 85 % idéntica a uma seqiiéncia de nucleotideo
selecionada a partir do grupo consistindo na SEQ ID N°: 68,
1, 4. 5, 8 9. 11, 13; 16; 19, 20, 23; 24, 27, 30y 32 BTy
42, 4%, %H, 51, 53, S4, 55, 56, 57, 58; 64, €9, V0, T3, T7,
78. 79. B8O, 84, 86, 87, 93, 94, 98, 101, 102, 103, 104, 105,
106, 107, 108 e 109 e uma seqiéncia de promotor capaz de
instruir a transcricdo da seqiiéncia de &cido nucléico em uma
célula hospedeira.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas; a
seqliéncia de acido nucléico €& conforme estabelecida na SEQ
ib N°: 68, 1, 4, 5; B, 9;11:13,16, 19 20, 23, 24, Z7,. 30,
32, 37, 42, 49, 50, 51, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 64, €9, 70,
73, 77, 78; 79, 80, 84, 86, 87, 93, 94, 928, 101, 102, 1683,
104,105, 1v6, 107, 108, 109, 21%=7&7, 1317, L3308, I30E,

1320, 1321, 1322, 1323, 1324, i s 1328, 1327, 1328,

24
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13291330, 1331, 1332, 1333, 1334, 1335 ou 1336.

De acordo com outro aspecto da

presente invencdo, ¢é fornecido um polipeptidioc isolado,

compreendendo uma seqiiéncia de aminodcido pelo menos 85

hombloga & seqiiéncia de aminoacido estabelecida na SEQ ID

Ne: 177, 110, 1113, 114, 117, 118, 120, 122,

132, 133, 136, 139; 141, 146,

164, 165, 166, 167,

183, 195, 126, 202,

216, 217 Bu 218;

De acordo ainda com oukre

aspecto da presente invencdo, ¢é fornecida uma célula de

planta compreendendo um polinucleotideo exbgeno que

compreende uma segqiiéncia de &cido nucléico codificando um

polipeptidio com uma seqiiéncia de aminoacido pelo menos 85

hembloga & SEg ID Ne: 173, 110, 113, 114, 117, 118, 120,
128, 125, 128, 129; 132, 133; 136, 139, 141, 146, 18L, 158,
1549, 168, 162, 163, 164, 1865, 166, 1&7, 173, 178, 178, 1832,
186, 187, 188, 189, 193, 195, 186, 202, 203, 20%, 210, 211,
212, 213, 214, 2Z15; 216, 217 oun 218

De acordo com caracteristicas

adicionais nas configuracdes preferidas descritas, a ceélula
de planta forma uma parte de uma planta.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, a

seqliéncia de aminoacido é conforme estabelecida na SEQ 1D

N®: 377, 118, 113, 114, 117, 122, 125, 128,

132, 133, 136, 138, 141, 146, 151, 159, l€Q, 1€Z;
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164, 165, 166, 167, 173, 178, 179, 182, 186, 187, 188, 189,
193, 195, 1896, 202, 203, 207, 210, 211, 212; 213, 214, 215,
216, 217, 218, 768<1051, 1053-10%98, 1100-131% od 1316,

De acordo com ainda outro
aspecto da presente invencdo, ¢é fornecido um método para
aumentar a tolerancia de uma planta a uma condicdao de
estresse, compreendendo a expressao dentro da planta de um
polinucleotideo exégeno codificando um polipeptidio com uma
seqiéncia de aminocdcido pelo menos 85 % homologa a SEQ ID
¥ 1%7. 1ip, 118, 114, 117, 118, 120, 122, 125, 128, 128
132, 133, 136, 139, 141, 146, 151, 158, 158, 16D, 162, 163
164, 165, 166, 167, 173, 178, 179, 182, 186, 187, 188, 183,
i$3, 185, 196, 262, 203, 207, 210, 211, 212, 213; 214, 215
216, 217, 218, 1341 ou 1343, assim aumentando a tolerancia
da planta as condicgdo de estresse.

De acordo com um aspecto
adicional da presente invencao, ¢é fornecido um métode para
aumentar a biomassa, vigor e/ou producdo de uma planta,
compreendendo a expressao dentro da planta um
polinucleotideo exégeno codificando um polipeptidio com uma
seqiiéncia de aminodcido pelo menos 85 % homéloga a SEQ ID

N*s: 199, 116, 113, 114, 117, 11€, 120, 122, 1

N

5 T28, 129
132, 133, 136, 139, 141, 148, 151, 158, 159, 160, 162, 163,
164, 165, 166, 167, 173, 178, 179, 182, 186, 187, 188, 189,
193, 195, 198, 202, 203, 207, 210, 211, 212, 213, 214, 215,
216, 217, 218; 1341 ©va 1343, assim aumentando a biomassa,

vigor e/ou producdo da planta.

De acordo com ainda um aspecto
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adicional da presente invencdo, é fornecido um método para
aumentar a eficiéncia do uso de fertilizante e/ou captacao
de uma planta compreendendo a expressao dentro da planta um
polinucleotideo exdgeno codificando um polipeptidio com uma
segiiéncia de aminoadcide pelo mencs 85 % homdéloga a SEQ ID
We: 197, 1lo, 118, 114, 117, 118, 120, 122, 125; 128; 129,
132, 133, 136; 138, 141, 146, 151, 158, 158, 180, 162
i64, 165, 166, 187, 173, 178, 179, 182, 186, 187, 188, 189,
193, 195, 196, 202, 263, 207, 219, 211, 212, 213, 214, 215,
216, 217, 218, 1341 ou 1343, assim aumentando a eficiéncia
do uso de fertilizante e/ou captacdao da planta.

De acordoc com caracteristicas
adicionais nas configuracoes preferidas descritas, a
expressao é efetuada por:
{a) transformar uma célula da planta com O polinucleotideo
exbdbgeno;
(b) gerar uma planta madura a partir da celula; e

(c) cultivar a planta madura sob condicdes adequadas p

o

ra
expressar o polinucleotideo exdgeno dentro da planta madura.
De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, a
transformacido & efetuada pela introducdo na célula de planta
uma construcdo de acido nucléico incluindo o polinucleotideo
exbégeno e pelo menos um promotor capaz de instruir a
transcricdo do polinucleotideo exégeno na célula de planta.
De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracées preferidas descritas, pelo

menos um promotor é um promotor constitutivo.
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De acordo com caracteristicas
adicionails nas configuracdes preferidas da invencao abailxo
descrita, o promotor é um promotor constitutivo.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracodes preferidas descritas, o

promotor constitutivo é o promotor CaMV 35S.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, o
promotor € um promotor induzivel.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracodes preferidas descritas, o
promotor induzivel é um promotor induzivel de estresse
abidtico.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuragdes preferidas descritas, o
promotor é um promotor especifico de tecido.

De acorde com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, o tecido
¢ um tecido raiz.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, a célula
hospedeira & uma célula de planta.

De acordo com caracteristicas

)

adicionais nas configuracdes preferidas descritas, a celul
de planta forma wuma parte de uma célula de planta
dicotileddnea.

De acordo com caracteristicas

adicionais nas configuracdes preferidas descritas, a célula
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de planta forma uma parte de uma célula de planta
monodicotileddénea.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, a
condicdo de estresse é um estresse abidtico.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, o
estresse abidtico = selecionado a partir do grupo
consistindo na salinidade, seca, baixa temperatura, alta
temperatura, toxicidade de metal pesado, anaerobiose,
osmético e deficiéncia de nutriente.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, &
nutriente é o nitrogénio.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, a planta
é uma planta dicotileddnea.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, a planta
é uma planta monodicotiledénea.

De acordoc com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, o
polinucleotidio compreende uma seqliéncia de dcido nucléico

selecionada a partir do grupo consistindo na SEQ ID N°: 68,
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1321,1322, 1323,1324, 1325, 1326, 1327; 1328, 1329, 1330,
1331, 1332, 1333, 1334, 1335, 1336, 1340 ou 134Z.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracoes preferidas descritas, a
seqiiéncia de aminodcido é conforme estabelecida na SEQ 1ID

N*s 177, 1180, 113, 114, 114, 118, L1206, 3122, 1235, 1

N
Q0

r 129,
132, 133, 138; 139, 1431, 146, 151; 158, 158, 160, 162; 1B3,
164, 165, 166, 167, 173, 178, 179, 182, 186, 187, 188, 189,
193, 185, 196, 202, 203, 207, 210, 211, 212, 213, 214, 215,
216, 217, 218, 768B-1051, 1053-1098, 1100-1316, 1341 su 1343.

De acordo com caracteristicas

w0

adicionais nas configuracoes preferidas descritas, a
condicdes sdo as condicbdes de estresse abidtico.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracodes preferidas descritas, as
condicdes sdo as condicdes de deficiéncia de fertilizante.

De acordo com ainda um aspecto
adicional da presente invencdo, ¢ fornecido um meétodo para
irrigacdc compreendendo:

(a) colocacdo em um solo um sistema de irrigacao por
gotejamento de modo a obter os orificios de irrigacéo
distribuidos 20-40 cm entre si nas direcdes X e ¥Y; e

(b) irrigacdo continua através de cada um dos referidos

N

orificios de irrigacdo em uma taxa de irrigacao de 0, 5=
litros de a&gua por hora.

De acordo com um aspecto
adicional da presente invencéo, é fornecido um sistema de

irrigacdo para imitar as condicdes de seca, compreendendo:

b
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(i) um sistema de irrigacdo por gotejamento com orificios
de irrigacdo distribuidos 20-40 cm entre si nas direcdes X e Y;
e

(ii) um sistema de controle e abastecimento de &agua para
continuamente irrigar através de cada um dos referidos
orificios de irrigacdo 0,5-2 litros de &gua por hora.

A presente 1invencao trata de
modo bem-sucedido as falhas das configuracdes atualmente
conhecidas ao fornecer os polinucleotidiecs e polipeptidios
gue melhoram a eficiéncia do uso de fertilizante/captacgao
nas plantas transgénicas expressando 0s mesmos.

Exceto se de outro modo
definido, todos os termos técnicos e cientificos aqui
utilizados possuem o mesmo significado conforme comumente
entendidos por aquele com habilidade na técnica a quem esta
invencdo pertence. Embora os métodos e materiais semelhantes
ou equivalentes aos descritos no presente possam ser usados
na pratica ou teste da presente invencdo, os metodos e
materiais adequados sdo abaixo descritos. No caso de
conflito, a especificacdo de patente, incluindo definicdes,
controlara. Além disso, os materiais, métodos e exemplos sao
somente ilustrativos e ndao tém a intencdo de serem
limitantes.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A invencao - neste ato
descrita, somente como exemplo, com referéncia aos desenhos
anexos. Com referéncia especifica agora aos desejos enm

detalhes, é enfatizado que os detalhes mostrados saoc como
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exemplo e somente para fins de discussdo ilustrativa das

configuracdes preferidas da presente invencao, e sao

apresentados para fornecer o que é acreditado como sendo a

descricdo mais Util e prontamente entendida dos principios e

aspectos conceituais da invencde. Com relacdo a isso,

nenhuma tentativa é feita para mostrar os detalhes
estruturais da invencdo em mais detalhes do gue sejam

necessarios para um entendimento fundamental da invencado, a

descricido considerada com os desenhos tornando aparente para

agueles com habilidade na técnica como as diversas formas da
invencdo podem ser configuradas na pratica.
Nos desenhos:

a figura 1A & uma ilustracdo esguemética descrevendo ©
desenvolvimento do sistema de raiz da planta
na seca. A umidade escassa do solo induz a
formacdo de um sistema de raiz mais profundo.
0 desenho & adaptado de Weaver [Root
Development of Field Crops. McGraw Hill Inc.,
New York, 291 p. (1926)]:

a figura 1B & uma representacao esquematica das
estratégias biolégicas escolhidas para
melhorar © traco de NUE e a traducdo das
estratégias para as questoes realizadas

durante a mineracido de dados computacionais;

as figuras 2A-D mostram a expressdo digital de FUE 1;
as figuras 3A-D sdo graficos demonstrando a expressaoc dos
genes de gohtrole (transpertadores de

Nitrogénio e sintase de Glutamina) como uma
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funcdo do teor de nitrogénio no solo. As
plantas foram cultivadas em vasos de litro com
concentracdes crescentes de NH;NO: (em 0,005,
6,05, 0,5 = 5 mM) ou ENO; {em 0,01, 0,1, 1 o4 5
mM) . As plantas foram cultivadas por
aproximadamente 30 dias e os tecidos foram
rompidos congelados em nitrogénio 1liquide. O

RNA foi extraido dos tecidos e posteriormente

tratado com DNAse. O RNA foil transcrito de

forma reversa & usado para ensalios de

gquantificacdo usando PCR de Tempo Real. Para

normalizacdo, a expressdoc em cada ponto foi

dividida pela média geométrica da expressao de

gquatro rotinas, conforme descrito no Exemplo

2. 0s resultados mostrados sac a proporgao

entre a expressd3o normalizada e os niveis de

expressdao medidos na concentracdo mais alta

verificada (5mM NH;NO: ou 5 mM KNO.) ;

4A-K S&ao graficos mostrando a expressaoc

correlacionada da seqiiéncias de

polinucleotidio da presente invencdo com a

disponibilidade do nitrogénio.;

S5A-E sao graficos mostrando a expressao

correlacionada inversamente da seqiiéncias de

polinucleotidio da presente 1invencao com a

disponibilidade do nitrogénio;

é uma representacac gradual esquematica da

tecnologia usada para a gquantificacao da area




o

Q.

2
wh

as figuras

a figura 8

18/164

de roseta da planta a partir das imagens
digitais. A etapa de processamento filtra as
partes verdes das plantas individuais. ApOs a
designacdo de ROIs individuais (Regido de
Interesse), a area coberta pela area de roseta
é calculada e exportada a uma planilha;

7A-B sdo fotografias mostrando a capacidade
dos polinucleotidios da presente invencao de
aumentar a eficiéncia do uso de nitrogénio. A
Figura 7A° de plantas Tl = transgénicas
expressando FUE 504 (SEQ ID N°: 108) de acordo
com o promotor TT105. A Figura 7B, um evento
transgénico representativo expressando FUE_43
(SEQ ID N°: 70) de acordo com o promotor 35S.
As plantas foram cultivadas em condigdes de
nitrogénio muito limitantes (0,05 e 0,2 mM de
nitrogénio inorgadnico combinado). As plantas
de controle (expressando um gene repdrter sob
o mesmo promotor ou plantas néoc transgénicas)
foram tratadas de forma semelhante. As
diferencas notérias no tamanho de plantinha
sdo traduzidas em diferencas significativas no

peso fresco medido das plantinhas;

= uma fotografia mostrando as plantas
transgénicas a partir de trés eventos
transgénicos independentes expressando

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

ramificacdo impressiva em cada no6 conforme
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determinado por um ensaio tripleo <cego. O
sistema de raiz a partir das plantas também
foi altamente ramificado e compacto (ndo
mostrado) ;
a figura 9 mostra Sineo eventos transgénicos
independentes das plantas expressando FUE 40
(também denominado FUE6/40, SEQ ID N°: 11).
Fica claramente notavel <que o tronco de
floracdo é raramente perpendicular e rigido.
Além disso, um numero raramente alto de
siliquas pode ser contado. Como resultado, as
plantas transgénicas expressando FUE 40 sao
notavelmente prolificas; e
a figura 10 & um esquema de um sistema de 1irrigacdoc em
conformidade com os ensinamentos da presente
invencao.
DESCRICAO DAS CONFIGURACOES PREFERIDAS
iy presente invencao e de
polipeptidios 1isolados, polinucleotidios <codificando os
mesmos, plantas transgénicas expressandc os mesmos e métodos
para usar os mesmos. Especificamente, a presente 1invencao
pode ser usada para aumentar a eficiéncia do wuso de
fertilizante e resisténcia ao estresse, bem como, a
biomassa, vigor e rendimento das plantas transgénicas.
Os principios e a operacao da
presente invencido podem ser melhor entendidos com referéncia

aos desenhos e descricdes anexas.

Antes de explicar pelo menos

¥
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uma configuracdo da invencdo em detalhe, deve ser entendido

que a invencdo ndo €& limitada em sua aplicacdo aos detalhes

estabelecidos na seguinte descricdo ou exemplificados pelos

Exemplos. A invencdo é capaz de outras configuracdes ou de
ser praticada ou realizada em diversos modos. Da mesma
forma, deve ser entendido gque a fraseologia e terminologia
aqui utilizados s&o para fins de descrigdo e nado devem ser
considerados como limitantes.

Conforme o custo do
fertilizante de Nitrogénic (N) aumenta e o lucro da producao
de plantas de safra é colocado como risco, os cientistas sao
desafiados a desenvolver estratégias gque melhoram a
eficiénecia do uso de N (NUE). Dessa forma, os resultados da
fertilizacdo escassa ou em excesso resultam em uma perda de
lucro. As taxas malis baixas de N aplicado resultam na
biomassa reduzida, conforme pode ser comprovado pelo broto
reduzido, tamanho, enchimento deficiente de grao,
rendimentos reduzidos e baixo teor de aminodcido e proteina.
Alternativamente, a aplicacdo em excesso do nitrogénio pode
resultar em rendimento reduzido, custo superior de entrada e
risco aumentado ao ambiente.

Ao reduzir a presente 1invencao
para pratica, os presentes inventores revelaram atraveés de
anadlises bioinforméaticas laboriosas o experimentacao,
seqiiéncias de polinucleotidio e pelipeptidios codificados a
partir dos mesmos que pode ser usada para gerar as plantas
transgénicas com eficiéncia melhorada do uso de

fertilizante, tolerdncia ao estresse, valor nutricional
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(p.ex., teor de aminoacidos - proteina), biomassa,
rendimento e/ou vigor.

Conforme ilustrado abaixo e na
secdo de exemplos que segue, a seqliéncias de polinucleotidio
do milho foi selecionada com base em diversos critérios
(vide Exemplo 1 da secdo Exemplos que segue). Isso incluia
altos niveis de expressdo digital calculada nas pontas de
raiz, especialmente nas raizes estressadas de agua (p.ex.,
seca) . Um fFilkee secundario para a seqliéncias de
polinucleotidio acima era com base na expressado digital de
suas segiéncias ortélogas (i.e., plantas dicotiledbneas ou
outras espécies monocotileddneas). Os genes ortologos
mostrando expressdo digital semelhante que os genes de milho
(p.ex., oscillacbes de raiz das plantas tratadas por estresse
expostas) foram selecionados.

A mineracdo de dados e as
ferramentas de anotacido foram usadas para filtrar os genes
que podem ter efeitos amplos no metabolismo de célula. Por
exemplo, os genes que podem modificar a arquitetura de raiz,
aumentar a capacidade de armazenamento do nitrogénio,
melhorar o processo de assimilacdoc do nitrogénio e otimizar
o traco de permanéncia do verde, foram selecionados. Tails

genes foram finalmente selecionados para validacao molecular

(vide Exemplos 3 e 9). Uma representacdo esquematica dos
filEres computacionais aplicados para identificar a
seqiiéncias de polinucleotidio da presente invencédo &

apresentada na Figura 1B e & somente fornecida para

ilustracao.
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As segliéncias assim
identificadas foram experimentalmente validadas. Conforme
mostrado nos Exemplos =11, as plantas transgénicas
expressando as seqgiliéncias de &cido nucléico da presente
invencdo foram mostradas como ter eficiéncia aumentada de
uso de fertilizante/captacao, tolerancia ao estresse
abiético, biomassa e produgac. Esses resultades fortemente
suportam a robustez da metodologia da presente 1nvencao e
substanciam o uso desses genes na agricultura.

Assim, de acordo com um aspecto
da presente invencdao, é fornecida uma construcdo de acido
nucléico compreendendo uma seqiiéncia de &cido nucléicoc pelo
menos cerca de 70 %, pelo menos cerca de 75 %, pelo menos
cerca de 80 %, pelo menos cerca de 8l %, 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 de 87 %, pelo menos cerca de 88 %, pelo menos
cerca de 89 %, pelo menos cerca de 90 %, pelo menos cerca de
91 %, pelo menos cerca de 92 %, pelo menos cerca de 93 %,
pelo menos cerca de 93 %, pelo menos cerca de 24 %, pelo
menos cerca de 95 %, pelo menos cerca de 926 %, pelo menos
cerca de 97 %, pelo menos cerca de 98 %, pelo menos cerca de
99 %, ou mais, isto &, 100 % idéntica a uma seqiéncia de
nucleotideo selecionada a partir do grupo consistindo na SEQ
1D Wy 68, 1, 4, &, 8, 9, 11,13, 18, 19, 20, 23, 24, 27, 30,
32, 37, 42; 49, 58, 51, 53, 54, 5%, 56, 57, 54, o4, 69, T4,
73, 77, 78, 79, 80, B4, Be; 87, 93, 94, 98, 101, 102, 143,

164, 1085, 106, 107, 108, 108, 1340 & 1342,
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As seqgiliéncias de éacido nucléico
podem codificar as seqiiéncias de polipeptidio compreendendo
uma seqiiéncia de aminodcido pelo menos cerca de 70 %, pelo

menos cerca de 75 %, pelo menos cerca de 80 %, pelo menos

cerca de Bl %, 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 de 87 %, pelo
menos cerca de 88 %, pelo menos cerca de 89 %, pelo menos
cerca de 90 %, pelo menos cerca de 91 %, pelo menos cerca de
92 %, pelo menos cerca de 93 %, pelo menos cerca de 93 %,

pelo menos cerca de 94 %, pelo menos cerca de 95 %, pelo
menos cerca de 96 %, pelo menos cerca de 97 %, pelo menos
cerca de 98 %, pelo menos cerca de 99 %, ou mais, isto g,
100 % homéloga & SEQ ID N° 177, 110, 113, 114, 117, 118,
120, 122, 125, 128, 129; 132, 133, 138, 138, 141, 146, 131,
158, 159, 160, 162, 163, 164, 165, 1le6, 167, 173, 178, 179,
182, 186, 187, 188, 189, 193, 195, 19, 202, 203, 207, 210,
211, 212, 213, 214, 215, 216; 217, 218, 1341 ou 1343;

A homologia (p.ex., homologia
de por cento) pode ser determinada usando qualquer software
de comparacdo de homologia, incluindo, por exemplo, 0
software BlastP do Centro Nacional das Informagdes de
Biotecnologia (NCBI), tal como, através de usar parametros
padrao.

A identidade (p.ex., homologia
de por cento) pode ser determinada usando qualquer software

de comparacao de homologia, incluindo, por exemplo, o

software BlastN do Centro Nacional das Informacdes de
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Biotecnologia (NCBI) tal como, através de usar parametros

padrao.

De acordo com uma configuracao
preferida deste aspecto da presente invencao, o
polinucleotidio isclado é conforme estabelecido na SEQ 1ID

N®: 68, 1, 4, &, 8, 8, 11, 13, 1%,

32, 37, 42, 49, 50, 51, 53, B84, 55, 56, 57, 58, 64, &9, I,
73; 71; T8; 79 B0, B4, B86; 87; 93, 94, 98; 101, 102, 193,
i04, 105, 106, 107, 108, 108, 219-767, 1317, 1318; 13159;
1320, 1321, 1322, 1323, 1324, 1325, 13286, 1327, 1328, 1329,
1330, 1331, 1332, 1333, 1334, 1335 Gu 1336,

A seqgliéncia de &acido nucléico
(também denominada como polinucleotidio isoclado) da presente
invencdo refere-se a uma unica ou de filamento duplo de

seqiiéncia de &cido nucléico, que é isolada e fornecida na

forma de uma segiiéncia de RNA, uma seqiiéncia de
polinucleotideo complementar (cDNA) , uma sequiéncia de
polinucleotideo gendmica e/ou uma seqgliéncias de
polinucleotidio composta (p.ex., uma combinacdo do acima).

Conforme usadoc no presente, a
frase "segiiéncia de polinucleotideo complementar" refere-se
a uma seqliéncia, que resulta da transcricédo reversa do RNA
mensageiro usando uma transcriptase reversa ou dqualquer
outra polimerase de DNA dependente de RNA. Tal seqléncia
pode ser subseqgiientemente amplificada in vivo ou in vitro
usando uma polimerase de DNA dependente de DNA.

Conforme agui utilizado, a

frase "seqliéncia de polinucleotideo genémica" refere-se a
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uma seqiléncia derivada (isolada) a partir de um Ccromossomo
e, assim, representa uma porcdo contigua de um cromossomo.

Conforme agui utilizado, a
frase "seqgiiéncia de polinucleotideo composta" refere-se a
uma segiiéncia, gque é pelo mencs parcialmente complementar e
pelo menos parcialmente gendmica. Uma seqliéncia composta
pode incluir algumas seqgliéncias de exon exigidas para
codificar o polipeptidio da presente invencao, bem como
algumas seqiiéncias intrénicas interpondo-se ente elas. As
seqiiéncias intrénicas podem ser de gqualquer fonte, incluindo
de outros genes e tipicamente incluirdo as seqiéncias de
sinal de entrancamento conservadas. Tals seqiiéncias
intrénicas podem ainda incluir os elementos regulatdorios de
expressdo de atuacdo cis.

As segiiéncias de acido nucléico

dos polipeptidios da presente invencado podem ser otimizadas

para expressdo da planta. Tals seqliéncias otimizadas sao
fornecidas na SEQ ID N°: 1317, 1319, 1320, 1321, 1322, 1324,
1925, 1328, 1327, 1328, 1329, 1330, 1331; 1332, 1333, 1334,
1335 e 1336. Os exemplos de tais modificacgdes de segiéncia
incluem, porém sem limitacdc, um teor de G/C alterado para
aproximar-se mais estreitamente agquele tipicamente
averiguado nas espécies de planta de interesse, e a remocao
de codons atipicamente averiguada nas espécies de planta
comumente mencionadas como otimizacdo de cdédon.

A frase "otimizacdo de cbdon"

refere-se & selecdo dos nucleotideos apropriados de DNA para

uso dentro de um gene estrutural ou fragmento do mesmo dgue
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se aproxima a utilizacdo do cdédon dentro de planta de
interesse. Portanto, um gene ou segiiéncia de &cido nucléico
otimizado refere-se a um gene em gque a sedqUéncia de
nucleotideo de um gene nativo ou naturalmente ocorrente foi
modificada com a finalidade de utilizar os cbdbdons
estatisticamente preferidos ou estatisticamente favorecidos
dentro da planta. A seqiiéncia de nucleotideo tipicamente é
examinada no nivel de DNA e a regidao de compilacdo otimizada
para expressdo nas espécies de planta determinadas wusando
gqualgquer procedimento adeguado, por exemplo, conforme
descrito em Sardana et al. (1996, Plant Cell Reports 15:677-
681). Nesse método, o desvio padrdo da utilizacao do cdédon,
uma medida da tendéncia de utilizacdo do cddon, pode ser
calculado ao primeiro encontrar o desvio proporcional
quadrado de utilizagdo de <cada cbédon do gene nativo
relacionadoc ao de genes de planta altamente expressos,
segquido por um céalculo do desvio gquadrado médio. A fdérmula
usada é: 1 SDCU = n = IN [ ( ¥Xn - Yn ) / ¥n ] 2 / N, em que
Xn refere-se a freqiiéncia de utilizacaoc do cbédon n em genes
de planta altamente expressos, em que Yn, a fregiéncia de
utilizacdo do cédon n no gene de interesse e N refere-se ao
numero total dos cédons no gene de interesse. Uma tabela da
utilizacdo de cbédon a partir de genes altamente expressos
das plantas dicotileddéneas é compilada utilizando os dados
de Murray et al. (1989, Nuc Acids Res. 17:477-498).

Um método para otimizar a
seqiiéncia de é&cido nucléico em conformidade com a utilizacéo

preferida do cédon para um tipo especifico da célula de
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planta é com base no uso direto, sem realizar gquaisquer

calculos estatisticos extras, das tabelas de otimizacdo de
coédon, tais como, aqueles dispostos on-line no Banco de
Dados de Utilizacdo do Coédon através do banco de DNA NIAS
(Instituto Nacional de Ciéncias Agrobiocldgicas) ' Japao
(http://www. kazusa.ou.jp/codon/) . O Banco de Dados
Utilizacdo de Cébdon contém as tabelas de utilizacdo de cdédon
para um numero de diferentes espécies, com cada tabela de
utilizacdo de cddon tendo sido estatisticamente determinada
com base nos dados presentes no Genbank.

BRo utilizar as tab
para determinar 0s cbdons mais preferidos ou
favorecidos para cada aminocédcido em uma espécie especifica
(por exemplo, BEXTO%) . uma segliéncia de nucleotideo
naturalmente ocorrente codificando uma proteina de interesse
pode ser otimizada por cdédon para tal espécie de planta
especifica. Isso é efetuado pela substituicdao de cédons que
possam ter baixa incidéncia estatistica no genoma especifico
das espécies com os cédons correspondentes, com relacdo a um
aminoacido, que & estatisticamente mais favorecido.
Entretanto, um ou mais cbédons menos favorecidos podem ser
selecionados para excluir os locais existentes de restricéo,
para crigr novos em juncoes poctencialmente uteis
(extremidades 5' e 3' para adicionar o peptideoc de sinal ou
cassetes de terminacdoc, locais internos gque poderiam ser
usados para corte e dividir os segmentos Jjuntos de modo a
produzir uma seqgiliéncia correta de comprimento total), ou

para eliminar as seqiiéncias de nucleotideo gque poderiam
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afetar negativamente a estabilidade ou expressdo do mRNA.
A seqgiiéncia de nucleotideo de

codificacdo naturalmente ocorrente j& pode, com antecedéncia

de qualquer modificagdo, conter um numero de cddons que

correspondem a um cbédon estatisticamente favorecido em uma
espécie especifica de planta. Portanto, a otimizacao de
cédon da seqgiiéncia de nucleotideo nativa pode compreender a
determinacdo de gquails cddons, dentro da seqgiiéncia de
nucleotideo nativa, nd3o sdo estatisticamente favorecidos com
relacdo a uma planta especifica, e modificacdo desses cobdons
em conformidade com uma tabela de utilizacdoc de cddon da
planta especifica de modo a produzir um derivativo otimizado
de cédon. Uma seqliénecia de nuclecotideo modificada pode ser
total ou parcialmente otimizada para a utilizacdo de cddon
da planta, ressalvado que a proteina codificada pela
seqliéncia de nucleotideo modificada seja produzida em um
nivel maior do que a proteina codificada pelo gene nativo ou
naturalmente ocorrente correspondente. A construgao de genes
sintéticos ao alterar a utilizacdo de cbébdon é descrita em,
por exemplo, Pedido de Patente PCT 93/07T278.

Dessa forma, a presente
invencdo abrange as seqiiéncias de A&cido nucléico acima
descritas; seus fragmentos, seqgléncias passivels de
hibridizacdo com relacdo a isso, seqiéncias hombélogas a
isso, seqiiéncias ortélogas a isso, seqliéncias codificando os
polipeptidios semelhantes com diferente utilizacdo de cddon,

seqiiéncias alteradas caracterizadas por mutacdes, tals como,

excluséao, insercao ou substituicéao de umn ou mais
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nucleotideos, sejam naturalmente ocorrentes ou induzidos

pelo homens, sejam aleatoriamente ou de modo cbjetivo.

As seqliéncias de acido nucléico

da presente invencéao podem polipeptidios

previamente descaracterizados.

Assim, a presente invencao

fornece um polipeptidio com uma seqiiéncia de aminoacido pelo

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

cerca de 80 %, pelo menos cerca de 81 %, 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 de 87 %, pelo menos cerca de 88 %, pelc menos

cerca de 89 %, pelo menos cerca de 90 %, pelo menos cerca de

91 %, pelo menos cerca de 92 %, pelo menos cerca de 93 %,
pelo menos cerca de 93 %, pelo menos cerca de 94 %, pelo
menos cerca de 95 %, pelo menos cerca de 96 %, pelo menos

cerca de 97 %, pelo menos cerca de 98 %, pelo menos cerca de

99 %, ou mais, isto &, 100 homéloga a uma sedqiéncia de

aminodcido selecionada a partir do grupo consistindo na SEQ

I N*y 177, 1106, 113, 114, 11%, 118, 128, 122, 1245, 1&8;
129, 132, 133, 136, 139, 141, 146, 151, 158, 159, 160, 162,
183, 164, 165, 166, 167, 173, 178, 179, 182, 186, 187, 188,
188, 193, 185; 1949, 202, 203, 207; 218, 211, 218, £13;, 214,
215, 218, Z17, 218, 1341 su 1343.

De acordo com uma configuracao

deste aspecto da presente invencado, o polipeptidio isolado

compreende uma seqiléncia de aminodcido selecionada a partir

J

do grupo consistindo em 177, 110, 113, 117, 118, 120,

N,

!

e
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122, 125, 128, 129, 132, 133, 136, 139, 141, 146, 151, 138,
159, 168, 162, 163, ie4, 185, 166, 167, 173, 178, 179; 182,
186, 187, 188, 189, 193, 185, 196, 202, 203, 207, 210, 211,
212, 213, 214, 215, 218; 217, 218 788-1051, [LO53=1028, 1100~

1315;1316, 1341 vu 1343.

A presente invencao também
abrange as segliéncias hombélogas e ortélogas aos
polipeptidios acima mencionados, oS fragmentos dos

polipeptidios e polipeptidios acima descritos com mutacoes,
tais como, exclusdes, insercdes ou substituicdes de um ou
mais aminodcidos, sejam naturalmente ocorrentes ou induzidos
pelo homem, seja aleatoriamente ou de uma forma obijetiva.

Os polinucleotidios e
polipeptidios da presente invencdo s&ao utilizados para a
expressdo de planta.

O termo "planta", conforme aqui
usado, abrange as plantas inteiras, progenitoras e progénie
da plantas e partes da planta, incluindo sementes, brotos,
talos, raizes (incluindo tubérculeos), e célula de plantas,
tecidos e érgdos. O termo "planta" também, portanto, abrange
as culturas de suspensido, embrides, regides meristematicas,

tecido de calo, folhas, gametdfitos, esporédfitos, polen e

0]

microesporos. As plantas que sdo especificamente Gteis nos
métodos da invencdo incluem todas as plantas que pertencem a
superfamilia Viridiplantae, especificamente as plantas

) de valor

[oh]]

monodicotileddnea e dicotiledénea que s

comercial, incluindo uma forragem ou legume de forragem,

planta ornamental, safra alimenticia, Arvore ou arbusto
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selecionado a partir da 1lista nao limitante a seguinte
compreendendo Acacia spp., Acer spp., Actinidia spp..,
Besculus spp., Agathis australis, Albizia amara, Alsophila
tricolor, Andropogon spp., Arachis spp, Areca catechu,
Astelia fragrans, Astragalus cicer, Baikiaea plurijuga,
Betula spp., Brassica spp., Bruguiera gymnorrhiza, Burkea
africana, Butea frondosa, Cadaba farinosa, Calliandra spp,
Camella sinensis, Canna indica, Capsicum spp., Cassia spp..,

Cent roema pubescens, Chaenomeles spp., Cinnamomum cassia,

Coffea arabica, Colophospermum mopane, Coronillia wvaria,
Cotoneaster serotina, Crataegus sSpp.., Cucumis SPR.wy
Cupressus SPP. Cyathea dealbata, Cydonia oblonga,

Ciyptomeria laponica, Cymbopogon spp., Cynthea dealbata,
Cydonia oblonga, Dalbergia monetaria, Davalila divaricata,
Desmodium SPP -y Dicksonia squarosa, Diheteropogon
amplectens, Dioclea spp, Dolichos spp., Doiycnium rectum,
Echinochloa pyramidalis, Ehrartia spp., Eleusine coracana,

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

.schimpen Eulalia villosa, Fagopyrum SPE .y Felloa
sellowiana, Fragaria ) e Flemingia spp, Freycinetia
banksii, Geranium thunbergi, Ginkgo biloba, Glycine

javanica, Gliricidia spp, Gossypium hirsutum, Gre villea
spp., Guibourtia coleosperma, Hedysarum spp., Hemarthia
altissima, Heteropogon con TeE LS ; Hordeum vulgare,
Hyparrhenia rufa, Hypericum erectum, Hyperthelia dissoluta,
Indigo incarnata, Iris spp., Jatropha curcas, Leptarrhena
pyrelifelia, Lespediza SPD- Lettuca SPE s Leucaena

leucocephala, Loudetia simplex, Lotonus bainesi, Lotus spp.,

DL
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Macrotyloma axifiare, Malus i) o Al Manihot esculenta,
Medicago sativa, Metasequoia glyptostroboides, Musa
sapientum, Nicotianum spp., Onobtychis spp., Ornithopus
spp., Oryza spp., Peltophorum african urn, Pennisetum spp.,
Persea gratissima, Petunia spp., Phaseolus spp., Phoenix
canariensis, Phormium cookianum, Photinia sSppR.; Picea
glauca, Pinus sSpp.; Pisum sativum, Podocarpus totara,
Pogonarthria flecki, Pogonarthria squarrosa, Populus spp.,
Prosopis cineraria, Pseudotsuga menziesi, Pterolobium
stellatum, Pyrus communis, Quercus SpPpP:y Rhaphioclepsis
umbellata, Rhopalostylis sapida, Rhu.s natalensis, Ribes
grossularia, Ribes spp., Robinia pseudoacacia, Rosa spp.,
Rub us SER Salix SpPs s Schyzachyrium sanguineurn,
Sciadopitys verticillata, Sequoia sempen'irens,
Sequoiadendron giganteum, Sorghum bicolor, Spinacia spp.,
Sporobolus fimbriatus, Stiburus alopecuroides, Stylosanthos
humilis, Tadehagi spp, Taxodium distichum, Themeda triandra,

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

spp., Vicia spp., Vitis vinifera, Watsonia pyramidata,
Zantedeschia aethiopica, Zea mays, amaranto, alcachofra,
aspargo, broécolis, couve de Bruxelas, repolho, canola,
cenoura, couve-flor, aipo, couve, linho, couve galega,

lentilha, colza oleaginosa, guiabo, cebola, batata, arroz,
soja, palha, beterraba, cana-de-acucar, girassol, tomate,
arbusto de abdbora, &arvores.

Alternativamente, as algas e
outras ndo Viridiplantae podem ser usadas.

A expressdao do polinucleotideo
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exbgeno da presente invencdo dentro da planta pode ser
efetuada aoc transformar uma ou mais células da planta com o
polinucleotideo ex6geno, seguido pela geracdo de uma planta
madura a partir das células transformadas e cultivacadoc da
planta madura sob condicdes adequadas para expressar o
polinucleotideo exégeno dentro da planta madura.
Preferivelmente, a
transformacdo é efetuada pela introducao na célula de planta

uma construcao de acido nucléico gue s €l o

polinucleotideo exdédgeno da presente invencdo e pelo menos um

promotor capaz de instruir a transcricdo do polinucleotideo
exbgeno na célula de planta. Os detalhes adicionals das
abordagens adequadas de transformacdo sdo fornecidos abailxo.

Conforme aqui utilizade, o)
termo "promotor" refere-se a uma regido do DNA dque fica a
montarite do local de iniciacdo de transcricdo de um gene, ao
qual a polimerase de RNA aglutina-se para iniciar
transcricdo do RNA. O promotor controla o local em gque
(p.ex., qual porcdo de uma planta, qual 6rgdoc dentro de um
animal, etc.) e/ou quando (p.exXx., qual etapa ou condicao na
vida de um organismo) o gene & expresso.

Qualquer seqliéncia de promotor
adequada pode ser usada pela construcdo de &acido nucléiceo da
presente invencdo. Os seguintes tipos de promotores sao os
exemplos ndo limitantes de promotores usados para expressar
em excesso 0SS Jgenes selecionados: promotores gerais,
promotores especificos de raiz, promotores especificos de

pontas de raiz, promotores de raiz induzidos por seca,
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promotores induzido por estresse Bidtice, promotores
induzidos por estresse abidtico, promotores induzidos por
nitrogénio, promotores induzidos por aménia ou nitrato,
promotores induzidos por fertilizante de fosfato, promotores
especificos de folha, promotores induziveis, promotores
constitutivos, promotores com duas ou mais caracteristicas
acima descritas ou outros promotores recentes.

A escolha do promotor & com
base amplamente no fenétipc de interesse e é determinada por
talis fatores, como tecido (p.ex., semente, Fruto, raiz
pblen, tecido vascular, flor, carpelo, etc.), possibilidade
de inducdo (p.ex., em resposta a prejulzo, calor, frio,
seca, luz, patbgenos, etc.), ocasido, etapa de
desenvolvimento e semelhante. Os numerosos promotores
conhecidos foram caracterizados e podem favoravelmente ser
utilizados para promover a expressdo de um polinucleotidio
da invencdo em uma planta transgénica ou célula de
interesse.

As medidas devem ser tomadas,
entretanto, para selecicnar um promotor dgque mediara os
niveis desejaveis de expressdo do transgene, de modo a
evitar a nova alocacdo dos recursos energéticos excessivos

gque podem afetar a producdao final, resisténcia, mas

mn

a,
alojamento e incidéncia dos patdgenos foliares. Isso tambem
deve ser visto de uma perspectiva econdmica.

Os promoctores constitutivos
adequados incluem, por exemplo, promotor CaMV 35S (SEQ ID

N®; 1337; 0Odell et al, Nature 313:810-812, 198%5);: promotor

"R
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Arabidopsis At6669 (SEQ ID N°: 1514, PCT N° W02004/1041e62);
TT105 (SEQ ID N°: 1339, PCT N°: W02004/081173) milho Ubi 1
(Christensen et al, Plant Sol. Biol. 18:675-689, 1992);
gctina de arrez (McElroy et al, Plant Cell 2:163-171, 1990} ;
pPEMU (Last et al., Theor. Appl. Genet. 81:581-588, 1991); e
Super MAS Sintético (Ni et al., The Plant Journal 7: 661-76,
1995) . OQutros promotores constitutivos incluem aqueles nas
Patentes Norte-Americanas N°s 5.6589,026. 5.608.149;
5.608.144; 5.604.121; 5.569.587: 5.466.785; 5.398.680;
5.268.463; o 5.608.142.

Os promotores especifices de
tecido adequados incluem, porém sem limitacdo, promotores
especificos de folha, tais conforme descrito, por exemplo,
por Yamamoto et al., Plant J. 12:255-265, 1997; Kwon et al,
Plant Physiol. 105:357-67, 1994; Yamamoto et al, Plant Cell
Physiel, 3523773-778, 1994; Gotar et al, Plant J. 3:503-18;
1993; Orozee et al, Plant Mel. Bipl, 23:1128-1138, 1883; e
Matsuoka et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:9586-9590,
1993, Os especialmente preferidos sdo os promotores de raiz,
tais como, promotor ROOTP [SEQ ID N°: 1338; Regido a
montante do gene ATXTH1S (AT4G30290, Xiloglucano
endotransglicosilase/hidrolase 19, descrito em Vissenberg K,
et al. Plant Cell Physiol. 2005 Jan;46(1l): 192-200].

Uma variedade dos promotores de
gene de planta é conhecida para regular a expressao do dgene
em resposta aos sinais ambientais, hormonais, gquimicos, de
desenvolvimento e de uma forma ativa de tecido. Os exemplos

dos promotores especificos de semente (tais como, promotor

Ry
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de napina, faseoclina ou DC3 descritc na Patente Norte-
Americana N° 5.,773.697), promotores especificos de fruto que
sdgo ativos durante e amadurecimento deo fruto, tais como,
promotor dru 1 (Patente Norte-Americana N° 5.783.393), ou
promotor 2All (Patente Norte-ARmericana N° 4.943.,674) e o
promotor de poligalacturonase de tomate (Bird et al. (19288)
Plant Mol. Biol. 11: 651-662), promotores especificos de
raiz, tais como ARSK1l, e aqueles revelados na Patente Norte-
Americana N°s 5.618.988. 5.837.848 e 5.905.186, promotores
especificos de epiderme, incluindo CUT1 (Kunst et al. (1999)
Biochem. Soc. Tians. 28: 651-654), promotores atives por
pblen, tais como, PTA29, PTA26 e PTA 13 (Patente Norte-
Americana N° 5.792.929), promotores ativos no tecido
vascular (Ringli e Keller (1998) Plant Mol. Biel. 37: 977-
988), especifico de flor (Kaiser et al. (1995) Plant Mol.
Biocl. 28: 231-243), pdlen (Baerson et al. (1994) Plant Mol.
Biol. 26: 1947-1959), carpelos (Ohl et al. (1990) Plant Cell
2: 837-848), poélen e o6vulos (Raerson et al. (1893) Plant
Mol. Biol. 22: 255-267), promotores induziveis por auxina
(tais como aqueles descritos em van der Kop et al. (1999)
Plant Mol. Biol. 39: 979-990 ou Baumann et al. (1998) Plant
Cell L3 323-~334) ; promotor induzivel por citocinina
(Guevara-Garcia { L2S8 Plant Mol. Biol: 38 T43~=T53) 4
promotores responsivos a giberelina (Shi et al. (1998) Plant
Mol. Biol. 38: 1053-1060, Willmott et al. (1998) Plant Mol.
Biol. 38: 817-825) e semelhantes. Os promotores adicionais
sdo aqueles gque induzem a expressdo em resposta ao calor

(Ainley et al. (1993) Plant Mol. Biol. 22: 13-23), light
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(p.ex., o promotor de ervilha rbEeS=-348; descrito em
Kuhlemeier et al. (1989) Plant Cell 1: 471-478, e o promotor
de milho rbcS, descrito em Schaffier e Sheen (1991) Plant
Cell 3: 997-1012) ; prejuizo (pex. ; wunl, descrito em
Siebertz et al. (1989) Plant Cell 1: 961-968), patdgenos
(tais como, o promotor PR-1 descrito em Buchel et al. (1989)
Plant Mol. Biol. 40: 387-396, e o promotor PDF1l.2 descrito
em Manners et al. (1998) Plant Mol. Biol. 38: 1071-1080), e
gquimicos, tais como, metil Jjasmonato ou é&cido salicilico
(Gatz (1997) Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48:
89-108). Além disso, a ocasido da expressao pode ser
controlada ao utilizar os promotores, tais como, aqueles
atuando em senescéncia (Gan e Amasino (1995) Science 270:
1986-1988); ou desenvolvimento tardio de semente (Odell et
al. (1994) Plant Physiol. 106: 447-458).

Qutros exemplos de promotores
sdo um promotor SUC2 (Truernit e Sauer, Plant. (1995)
196:564-70), e um promotor induzivel por estresse, tal como,
RD29A (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki K. Plant Cell (1994)
6:251-264) ; promotores do banco de dados PlantProm
(Shahmuradov et al. Nucleic Acids Res. (2003) 31:114-7), o
promotor de arroz CatB (Iwamoto et al. Plant Physiol
Biochem. (2004) 42:241-9), os promotores especificos de raiz
e promotores de cevada induziveis por deficiéncia de fosfato
da familia do gene transportador de fosfato (HvPhtl;l e
HvPhtl;2) (Schunmann et al. (2004); 55:855-65), promotores

especificos de tecido e constitutivos ilustrados na patente

N°: W02004/081173, na patente N°: US 5633363, na patente N°:
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WO 2000/15662, ria patente N°: WO 2004/013169, na patente N°:
US 2005/010974, na patente N°: WO 2005/035770, na patente
N°: US 2001/0047525, na patente N°: US 5837848, na patente
Nes US 6018099; wCa:

5 A construcdo de é&cido nucléico
da presente invencdo preferivelmente ainda inclui um
marcador selecionavel apropriado e/ou uma origem de
replicacdo. Preferivelmente, a construcdo de dcido nucléico
utilizada é um vetor transporte, o qual pode propagar em E.

. 10 coli (caracterizada pelo fato de que a construcao compreende
um marcador selecionadvel apropriado e origem de replicacéo)
e ser compativel com a propagacdc nas células. A construcao
de acordo com a presente invencac pode ser, por exemplo, um
plasmidio, a bacmidio, um fagemidio, um cosmidio, um fago,

15 um virus ou um cromossomo artificial.

A construcdo de &cido nucléico
da presente invencdo pode ser utilizada para transformar de
modo estavel ou transitério as células de planta. Na

transformacdo estavel, o polinucleotideo exdgeno da presente

. 20 invencdo é integrado no genoma da planta e, COmO Eal,
representa um traco estével e herdado. Na transformacao
transitéria, o polinucleotideo exdgeno €& exXpresso pela
célula transformada, porém nao integrada no genoma €, CONO

tal, representa um traco transitorio.

25 Existem diversos métodos para
introduzir genes estranhos nas plantas monodicotileddbnea e

dicotiledénea (Potrykus, I., Annu. Rev. Plant. Physiol.,

Plant. Mcl. Biol. (1991) 42:205-225; Shimamoto et al, Nature
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(1989) 238312474=276} .

Os métodos de principios para

provocar a lintegracdo estavel do DNA exdbgeno no DNA gendmico

de planta incluem duas abordagens principais:

wn

.l()

®.

(1) Transferéncia de gene mediada por Agrobacterium: Klee
et al. (1987) Annu. Rev. Plant Physiol. 38:467-486; Klee e
Rogers in Cell Culture e Somatic Cell Genetics of Plants,
Vol. 6, Molecular Biology of Plant Nuclear Genes, eds.
Schell, J., e Vasil, L. K., Academic Publishers, San Diego,
Calif. (1989) p. 2-25; Gatenby, in Plant Biotechnology, eds.
Kung, S. e Arntzen, C. J., Butterworth Publishers, Boston,
Mass. (1989) p. 93-=0112.

(1i) Captagac direta de DNA: Paszkowski et al, in Cell
Culture e Somatic Cell Genetics of Plants, Veol. 6, Molecular
Biology of Plant Nuclear Genes eds. Schell, J., e Vasil, L.
K., Academic Publishers, San Diego, Calif. (1989) p. 52-68;
incluindo métodos para captacéao direta do DNA em
protoplastos, Toriyama, K. et al. (1988) Bio/Technology
6:1072-1074. Captacdo do DNA induzida pelo Dbreve chogque
elétrico das células de planta: Zhang et al. Plant Cell Rep.
(1988) 7:379-384, Fromm et al. Nature (1986) 319:7921-7893.
Injecdo de DNA nas células de planta ou tecidos através de
bombardeio de particula, Klein et al Bio/Technology (1988)
©:559-563; McCabe et al Bio/Technology (1988) 6:923-926;
Sanford, Physiol. Plant. (1928Q) 72:206~209; pelo usec dos
sistemas de micro-pipeta: Neuhaus et al, Theor. Appl. Genet.

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

(1990) 79:213-217; transformacdo de fibras de vidro ou
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cristal capital de carboneto de silicio das culturas de
célula, embrides ou tecido de calc, Patente Norte-Americana
N°® 5.464.765 ou pela incubacdo direta do DNA com pdélen de
germinacdo, DeWet et al. in Experimental Manipulation of
Ovule Tissue, eds. Chapman, G. P. e Mantell, S. H. e
Daniels, W. Longman, London, (1985) w. 197-208:; € QOhts;
Proc. Natl. Acad. Sci, USA (1986) 83:715-719.

O sistema Agrobacterium inclui
o uso de vetores de plasmidio gue contém segmentos definidos
de DNA que integram no DNA gendmico da planta. Os métodos de
inoculacdo do tecido da planta variam dependendc das
espécies de planta e do sistema de administracao de
Agrobacterium. Uma abordagem amplamente usada e o
procedimento de disco de folha que pode ser realizada com
qualquer explante de tecido que fornece uma boa fonte para
iniciacdo de toda a diferenciacdo da planta. Horsch et al.
in Plant Molecular Biology Manual A5, Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht (1988) s 1=8, Uma abordagem
complementar wkiliza o) sistema de administracéo de
Agrobacterium em combinacdo com a infiltracdac a wvacuo. O
sistema Agrobacterium é especialmente viavel na criacéao de
plantas dicotileddneas transgénicas.

Existem diversos métodos da
transferéncia direta do DNA nas células de planta. Na
eletroporacdo, os protoplastos s&do brevemente expostos a um
forte campo elétrico. Na micro-injecdo, o DNA e
mecanicamente injetado diretamente nas células usando micro-

pipetas muito pequenas. No bombardeio de micro-particulas, o
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DNA é& adsorvido em micro-projéteis, tais como, cristais de
sulfato de magnésio ou particulas de tungsténio, e os micro-
projéteis sdo fisicamente acelerados nas células ou tecidos
de planta.

Apos a transformacao estavel, a
propagacdoc de planta & exercida. O método mais comum da
propagacdo de planta é pela semente. A regeneracéo pela
propagacdc de semente, entretanto, possui a deficiéncla que
devido & heterozigosidade, existe uma falta de uniformidade
na safra, considerando dque as sementes sdo produzidas pelas
plantas de acordo com as variancias genéticas regidas pelas
regras Mendelian. Basicamente, cada semente ¢ geneticamente
diferente = cada crescera com seus préprios tracos
especificos. Portanto, & preferido que a planta transformada
seja produzida de modo que a planta regenerada possua OS
tracos idénticos e caracteristicas da planta transgénica
precursora. Portanto, é preferide que a planta transformada
seja regenerada pela micro-propagacaoc gque fornece uma
reproducdo rapida e consistente das plantas transformadas.

A Micro-propagacao S um
processc para Ccrescer novas plantas de geracao a partir de
uma Unica peca de tecido gque foi cortada de uma planta
precursora selecionada ou cultivar. Esse Pprocesso permite a
reproducdac em massa das plantas com o tecido preferido
expressando a proteina de fusao. As novas plantas de geracao
que sao produzidas sdo geneticamente idénticas a, e possuem

todas as caracteristicas de, a planta original. A micro=

propagacao permite a producédo em massa do material de planta
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de qualidade e em um curto periodo de tempo e oferece uma
rapida multiplicacéo de cultivares selecionados na
preservacdo das caracteristicas da planta transformada ou
transgénica original. As vantagens da clonagem de plantas
sdo a velocidade de multiplicacgdo da planta e a qualidade e
uniformidade das plantas produzidas.

A micro-propagacao é um
procedimento multi-etapa que exige a alteracao das condigdes
de crescimento ou meio de cultura entre as etapas. Dessa
forma, o processo de micro-propagacdao envolve quatro etapas
basicas: Etapa um, cultura do tecido inicial; etapa dois,
multiplicacdo da cultura de tecido; etapa trés,
diferenciacdo e formacdao de planta; e etapa gquatro, cultura
e endurecimento em estufa. Durante a etapa um, cultura do
tecideo inlcial, a cultura de tecido ¢é estabelecida e
certificada como livre de contaminante. Durante a etapa
dois, a cultura de tecido inicial ¢é multiplicada até um
numero suficiente de amostras do tecido ser produzido para
atender as metas de producdo. Durante a etapa trés, as
amostras de tecido cultivadas na etapa dois sdo divididas e
cultivadas em plantinhas individuais. Na etapa guatro, as
plantinhas transformadas sdo transferidas a uma estufa para
endurecimento, em gque a tolerdncia das plantas a luz ¢&
gradualmente- aumentada, de modo gue pode ser cultivada no
ampiente natural.

Preferivelmente, as plantas
transformadas maduras geradas conforme acima descrito sao

ainda selecionadas para o trago de interesse (p.ex., FUE

©2
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melhorado, toleradncia ao estresse etc.). Os exemplos de tais
ensaios de triagem sdo fornecidos abaixo e na secao de
Exemplos que segue. Dessa forma, por exemplo, as plantas
transgénicas podem passar por triagem para valor hutricicnmal
melhorado (p.ex., teor melhorado de 6leo, aminocacidos e/ou
proteina, bem como teor de N per se) sob condicdes normais
ou de estresse conforme serd ainda descrito abaixo.
Alternativamente ou adicionalmente, as plantas transformadas
e nio transformadas (tipo selvagem) sdao expostas a uma
condicdo de estresse abidtico, tal como, depravacao de agua,
temperatura sub-ideal, deficiéncia de nutriente ou
preferivelmente uma condicdo de estresse de sal. O estresse
de sal pode ser efetuado de diversos modos, tais como, por
exemplo, ao LErigar as plantas com uma solucao

hiperosmética, ao cultivar as plantas de forma hidropénica

em uma solucdo de crescimento hiperosmética (p.ex., solucao
Hoagland), ou ao cultivar as plantas em um meio de
crescimento hiperosmético (p.ex., meio MS3). Considerande gue
diferentes plantas variam consideravelmente e sua

tolerancia & salinidade, a concentracdc de sal na dgua de
irrigacdo, solucédo de crescimento ou meio de crescimento &
preferivelmente ajustada de acordo com as caracteristicas
especificas do cultivar ou variedade especifica da planta,
de modo a infligir um efeito suave ou moderado sobre a
fisiologia e/ou morfologia das plantas para diretrizes com
relacdo & concentracdo apropriada, vide, Bernstein e
Kafkafi, Raiz Growth Under Salinity Stress. In: Plant Roots,

The Hidden Half 3rd ed. Waisel Y, Eshel A e Kafkafi U.
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(editors) Marcel Dekker Inc., New York, 2002, e referéncias
14 contidas). Apds a exposicdo a condicdao de estresse, as
plantas s3o freqglentemente monitoradas até os efeitos
substanciais fisioldgicos e/ou morfolébgicos em plantas do
tipo selvagem. Subseglientemente, as plantas transformadas
gque ndo exibem os efeitos substanciais fisiolégicos e/ou
morfolégicos, ou que exibem biomassa maior do que as plantas
do tipo selvagem, sdo identificadas como plantas tolerantes
ao estresse abidtico.

Embora a transformacdo estavel
é atualmente preferida, a transformacdoc transitéria das
células de folha, células meristemdticas ou toda a planta
também é considerada pela presente invencéo.

A transformacao transitéria
pode ser efetuada por quaisquer dos métodos de transferéncia
direta do DNA acima descritos ou por infeccédo wviral
utilizando virus modificados de planta.

Os virus que foram demonstrados
como Uteis para a transformacdo de hospedeiros de planta
incluem CaMV, TMV e BV. A transformacdo de plantas usando o0s
virus de planta é descrita na Patente Norte-Americana N°
4.855.237 (BGV), EP-A 67.553 (TMV), Pedido Publicado Japonés
N° 63-14693 (TMV), EPA 194.809 (BV), EPA 278.667 (BV); e
Gluzman, Y. et al., Communications in Molecular Biology:
Viral Vectors, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, pp.
172-189 (1988) As particulas pseudo-virais para uso
expressando o DNA estrangeiro em muitos hospedeiros,

incluindo as plantas, sdo descritas em WO 87/06261.
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Preferivelmente, o VLrws da
presente invencdo €é avirulento e, assim, & 1incapaz de
provocar diversos sintomas, tals como, taxa reduzida de
crescimento, mosaico, marcas de anel, role de folha,
amarelado, listas, formacdo de pustula, formacdc de tumor e
formacdo de sulcos. Um virus avirulento adequado pode ser um
virus avirulento naturalmente ocorrente ou um virus

artificialmente atenuado. A

v

tenuacdo de wvirus pode ser
efetuada ao usar os métodos bem conhecidos na técnica,
incluindo; porém sem limitacao, aguecimento sub-letal,
tratamento guimico ou Dor técnicas de mutagénese
direcionada, tais conforme descrito, por exemplo, por

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

(o)}

9,
2003), Gal-on et al. (1992), Atreya et al. (1992) e Huet et
al. (1994).

As cepas adequadas de virus
podem ser obtidas das fontes disponiveis, tais como, por
exemplo, a Compilagdo de Cultura de Tipo Norte-Americana

(ATCC) ou pelo 1isolamento das plantas infectadas. 0
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isolamento dos virus dos tecidos ados de planta pode
ser efetuado por técnicas bem conhecidas na técnica, tais
conforme descrito, por exemplo, por Foster e Tatlor, Eds.
"Plani Virology Protocols: From  Virus Isolation to
Transgenic Resistance (Metheds in Molecular Biology (Humana
Pr), Vol 81)", Humana Press, 1998. Brevemente, os tecidos de
uma planta infectada acreditados como contendo uma alta

concentracdo de um virus adequado, preferivelmente folhas

jovens e pétalas de flor, sdo afundados em uma solucao
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tampdo (p.ex., solucac tampao de fosfato) para produzir uma
seiva infectada por virus que pode ser utilizada em
inoculacdes subseqlientes.

A construcdo dos virus de RNA
da planta para a introducédo e expressdo das seqgliéncias de
polinucleotidios exdgenas nao virais nas plantas e
demonstrada pelas referéncias acima, bem como, Ppor Dawson,
W. 0. et al, Virology (1989) 172:285-292; Takamatsu et al.
EMBO J. {1987) 6:307-311; French et al Science (1286)
231 :1294-1297; e Takamatsu et al. FEBS Letters (1990)
269:73~176.

Quando o virus em um virus de
DNA, as modificacbes adequadas podem ser feitas ao proprio
virus. Alternativamente, o virus pode ser primeiro clonado
em um plasmidio bacteriano para facilidade de construir o
vetor viral desejado com o DNA estranho. O virus pode entao
ser cortado do plasmidio. Se © virus for um virus de DNA,
uma origem bacteriana de replicacdo pode ser ligada ao DNA
viral, gque €& entao replicado pela bactéria. A transcricdo e
a traducdo desse DNA produzirdo a proteina de revestimento
que encapsulara o DNA viral. 8e ¢ virus for um virus de RNA,
o virus é& geralmente clonado como um cDNA e inserideo em um
plasmidio. O plasmidio €& entao usado para realizar todas as
construgoes. 0o virus de RNA & entao produzido pela
transcricdao da seqliéncia viral do plasmidio e traducao dos
genes virais para produzir af(s) proteina(s) de revestimento

que encapsulam o RNA viral.

A construcdo dos virus de RNA
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da planta para a introducdo e expressdo nas plantas das
seqiiéncias de polinucleotidio exégeno nédo viral, tais como,
aquelas incluidas na construcdoc da presente invencao é
demonstrada pelas referéncias acima, bem como na Patente
Norte-Americana N° 5.316.9231.

Em uma configuracao, um
polinucleotidio wviral de planta & fornecido, em dque a
seqiéncia de codificacdo da proteina de revestimento nativa
foi excluida a partir de um polinucleotidio wviral, uma
seqliéncia de codificacdo de proteina de revestimento viral
da planta ndo-nativa & um promotor nao nativo,
preferivelmente o promotor sub-genfémico da segliéncia de
codificacdo de proteina de revestimento ndo-nativa, capaz de
eXpressaon no hospedeiro de planta, empacotamento do
polinucleotidio recombinante viral de planta, e garantir que
uma infeccdo sistémica do hospedeiro pelo polinucleotidio
recombinante viral de planta, foi inserida.
Alternativamente, o gene de proteina de revestimento pode
ser desativado por insercdo da segiiéncia de polinucleotideo
nio nativa dentro da mesma, de modo que uma proteina seja
produzida. O polinucleotidio recombinante viral de planta
pode conter um ou mais promotores adicionais sub-gendmicos
nio-nativos. Cada promotor sub-gendmico ndo-nativo e capaz
de transcrever ou exXpressar o0s denes ou seqliéncias de
polinucleotidio adjacentes no hospedeiro de planta e incapaz
de recombinacdo entre si e com promotores sub-gendmico

nativos. As seqliéncias de polinucleotidio niao-nativas

(estranhas) podem ser inseridas adjacentes ao promotor sub-
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gendmico viral de planta nativa ou os promotores sub-
gendmicos virais de planta nao-nativas e nativas, se mais de
uma segiiéncia de polinucleotideo for incluida. As seqgiiéncias
de polinucleotidio nao nativos sdo transcritas ou expressas
na planta hospedeira sob controle do promotor sub-gendmico
para produzir os produtos desejados.

Em uma configuracdoc secundaria,
um polinucleotidio recombinante viral de planta é fornecido
conforme na primeira configuracao, exceto gue a segiiéncia de
codificacdo da proteina de revestimento nativa ¢é colocada
adjacente a um dos promotores sub-gendémico de proteina de
revestimento ndoc nativos, ao 1inves de uma seqiiéncia de
codificacio de proteina de revestimento ndo-nativa.

Fm uma terceira configuracao,
um polinucleotidio recombinante viral de planta & fornecido,
em que o gene de proteina de revestimento nativo é adjacente
ao seu promotor sub-gendmico e um ou mais dos promotores
sub-genémicos ndo-nativos foram inseridos no polinucleotidio
viral. Os promotores sub-genémicos ndo-nativos sdo capazes
de transcrever ou expressar O0S Jenes adjacentes em um
hospedeiro de planta e sdo capazes de recombinacdo entre si
com o0s promotores sub-genémicos nativos. As seqgiiéncias de
polinucleotidio nao nativas podem ser inserildas adjacentes
aos promotores sub-gendémicos virais de planta nao nativos,
de modo que as segiliéncias sao transcritas ou expressas na
planta hospedeira sob controle dos promotores sub-gendmicos

para produzir o produto desejado.

Em uma gquarta configuracac, um
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polinucleotidio reccombinante viral de planta é fornecido
conforme na terceira configuracido, exceto que a seqgiiéncia de
codificacdo de proteina de revestimento nativa é substituida
por uma seqiiéncia de codificacdaoc de proteina de revestimento
nao-nativa.

Os vetores virais sao
encapsulados pelas proteinas de revestimento codificadas
pelo polinucleotidio recombinante wviral de planta para
produzir um virus de planta recombinante. O polinucleotidio
recombinante viral de planta ou virus de planta recombinante
é usado para infectar as plantas hospedeiras apropriadas. O
polinucleotidio recombinante viral de planta e capaz de
replicacao no hospedeiro, difusao sistémica no hospedeiro, e
transcricao ou expressao do(s) gene (s) estranho(s)
(polinucleotideo exégeno) no hospedeiro para produzir a
proteina desejada.

As técnicas para inoculacéo dos
virus nas plantas podem ser encontradas em Foster e Taylor,
eds. "Plant Virology Protocols: From Virus Isolation to

Transgenic Resistance (Methods in Molecular Biclogy (Humana

Pr), Vol 81)", Humana Press, 1998; Maramorosh e Koprowski,
eds. "Methods in Virology" 7 vols, Academic Press, New York
1967-1984; Hill, 8.4, "Methods in Plant Virology",
Blackwell, Oxford, 1984; Walkey, D.G.A. "Applied Plant

Virology", Wiley, New York, 1985; e Kado e Agrawa, eds.

"pPrinciples and Techniques in Plant Virology", Van Nostrand-

Reinhold, New York.
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polinucleotidio da presente invencdo também pode ser
introduzido em um genoma de cloroplasto, assim permitindo a
expressdo do cloroplasto.

Uma técnica para introduzir as
seqgiiéncias de polinucleotidio exbgeno ao genoma dos
cloroplastos é conhecida. Essa técnica envolve os seguintes
procedimentos. Primeiro, as células de planta sao
quimiéamente tratadas, de modo a reduzir o numero de
cloroplastos por célula para cerca de um. Entao, o
polinucleotideo exbgeno € introduzido via bombardeio de
particula das células com o objetivo de introduzir pelo
menos uma molécula de polinucleotideo exogeno nos
cloroplastos. Os polinucleotideos exdgenos selecionados, de

modo  dque sido passiveis de integracao no enoma do

\Q

cloroplasto via recombinacio homéloga que & prontamente
efetuada pelas enzimas inerentes ao cloroplasto. Para essa
finalidade, o polinucleotideo exdbgeno inclui, além de um
gene de interesse, pelo menos um estiramento do
polinucleotidio que & derivado a partir do genoma do
cloroplasto. Além disso, © polinucleotideo exogeno inclui um
marcador selecionavel, que atua por procedimentos
segiienciais de selecao para apurar gue todas ou
substancialmente todas as copias dos genomas de cloroplasto
apo6s tal selecéao incluirdoc o polinucleotideo exbgeno. 0s
detalhes adicionais relacicnados a essa técnica Sao
averiguados nas Patentes Norte-Americanas N°s 4.945.050; e
5.693.507 que sdo incorporadas no presente por referéncia.

Um polipeptidio pode assim ser produzido pelo sistema de

1
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expressdo da proteina do cloroplasto e tornar-se integrado
na membrana interna do cloroplasto.

Considerando gque os tracos da
presente 1invencao (p.ex., NUE e tolerancia ao estresse
abiético) nas plantas podem envolver mialtiplos genes atuando
de modo aditivo ou em sinergia (vide, por exemplo, em Quesda
et al., Plant Physiol. 1303951063, FQ0Z % » a presente
invencdo também considera a expressdo de uma pluralidade dos
polinucleotideos exégenos em uma unica planta hospedeira
para assim atingir NUE superior, tolerédncia, biocmassa e/ou
producado.

A expressao de uma pluralidade
dos polinucleotideos exdgenos em uma uUnica planta hospedeira
pode ser efetuada pela co-introducdo de multiplas
construcdes de &cido nucléico, cada uma incluindo um
diferente polinucleotideo exdgeno, em uma unica célula de
planta. A célula transformada pode ser entéo regenerada em
uma planta madura usando os métodos acima descritos.

Alternativamente, a expressao
de uma pluralidade dos polinucleotideos exdgenos em uma
tnica planta hospedeira pode ser efetuada pela co-introducao
em uma Unica célula de planta uma uUnica construcdo de acido
nucléico, incluindo uma pluralidade de diferentes
polinucleotideos exdgenos. Tal construcao pode ser projetada
com uma uUnica seqiiéncia de promotor gque pode transcrever uma
mensagem policistrénica, incluindo todas as diferentes

seqgliéncias de polinucleotidio exdgeno. Para permitir a co-

traducdoc do diferentes polipeptidios codificados pela
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mensagem policistrénica, as segiiéncias de polinuclectidio
podem ser interligadas via uma seqliéncia de local de entrada
de ribossomo interno (IRES) gque facilita a traducao das
seqiiéncias de polinucleotidio posicionadas a Jjusante da
seqgliéncia IRES. Nesse caso, uma molécula de RNA
policistrdnica transerita codificando os diferentes
polipeptidios acima descritos sera traduzida da extremidade
5' nivelada e duas seqgiiéncias internas IRES da molécula de
RNA policistrénica, para assim produzir na célula todos os
diferentes polipeptidios. Alternativamente, a construcao
pode incluir diversas seqiiéncias de promotores, cada uma
ligada a uma diferente segiiéncia de polinucleotideo exbgeno.

A célula de planta transformada
com a construcdo, incluindo uma pluralidade de diferentes
polinucleotideos exdgenos, pode ser regenerada em uma planta
madura, usando os métodos acima descritos.

Alternativamente, a expressao
de uma pluralidade dos polinucleotideos exdgenos em uma
unica planta hospedeira pode ser efetuada pela introducédo de
diferentes construcdes de acido nucléico, incluindo
diferentes polinucleotideos exdgenos, em uma pluralidade de
plantas. As plantas transformadas regeneradas podem ser
entio criadas de forma cruzada e progénie resultante
selecionado para tracoes superiores, tais Ccomo, NUE,
tolerancia ao estresse abidtico e/ou biomassa, usando as
técnicas de criacdo de planta convencionais.

Conforme acima mencionado, as

plantas transgénicas da presente invencao podem ser usadas
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para melhorar em grande quantidade dos tracos comercialmente
desejados que sdo todos inter-relacionados conforme abaixo
discutido.

Conforme aqui utilizado; 0
termo "traco" refere-se a uma caracteristica ou gqualidade de
uma planta que pode de modo geral (seja direta ou
indiretamente) melhorar o valor comercial da planta.

Conforme agui utilizado, o
termo "melhorando" ou "aumentando" refere-se a melhorar ou
aumentar o traco da planta transgénica da presente invencao
por pelo menos cerca de mais 2 &, malis 5 %, mais 10 %, mails
20 %, mais 30 %, mais 40 %, mais 50 %, mais 60 %, mais 70 %,
mais 80 %, 90 % ou mais do gque a planta nao transgénica
(p.ex., imitacdo transfectada ou simples) .

Os seguintes sdc os exemplos
ilustrativos dos tracos que podem ser melhorados usando os

polinucleotideos ou polipeptidios da presente invencao.

Eficiéncia do uso de
fertilizante — Embora o seguinte sera melhor elaborado
referente & Eficiéncia do Uso de Nitrogénio (N) (NUE) , deve

ser entendido que a presente invencao considera o]
aumento/melhoria da eficiéncia geral do uso de fertilizante
de todos os minerais e metades ocrgéanicas absorvidos do solo,
tais como fosfatos (PUE) e potéssio (KUE) pelas plantas
transgénicas da presente invencao.

A eficiéncia através da qual o
N ¢é usado pela planta é afetada, entre outros, pela

eficiéncia de captacdo do N e eficiéncia de utilizacdo do N.
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A proporcdoc da quantidade de captacdo d N pela planta (ou
teor de N, kg N) sobre a quantidade do N fornecido/aplicado
(kg N:) & uma eficiéncia de captacao (kg N kg™ N.), enguanto
a producdoc de grdc (kg grain) para proporcao da captagéao de
N (kg N) & a eficiéncia de utilizacdo do N (NUE, kg grao kg™
N). Vide Mcll 1982 BAnéalise e interpretacdo dos fatores que
contribuem para a eficiéncia da utilizacdo de nitrogénio.
Argon. J. 74:562-564. NUE também é efetuado pelas perdas de
N através da volatilizacéao de amdnia, nitrificacdo-
denitrificacao, lixivia e escoamento que diminuem a
disponibilidade do N na planta.

Os presentes inventores
realizaram que os genes gue alteram a arquitetura da raiz
podem ser usados para melhorar o NUE. A base racional & para
posicionar uma fracdo superior das ralzes nas camadas mais
profundas do soloc em gque o fertilizante €& lixiviado ou
aumenta a cobertura do solo em que o fertilizante esta
concentrado. Essa estratégia j& fol comprovada de forma bem-
sucedida com a deficiéncia de Fésforo na soja (Miller, CR, I
Ochoa, KL Nielsen, D Beck, JP Lynch. 2003. Genetic wvariation
for adventitious rooting in response to low phosphorus
availability: potential utility for phosphorus acquisition
from stratified soils. Functional Plant Biology 30:973-985)
e milho (Zhu, J, JP Lynch. 2004. The contribution of lateral
rooting to phosphorus acquisition efficiency in milho (Zea
mays L.) seedlings. Functional Plant Biology 31:949-958) e

outras plantas de safra. A morfogénese da raiz é

dramaticamente afetada pela programacao de desenvolvimento,

v
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bem como as condicdes ambientais. A seca leva a um
desenvolvimento declinante pronunciade da estrutura da raiz
para atingir a é&gua localizada nas camadas mais profundas do
solo (vide Figura 1A), enquanto a disponibilidade local do

nutriente provoca o amadurecimento local da raiz aumentando

J

a superficie total absortiva do sistema da railz 0

.

B

desenvolvimento dos sistemas raiz normalmente ¢ altamente
assimétrico e reflete a capacidade das raizes de ajustar seu
crescimento e desenvolvimento para os fatores ambientais. Os
genes e a expressao do gene controlam as alteracdes de
desenvolvimento, conforme é o <caso de ANRI: um fator
putativo de transcricao com um papel na sinalizacdo de NOy .
Quando ANR1 é regulado de forma
descendente por anti-mensageiro ou co-supressdo, as linhas
transgénicas resultantes sao defeituosas em sua resposta de

raiz para os suprimentos localizados NO.~ (Zhang, H.,Forde,

B. G. 1998, An Arabidopsis MADS box gene that controls

nutriente-induced changes in root architecture,; Science
270:407). Conseglientemente, a alteracdo da expressac do
polinucleotideos da presente invencao nas plantas

transgénicas pode ter os efeitos desejaveis na morfogénese
da raiz, alguns deles poderiam afetar positivamente o NUE e
tolerancia ao estresse abiético/bidético e/ou para otimizar a
producdoc e vigor da planta. Os exemplos especificos incluem
FUE 7, FUE_16 e FUE 34 Evo.

Adicionalmente, sao
selecionados aqueles gque otimizam O armazenamento intra-

celular e reduzem a concentracao citosélica, assim reduzindo
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a barreira energética para os transportadores de membrana
responsaveis pela captacado de diferentes formas do
fertilizante. Dessa forma, as taxas superiores da captacao
de fertilizante podem ser obtidas. De forma semelhante,
conforme esperado de qualquer reacdo enzimatica ou via, se o
produto da assimilacao do fertilizante toF removido
eficientemente para o ambiente celular, a via enzimatica
construindo esse produto ¢é esperada para ocorrer na taxa
acelerada levando & assimilacdo melhorada ou eficiéncia do
USO0+

Em ainda outra abordagem para
melhorar FUE, um terceiro grupo de genes foi identificado.
Esses genes sao relacionados &s vias bioquimicas envolvidas
na conversido da forma do fertilizante inorgénico para o
material orgadnico (processo de assimilacdo). Os gargalos de
liberacdoc no processo de assimilacdo concederam efeitos
prometedores sobre a eficiéncia otimizada do uso de
nutrientes, conforme no caso do fator de transcricdo Dofl
(Yanagisawa Sd, Akiyama A, Kisaka H, Uchimiya H, Miwa T.
Metabolic engineering with Dofl transcription factor in
plants: Improved nitrogen assimilation e grewth under low-
nitrogen conditions. Proc Natl Acad Sci U S A. 2004 May
183101 (20Q) +7833—8) ; Os genes encontrados usando essa
abordagem aliviam os gargalos bioquimicos levando a uma
eficiénecia otimizada do uso de fertilizante. FUE_101 e
FUE 102 compreendem uma atividade de transportador e,
portanto, podem ser usados para melhorar a captacaoc de

nutriente.




. 10

20

2
=l

37/164

Capacidade de armazenamento -
as seqiiéncias de polinucleotidio e polipeptidio da presente
invencdo sdo instruidas para otimizar a capacidade geral de
armazenamento da planta. A capacidade para a producac de
grdo é pré-determinada pela capacidade da planta de absorver
e armazenar o nitrogénioc mineral em suas etapas prematuras
de desenvolvimento (Hirel et el. Plant Physiol, March 2001,
Vel. 125, pp. 1258-1270). Portante, & capscidade otimizada
de armazenamento na forma de nitrato ou aminoacidos
altamente tem a probabilidade de aumentar a producdo de
grido. Essa invencdo inclui os mecanismos moleculares para
melhorar @} nitrogénio ou gualquer capaclidade de
armazenamento de nutriente metabélico da planta. Os exemplos
incluem os aminodcidos, proteina, amido e o6leo, Fibra,
cinza, clorofila e teor de mineral.

0 teor de proteina da planta é
diretamente relacionado & concentracdo do N no grdo (vide
Mosse 1990 J. Agric. Food Chem. 38:18-24). Isso é& altamente
valioso para melhorar o valor nutricional do alimento. FPor
exemplo, a alta proteina de consumo por criancas (10 % _de
arroz triturado mostrou crescimento melhorado comparado ao
arroz triturado de proteina média de consumo por criancas

(6-7 %) [Juliano (1993) Rice in Human Nutrition. IRRI e FAQ,

m»

Rome]. Assim, as plantas transgénicas gque exibem a alta
eficiéncia na nova mobilizacdo do N a partir das partes
vegetativas para a parte comestivel (p.ex., grao) sao

altamente valiosas. Considerando que os niveis do nitrogénio

na floracdo determinam a producdc do grdo, a expressaoc em

e
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excesso das seqliéncias de polinucleotidio da presente
invencdo melhoraréd a producdo de grédo e/ou otimizard o teor
do grdo em todo o nivel da planta. Além disso, o teor
aumentado de soluto da planta impede a evaporacao e perda de
agua devido ao calor, seca, salinidade, osmdético, etc.,
portanto, melhorando uma melhor tolerdncia da planta aos
estresses acima. A expressdo em excesso de FUE 501, FUE 502,
FUE 503, FUE 504 ou FUE 49, FUE 51, FUE 52, FUE 53 ou
FUE 100 e FUE 101 é& esperada para aumentar a capacidade de
armazenamento dos tecidos em gue sédo expressos. Issc pode
levar a uma capacidade de submersdo mais forte, e para um
melhor wuso do fertilizante aplicado (especificamente o
nitrogénio) devido a absorcao otimizada do 616
Considerande que o©os nivels de nitrogénio na floracac
determinam a producdo do grdo, & esperado que a expressaoc em
excesso dos genes acima também melhorara a producaoc de dgrao
e/ou melhorar o teor de proteina do gradc e todo ¢ nivel de
proteina da planta. Além disso, o teor aumentade do soluto
da planta impedird a evaporacdo e perda de agua devido ao
calor, seca, salinidade, osmbtico e semelhante, assim
melhorando uma melhor toleréncia da planta aos estresses
acima.

Senescéncia atrasada da folha
ou "permanéncia do verde" - prolonga a captacdo do nutriente
por mais tempo no ciclo da planta fornecendo capacidade
aumentada para armazenar o nitrogénio e fornecer a
fotossintese durante o enchimento do gr&o. Se uma planta

possuir mais folhas verdes no pericdo de polinizagdo, mais
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nitrogénio estard disponivel para redistribuicdo as sementes
provocando uma melhoria na eficiéncia do uso de fertilizante
e provavelmente a producdoc de grdo. Alguns dos genes
apresentados nesta invencdo aumentam o traco de "permanéncia
do verde" ou exibem crescimento otimizado (crescimento mais
rapido e/ou folhas e talos maiores) como um mecanismo para
melhorar a eficiéncia do usc de fertilizante, producdc de
grdo e tolerdncia geral ao estresse da planta.

A invertase é uma enzima que &
conhecida por atrasar a senescéncia quando expressa sob um
promotor ativado por senescéncia (Balibrea Lara, et al.
Plant Cell 16: 1276-1287, 2004). FUE 30 e FUE 31 possuem uma
atividade prevista de invertase e, portanto, pode prolongar
as caracteristicas de permanéncia do verde da planta e,
portanto, aumentar a capacidade geral para armazenar o
nitrogénio nas plantas para redistribuicao durante o
enchimento de grio.

A citocinina é envolvida, entre
outros processos, na inibicdo da senescéncia de folha.
FUE 55 = um gene com uma semelhanca notavel ao
isopenteniltransferase tRNA, uma importante enzima na via
metabdlica da citocinina. A expressdo aumentada de FUE 55
nas raizes ou brotos aumentard os niveis da citocinina
levando a expansdo otimizada da folha e duplicagao da
céluls, senescéncia atrasada, resisténcia aumentada de
submersao dos tecidos, utilizacdo otimizada do nitrogénio,

etc.

A zeatina é uma alilieletenBathar:
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naturalmente ocorrente. FUE 505 é um fato de transcricao
contendo dominio AP2 putativo que, com base nos experimentos
de micro-agrupamento, ela aglomera-se firmemente junta com
os genes de ARR (reguladores de resposta de Arabidopsis) que
mediam a resposta do broto to citocinina. Os genes de ARR
sdo a Zeatina responsiva e sdo induzidos apds a adicdo do

nitrogénio as plantas deficientes em nitrogénio. A co-

regulacao de FUE 505 junto com os ARRs indica um papel na

resposta de citocinina. E altamente provadvel que a expressao
constitutiva de FUE 505 atrasard a senescéncia de folha e
melhorard a utilizacdc do nitrogénio e crescimento de planta
devido a ativacdo continua da resposta de citocinina do
broto.

Tolerdancia ao estresse As
plantas transgénicas da presente invencdo sdo esperadas para
exibir tolerdncia ao estresse abidtico e biético.

0 termo "estresse" aqui
utilizado refere-se a qualquer efeito adverso sobre o
metabolismo, crescimento, reproducdac e/ou viabilidade de uma
planta. De forma correspondente, o estresse abiético pode
ser 1induzido pelas condigdes sub-ideais de crescimento
ambiental, tais como, por exemplo, salinidade, depravacdo de
agua, 1lnundacdo, congelamento, baixa ou alta temperatura,
toxicidade de metal pesado, anaerobiose, deficiéncia de
nutriente (também incluindo inacessibilidade de nutriente,
tal como, devido & 1lixiviacdo), poluicdo atmosférica ou
irradiacdo UV. O estresse bibtico pode ser induzido, por

exemplo, por patdégenos que sdao encontrados no ambiente.
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A frase "toleréncia ao
estresse" conforme aqui utilizada refere-se a capacidade de
uma planta de suportar um estresse (abibdtico) sem sofrer uma
alteracao substancial no metabolismo, cresclimento,
produtividade e/ou viabilidade. Preferivelmente, as plantas
geneticamente projetadas da presente invencdoc exigem pelo
menos cerca de mails 2%, mais 5 %, mais 10 %, mais 20 %, mais
30 %, mais 40 %, mais 50 %, mais 60 %, mais 70 %, mais 80 %,
mais 90 % ou ainda tolerdncia mais alta ao estresse abidético
do que as plantas ndo transgénicas.

As plantas sao sujeitas a uma
faixa de desafios ambientais. Diversos desses, incluindo
estresse por sal, estresse osmdtico geral, estresse por seca

e estresse por congelamento, possuem a capacidade de ter o

impacto sobre toda a planta e disponibilidade de 4&gqua

celular. De forma n&do surpreendente, entdo, as respostas de
planta para essa compilacdo de estresses sdo relacionadas,
Em uma revisdo recente, Zhu observou que "a maioria dos
estudos sobre sinalizacdo do estresse de &agua enfocaram no
estresse de sal principalmente devido &s respostas de planta
ao sal e seca serem estreitamente relacionadas e os
mecanismos sobrepdem-se" (Zhu (2002) Ann. Rev. Plant Biol.
533 247-273) , Muitos exemplos de e vias
semelhantes para esse conjunto de . foram
documentados. Por exemplo, os fatores da transcricio

foram demonstrados para condicionar a resisténcia ao sal,
congelamento e seca (Kasuga et al. (1999) Nature Biotech.

17: 287-291). O gene de rd29B Arabidopsis é induzido em
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resposta aos estresses de sal e desidratacdo, um processo
que €& amplamente mediado através de um processo de
transducdo do sinal ABA (Uno et al. (2000) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 97: 11632-11637), resultande em atividade alterada
dos fatores de transcricdao que se aglutinam a um elemento a
montante dentro do promotor rd29B. Na Mesembryanthemum
crystallinum (planta de gelea) , Patharker e Cushman
demonstraram que uma gquinase de proteina dependente de
calcio (McCDPKl) é induzida pela exposicdo aos estresses de
seca e sal (Patharker e Cushman (2000) Plant J. 24: 679-
691). A gquinase induzida por estresse também foi mostrada
para fosforilar um fator de transcricdo, presumivelmente
alterando sua atividade, embora os niveis de transcricdo do
fator alvo de transcrigdo ndo sejam alterados em resposta ao
estresse de sal cu seca. De forma semelhante, Saijo et al.
demonstraram gque uma quinase de proteina dependente de
calmodulina induzida por sal/seca do arroz (OsCDPK7)
conferiu a tolerdncia aumentada ao sal e seca do arroz
quando expresso em excesso (Saijo et al. (2000) Plant J. 23:

319=327) 5

!

A exposicao a desidratacao
inveoca estratégias semelhantes de sobrevivéncia nas plantas,
assim como o estresse de congelamento (vide, por exemplo,
Yelenosky (1989) Plant Physiol 89: 444-451) e o estresse de
seca induz a tolerédncia ao congelamento (vide, por exemplo,

Siminovitch et al. (1982) Plant Physiol 69:; 250-25

n

i e Guy
et al, (1292) Plant 188: 265-270). Além da inducadoc das

proteinas de aclimatizacdo ao frio, as estratégias que

23
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permitir as plantas para sobreviver em condicdées de pouca
agua podem incluir, por exemplo, area de superficie
reduzida, ou produgdo de cera ou 6leo de superficie. Em
outro exemplo, o teor aumentado de soluto da planta impede a
evaporacéao e perda de agua devido ao calor, seca,
salinidade, osmdético e semelhante, portanto, fornecendo uma
melhor tolerédncia da planta acs estresses acima.

Sera apreciado que algumas vias
envolvidas na resisténcia a um estresse (conforme acima
descrito), também estardo envolvidas na resisténcia aos
outros estresses, regulados pelos mesmos genes ou genes
homélogos. Claramente, as vias gerais de resisténcia sio
relacionadas, né&o idénticas e, portanto, nem todos os genes
controlando a resisténcia a um estresse controlardo a
resisténcia aos outros estresses. Ndo obstante, se uma
resisténcia das condigdes do gene a um desses estresses,
serla aparente para aquele com habilidade na técnica para
testar a resisténcia a esses estresses relacionados. Os
méetodos para avaliar a resisténcia ao estresse sac ainda
fornecidos na secdo de Exemplos gue segue.

A capacidade das plantas
transgénicas da presente invencdo de suportar o estresse é
esperada para afetar a biomassa, vigor e producdo da planta.
Q oposto também e antecipado para apresentar bons
resultados, essencialmente, biomassa, vigor e/ou producgac
melhorados s&o esperados para melhorar a durabilidade das

plantas transgénicas da presente invencdo as condicdes de

estresse.
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Conforme aqui utilizado, a

frase "biomassa da planta" refere-se & quantia ou quantidade

do tecido produzido a partir da planta em uma temporada de

crescimento, gque também poderia determinar ou afetar a

‘l’lo

i

0.

producdc da planta ou a producdc por area de crescimento.

Conforme aqui utilizado, O
termo "vigor da planta" refere-se & quantia ou quantidade do
tecido produzido a partir da planta em determinado tempo.
Assim, o vigor aumentado poderia determinar ou afetar a
producao da planta ou a producdo por tempo de crescimento ou
area de crescimento.

Conforme aqui utilizado, a
frase "producdo da planta" refere-se a4 quantia ou quantidade
do tecido produzide e colhido como o produtoc produzido da
planta. Assim, a producdo aumentada poderia afetar o
beneficio econdémico obtido da planta em determinado tempo de
crescimento.

Para analisar 0 efeito do
transgene em uma fisiologia da planta, a producdo e biomassa
geral podem ser avaliadas, a tolerdncia da plantas &

deficiénecia do fertilizante e aos estre

0]

ses abidoticos, tais
como, estresses de seca, salinidade, frie e calor,
congelamento, etc. Também de grande importdncia é avaliar se
a planta ou qualquer de suas partes contém um teor aumentado
de proteina, livre de aminoacidos, 6leo e quaisquer outros
compostos metabélicos de valor.

O seguinte resume o0s ensaios

que podem ser usados para qualificar as plantas transgénicas




. 10

—
n

@

(3]
L

65/164

ou transgenes da presente invencdo (a descricdo adicional

desses e outros ensaios é fornecida na secdo de Exemplos que

segue) .

Eficiéncia do uso de
fertilizante - Para analisar se as plantas transgénicas sao
mais responsivas a0s fertilizantes, as plantas sao

cultivadas em pratos de &gar ou vasos com uma guantidade
limitada de fertilizante. As plantas sdoc analisadas por seu
tamanho geral, tempo para floracdo, producéio, tecr de
proteina do broto e/ou grdo. Uma metodologia de exemplo de
um teste para eficiéncia do uso de fertilizante é fornecida
no trabalho por Yanagisawa et al (Proc Natl Acad Sci U S A.
2004; 101 i 7T833-8) em gue as Ssementes de Arabidopsis
transgénico sdo verificadas para as taxas de crescimento sob
condicbes limitantes de nitrogénio (por exemplo, em 0,01 mM,
0,05 mM 0,15 mM, 0,3 mM, 1 mM, 3 mM de Nitrogénio na forma
de nitrato e amdénia). Os parémetros verificados s&o o
tamanho geral da planta madura, seu peso seco e Uumido, o
peso das sementes produzidas, o tamanho médio da semente e o
numero das sementes produzidas por planta. Outros parametros
gque podem ser testados sdo: o teor de clorofila das folhas
(como o status de planta do nitrogénio e o grau de frescor
da folha é altamente correlacionado), teor tetal de
aminoacido e de proteina das sementes ou outras partes da
planta, tais como, folhas ou brotos, teor de &lec, etc. De
forma semelhante, ao invés de fornecer o nitrogénic nas
quantidades limitantes, o Fosfato ou Potassic pode ser

adicionado em concentracdes crescentes. Novamente, oS mesmos

€6
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parametros medidos s&oc os mesmos conforme acima listado.
Dessa forma, além da Eficiéncia do Uso de Nitrogénio (NUE),
a Eficiéncia do Uso de Fosfato (PUE) e a Eficiéncia do Uso
de Potassio (KUE) sdo avaliadas, verificando a capacidade
das plantas transgénicas de prosperar sob condigdes
restringentes de nutriente.

Determinacdo do Nitrogénio - O
procedimento para determinacdo da concentracdo do N nas
partes estruturas das plantas envolve o método de digestdo
do persulfato de potédssio para converter o N orgdnico para
NO:~ (Purcell e King 1996 Argon. J. 88:111-113, a reducdo do
Cd modificado mediante de NO.~ to NO.” (Veodovotz 1996
Biotechniques 20:390-394) e a medig¢do de nitrito pelo ensaio
Griess (Vodovotz 1996, supra). Os valores de absorvéncia séo
medidos em 550 nm contra uma curva padrdac de NaNO-. O
procedimento é descrito em detalhes em Samonte et al. 2006
Agreon. J. 98:168-1786.

Concentracdo da proteina do
grao - O teor de proteina do grédo (g proteina de grido m~) é
estimado como o produto da massa do N de grdoc (g grdo N m )
multiplicado por N/proporcdo de conversdo da proteina de k-
5,13 (Mosse 1990, supra). Uma concentracdo da proteina do
grao €& estimada como a proporcdo do teor de proteina do gréo
por massa unitéaria do grdo (g proteina do grdo kg™’ gréo).

Teor de dleo - A gquantidade do
0leo expressa como uma porcentagem do peso seco. O teor de
0leo ¢é definido como a quantidade méaxima do material

(lipidio) que pode ser removida da semente por extracdo com

¥
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solventes especificos (normalmente hexano ou éter de
petroleo). O teor de 6leo é medido diretamente ao triturar a
semente e extrair o 6leo em um extrator continuo. A analise
indireta do teor de &lec pode ser realizada utilizando a
Espectroscopia de Ressonadncia Magnética Nuclear (NMR) ou
Espectroscopia de Infravermelho Préximo (NI). A técnica de
NMR mede a energia de ressondncia absorvida pelos &tomos de

hidrogénio no estado liquido da amostra, enquantc NI utiliza

()

a absorcédo da energia infravermelha préxima (1100-2500 nm)

pela amostra. Enquanto a precisdo dos métodos de NIR ndo &
tédo boa quanto os métodos de extracdo, os métodos de NMR
fornecem resultados muito precisos & exatos guando
calibrados cuidadosamente.

Ensaio de toleréncia a
seca/Ensaio osmético - A tolerdncia & seca é realizada para
identificar os genes que conferem melhor scbrevivéncia da
planta apés depravacdo aguda de &gua. Para analisar se as
plantas transgénicas sdoc mais tolerantes & seca, um estresse
osmoético produzido pelo sorbitol de osmolite ndo idnico no

O

n

meio realizado. O controle e plantas Cransgénicas s
germinados e cultivados em pratos de agar de planta por 4
dias, apbs ©s gquais eles sdo transferidos aos pratos
contendo 500 mM de sorbitol. O tratamento provoca a
retardacdo do crescimento, entdo as plantas de controle e
transgénicas sdo comparadas, ao medir o peso da planta (seca
e umida), producdo e pelas taxas de crescimento medidas
conforme o momento para floracao.

De forma oposta, as triagens de




. 10

Q.

(5]
N

68/164

seca com base em solo s&do realizadas com as plantas
exXpressando em excesso 0s genes candidatos acima detalhados.
As sementes das plantas de controle de Arabidopsis, ou
outras plantas transgénicas expressando em excesso ou
silenciando um polipeptidio da invencdoc sdo germinadas e
transferidas aos vasos. O estresse de seca é& obtido apés a
irrigacdo & interrompida, acompanhada pela colocacidoc dos
vasos em papel absorvente de modo a otimizar a taxa de
secagem do solo. As plantas transgénicas e de controle sao
comparadas entre si quando a maioria das plantas de controle
desenvolve o desvigor grave. As plantas foram regadas
novamente apdés a obtencdo de uma fracido significativa das
plantas de controle exibindo um desvigor grave. As plantas
sdo classificadas comparando aos controles para cada um dos
dois griteriog; toleréancia as condicdes de seca e
recuperacao (sobrevivéncia) apés nova rega.

Ensaio de toleradncia a
salinidade - As plantas transgénicas com tolerdncia ao alto
sal sdo esperadas para exibir melhor germinac&o, vigor de
muda ou crescimento em altc sal. As plantas diferem em sua
tolerédncia ao NacCl, dependendo de sua etapa de
desenvolvimento, portanto, a germinacdoc de semente, vigor da
muda e respostas de crescimento da planta sdoc avaliadas. Um
teste de tolerancia a salinidade estad obtendo as plantas em
diferentes etapas de desenvolvimento e irriga-las com
concentracdes crescentes de NaCl (por exemplo 50 mM, 100 mM,

200 mM, 400 mM) aplicadas a partir de baixo para cima de

modo a garantir a dispersdo uniforme do sal. As plantas
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transgénicas sdo comparadas as plantas de controle em sua
aparéncia fenotipica externa, grau de desvigor e sucesso
geral para atingir a maturidade e progénie de producdo em
concentracdes inibitdérias &as plantas de controle. Os
parametros quantitativos da tolerédncia medida s&o, o© peso
médio de seco e Umido, e o peso das sementes produzidas, o
tamanho médio da semente e o numerc de sementes produzidas
por planta. Os ensaios de estresse osmbdtico (incluindo
ensaios de NaCl e manitol) sdo conduzidos para determinar se
um fendtipo de estresse osmbético era especifico do NaCl ou
se era um fenotipo geral relacicnado aoc estresse osmdtico.
As plantas tolerantes ac estresse osmbético também poderiam
ter mais toleré@ncia a seca e/ou congelamento. Para os
experimentos de germinacdo de estresse de sal e osmdético, o
meio é complementado, por exemplo, com 50mM, 100mM, 200 mM
de NaCl ou 100mM, 200 mM de NaCl, 400 mM de manitol.
Tolerdncia ao estresse de frio
— Para analisar o estresse de frio, as plantas maduras (25
dias) sé&o transferidas para céamaras de 4 °C por 1 ou 2
semanas, com luz constitutiva. Apdés isso, as plantas sao
colocadas de volta na estufa. Duas semanas depois, os danos
do periodo de frio, resultando em retardacdo de crescimento
e outros fendtipos, sao comparados entre as plantas de

controle e plantas transgénicas, ac medir o peso da planta

)

(seca e umida), e ao comparar as taxas de crescimento
medidas como o tempo para floracdo, tamanho da planta,
producao, etc.

Toleréncia ao estresse ao calor
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- A tolerédncia ao estresse de calor é atingida ac expor as
plantas em temperaturas acima de 34 °C por determinado
periodo. A tolerancia de planta ¢é examinada apdés a
transferéncia das plantas de volta a 22 °C para recuperacao
e avaliacdo apdés 5 dias relacionada aos controles internos
(plantas nao transgénicas) ou plantas ndao expostas ao
estresse de frio ou calor.

Os testes de germinacao
comparam a porcentagem das sementes das plantas transgénicas
que poderiam concluir o processo de germinagdo & porcentagem

;  da

un

das sementes das plantas de controle que sao tratada
mesma forma. As condicdes normais s&o consideradas, por
exemplo, incubacdes em 22 °C, sob luz de 22 horas com ciclos
didrios de 2 horas de escuro. A avaliagdo da germinacaoc e
vigor da muda é conduzida entre os dias 4 e 14 apds a
plantacdo. O meio basal é o meio Murashige-Skoog de 50°%
(MS)+vitaminas.

A germinacao também o
verificada em condicdes desfavoravels, tals como, frie
(incubacdo em temperaturas inferiores a 10 °C, ao invés de
22 °C) ou usando as solucdes de absorcdo da semente que
contém altas concentracdes de um osmolito, tal como,
sorbitol (em concentracdes de 50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM,
500 mM, e até 1000 mM) ou aplicacdo de concentracoes
crescentes de sal (de 50 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 500 mM
de NacCl) .

Os métodos ensaiar o vigor da

planta, producdo e biomassa sdo bem-conhecidos na tecnica
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(vide Exemplo 9 e Exemplo 10).

D~

A presente 1invencao também
valiosa para fins de procriacdo e ornamentais. Assim, &
considerado que as seqgiiéncias de polinucleotideo =
polipeptidio da presente invencédo, que sao associadas com a
arquitetura da raiz (FUE 34 Evo, SEQ ID N°: 54, vide também
Exemplo 11 e Figura 8), também podem ser usadas para
controlar o Dbroto de planta e, como tais, poderdo ser
reguladas de forma ascendente ou reguladas de forma
descendente para controlar a ramificacdac e broto. 0Os métodos
para regular de modo descendente a expressdo de gene nas
plantas sdo bem-conhecidos na técnica.

Dessa forma, a presente
invencdo é de alto wvalor agricola para promover tracos
comercialmente desejados nas plantas de safra.

Conforme aqui utilizado, o
termo "cerca de" refere-se a + 10 %.

Os objetos adicionais,
vantagens e novas caracteristicas da presente invencao

tornar-se-do aparentes para aqueles com habilidade na

D

técnica mediante o exame dos seguintes exemplos, due nao tém
a intencdo de serem limitantes. Adicionalmente, cada uma das
diversas configuracbes e aspectos da presente invencao,
conforme abaixo delineada e conforme reivindicada na secao
de reivindicacdes abaixo, encontra suporte experimental nos

seguintes exemplos.

EXEMPLOS

Referéncia agora e feita

)
Q
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seguintes exemplos, que Jjunto com as descricdes acima,
ilustram a invencdo de uma forma ndoc limitante.

De modo geral, a nomenclatura

agqui utilizada e os procedimentos laboratoriais utilizados

5 na presente 1invencdo incluem as técnicas moleculares,

bioquimicas, microbiolégicas e de DNA recombinante. Tais

técnicas sdo totalmente explicadas na literatura. Vide, por

exemplo, "Molecular Cloning: A laboratory Manual" Sambrook

et at., (1989); "Current Protocols in Molecular Biology"
. 10 Volumes I-III Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel et al.,
"Current Protocols in Molecular Biclogy", John Wiley e Sons,
Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A Practical Guide to

I

|

|

:

|

!

‘ Molecular Cloning", John Wiley & Sons, New York (1988);
’ Watson et al., "Recombinant DNA", Scientific American Books,
| I5 New York; Birren et al. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory
‘ Manual Series",; Vols. 1-4, Cold Spring Harbor Laboratory

Press, New York (1998); metodologias conforme estabelecidas

nas Patentes Norte-Americanas N°s 4.666,828; 4.683.20%2;

4.801.531¢ 5.192. 659 e 5.272.057; "Cell Biology: A
. 20 Laboratory Handbook", Volumes I-III Cellis, Je s Bd.
(1994); "Current Protocols in Immunology" Volumes I-III

Coligan J. E., ed. (1994); Stites et al. (eds), "Basic and
Clinical Immunology" (Bth Edition), Appleton & Lange,

Norwalk, CT (1994); Mishell e Shiigi (eds) , "Selected

(3%
n

Methods in Cellular Immunology", W. H. Freeman e Co., New
York (1980); os imuno-ensaios disponiveis sdo extensivamente
descritos na patente e literatura cientifica, vide, por

exemplo, Patentes Norte-Americanas N°s 3.791.932; 3.839,1532
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| 3.850.7582; 3.850,578; 3.853.987; 3.867.817; 3.879.262;
| 3,901,654; 3.935,074; 3.984.533; 3.996.345; 4.034.074;
4.098.876; 4.879,219; 5.01LL 771 = 5.281 .521;
"Oligonuclectide Synthesis" Gait, M. d 5z ed. (1984);
5 "Nucleie Acld Hybridization" Hames, B. D., e Higgins S. J.;
eds. (1985); "Transcription and Translation" Hames, B. D., e

Higgins S. J., Eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney,

| R L., ed. (1986); "Immobilized Cells and Enzymes" IRL
| Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning"
l . 10 Perbal, B., (1984) e "Methods in Enzymology" Vol. 1-317,

Academic Press; "PCR Protocols: A Guide to Methods And

Applications", Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak
et al.; "Strategies Eor Protein Purdi Fication and
Characterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press
15 (1996); todos os quais sdoc incorporados por referéncia como
se totalmente aqui estabelecidos. As outras referéncias
gerais sdao fornecidas por todo este documento. Os
procedimentos s&o 14 acreditados como sendo bem conhecidos

na técnica e sdo fornecimento para conveniéncia do leitor.

. 20 Todas as informacbes l& contidas sdoc aqui incorporadas por
referéncia.
EXEMPLO 1
Identificacéo de

polinucleotidio e predicéo do papel do gene usando

(3%
h

ferramentas moleculares e de biocinformatica
Os polinucleotideos, adequados
para aumentar FUE e/ou tolerdncia ao estresse abidético ou

bidtico, foram identificados por analise profunda dos perfis
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de expressdo do RNA, semelhancas da seqiiéncia, anotacde

5 de
gene, vias biogquimicas, DNA, ESTs, bancos de dados de
expressdo e proteina, que sdo publicamente disponiveis e
usados como dados de entrada em uma série de algoritmos
computacionais proprietdrios que permitem a mineracdc héabil
de dados.

A associacao de traco Cod
realizada usando a caracterizacdo precisa de expressao
através de PCR em Tempo Real quantitativo, para
correlacionar entre os niveis de expressio em diferentes
tecidos e sob condigdes especificas de crescimento para
elucidar a funcdo do polinucleotidio expresso.

Materiais e Métodos

Identificacao das seqliéncias de
polinucleotidio associadas com FUE aumentado

A presente metodologia & com
base em trés etapas, descritas nos seguintes exemplos,
essencialmente a caracterizacdo bioinformatica, analise
molecular e validacdo na planta. Acima estd uma descricdoc do

algoritmo bioinformatico.

A. Caracterizacéao
bioinforméatica:

Aglutinacao das seqliéncias de
DNA em agrupamentos de gene - O objetivo do agrupamento de

EST (Rétulo de Seqiiéncia Expressa) & o de incorporar todos
os ESTs que compartilham uma transcricdo ou gene precursor
ao mesmo agrupamento. Tipicamente, os ESTs agrupados s&o

montados em um ou mais seqiiéncias de consenso (clones) gue
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refletem a diversidade da transcricao, fornecendo esses

clones, de modo que as informacdes que contém refletem de

modo mais verdadeiro a biologia amostrada. Um agrupamento de

gene é fragmentado, os dados de EST e (se conhecido) dados

. 10

@ .

2
n

de seqliéncia do mRNA de gene, consolidados, colocados no
contexto correto e indexados pelo gene, de modo que todos os
dados expressos referentes a um Unico gene esta em uma Unica
classe de 1indice, e cada classe de 1indice contém as
informacées para somente um gene (Burke et al, 19989,
D2_cluster: A Validated Method for Clustering EST and Full-
length cDNA Sequences. Genome Research, 9(11),1135- 1142). A
plataforma Compugen LEADS™
(http://www.cgen.com/research/Publications/LEADSwhitepaper.p
df) foi usada para a montagem.

Calculo da expressdao digital
para todos os agrupamentos de gene em diversas espécies de
planta - A expressdao digital, tambem conhecida como
electronic northern blot, compara as ocorréncias de grande
nimero de ESTs aleatérios das oscilacdes de cDNA nao
normalizadas. A variagdo na fregiiéncia relativa de tais
rétulos, variacdo na fregqgiiéncia relativa de tais rétulos,
armazenados em bancos de dados, é entdo usada para elucidar
a expressédo diferencial dos genes correspondentes. Os dados
de Digital Northern podem ser usados para fornecer avaliacdo
quantitativa de expressdo diferencial entre os diferentes
6rgdos na planta ou em diferentes estados fisioldgicos
(estresse versus normal). Essa ferramenta exibe os perfis

virtualis de expressdoc dos genes com base nas seqiéncias de
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EST formando o agrupamento. A ferramenta pode fornecer o
perfil de expressdoc de um agrupamento em termos da anatomia
da planta (i.e., em quais tecidos/érgdos o gene é expresso),
etapa de desenvolvimento (i.e., as etapas de desenvolvimento
em que um dgene pode ser averiguado) e perfil de tratamento
(i.e., fornece as condigdes fisiclégicas sob as guais um
gene €& expresso, tais como, seca, frie; infecci&o por
patégeno e semelhante) . Considerando uma distribuicéo
aleatéria de ESTs nos agrupamentos diferentes, a expressdao
digital fornece um valor de probabilidade que descreve a
probabilidade de um agrupamento com um total de N ESTs para
conter to X ESTs a partir de determinada compilacdc de
oscilacgdes. Para os cédlculos de probabilidade do seguinte, é
considerado: a) o numero de ESTs no agrupamento, b) o numero
de ESTs originando-se de uma oscilacdo especifica ou um
grupo de oscilagdes relacionadas, ¢) o numero geral de ESTs
disponiveis representando as espécies. Dessa forma, os
agrupamentos com baixos valores de probabilidade sao
altamente enriquecidos com ESTs a partir do grupo de
oscillacodes de interesse indicando uma expressao
especializada. Além disso, um vocabulario proprietario
(compéndio limitado de termos) é usado gque considera
anotacdo de cada oscilacado de ST & Wti

especificas para descrever os dados experimentais

com as seqiiéncias com relacdo aoc tipo de tecido, tratamento
e etapas de desenvolvimento. Os termos escolhidos do

vocabulario proprietadrio s&o combinados com a expressao

digital calculada para construir um perfil de expressdo para
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cada gene especifico, com base na fonte de oscilacdes que
fornecem as seqgiiéncias ao agrupamento de gene. Uma
representacao estatistica e grafica desse perfil e
construida para os cédlculos da expressdc digital. Devido as
anotacdes serem de um vocabuladrio controlado, todo © banco
de dados e dividido com palavras-chave especificas
descrevendo 0s tecidos especificos, etapas de
desenvolvimento cu tratamento.

Integracdo de todos os dados
relevantes para cada gene, incluindo os dados de expressao a
partir dos experimentos de micro-arranjo, expressao digital,
anotacdo, ontologia, familias de gene, motivos conservados e
semelhantes - Uma ferramenta proprietaria que cria 0s grupos
de genes ortdlogos a partir de bancos de dados gendmicos de

maltiplas espécies de planta é usada. Com a finalidade de

wn

fornecer o suporte adicional aos genes identificados, os
genes ortdélogos ou ©o grupo ortélogo saoc testados como um
todo para ver o envolvimento do traco de interesse de acordo
com as palavras-chave gque sdo mais significativas em sua
expressao digital calculada.

Selecao do gene = Isso &
realizado de acordo com diversas assuncgdes bilologicamente
idébneas para examinar o banco de dados acima descrito. A
selecdo de gene ¢é realizada pela filtragem de grupos
especificos dos genes usando critérios cuidadosamente

selecionados. O conjunto final de genes deve conter um

nimero limitado de genes, que poderiam ser manipulados na

seguinte anéalise molecular e experimentos transgénicos. Os
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diferentes critérios aqui utilizados sé&o descritos em
maiores detalhes para cada gene abaixo.

A selegdo de gene para esta
invencdo considera diversos conceitos amplamenteuaceitos na
ciéncia de planta. As deficiéncias de nutriente provocam
adaptacées da argquitetura da raiz, especificamente de forma
notavel, por exemplo, é a proliferacdo da raiz dentro das
porcées ricas em nutriente para aumentar a captacao de
nutriente. As deficiéncias de nutriente também provocam a
ativacao das vias metabélicas da planta, o gque maximiza oOs
processos de absorcdo e assimilacdo. Nesse processo, OS
genes sdo aclonados e ativados provocando a alteracao
arquitetural (Jose Lopez-Bucio et al, The role of nutrient
availability in regulating root architecture, Current
Opinion in Plant Biology 2003, £:280-287). A engenharia da
expressdo dos genes acionados pode fazer com que a planta
exiba as alteracdes arquiteturais e o metabolismo otimizado
também sob outras condicdes. Segundo, € amplamente conhecido
que as plantas normalmente respondem & seca a0 criar um
sistema mais profundo de raiz dque permite o acesso a umidade
localizada em camadas mais profundas do solo (Morgan, J.M.,
e A.G. Condon. 1986. Water use, production of grainh, e
osmoregulation in wheat. Aust. J. Plant Physicl. 13:523-532
e Yiwei Jiang e Bingru Huang, 2001, Crop Science 41:1168-
1173). O acionamento desse efeito permitird que as plantas
acessem os nutrientes localizados em horizontes mails

profundos do solo, especificamente aqueles prontamente

dissolvidos em 4&gua, como nitratos. Terceiro; diferentes

qu
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estresses abibdticos (p.ex., seca, osmbdbtico, frio, calor,
radiacao, salinidade, deficiéncias de nutriente =

semelhantes) deduzem sua resposta usando: vias especificas
do estresse, bem como vias comuns de estresse (Gabriela M.
Pastori e Christine H. Foyer, Common Components, Newtorks,
and Pathways of Cross-Tolerance to Stress, Plant Physiol.,
June 2002, Yol 128, PPE. 460-468) . Isso fornece a
possibilidade de distinguir entre os genes que estao
envolvidos em cada via.

A resposta da planta ao
estresse é dispendiosa em termos de energia, conforme tal
afeta o rendimento da planta. A engenharia precisa dos genes
especificos fornece a capacidade de ativar somente
parcialmente uma resposta de estresse sem provocar a perda
concomitante no rendimento. De forma correspondente,
diversas pesquisas para distinguir os genes que sdo ativados
durante as respostas comuns e especificas de estresse foram
realizadas. Considerando gque algumas respostas de planta,
tais como, sistema de raiz otimizado ou capacidades
superiores de armazenamento, sao altamente preferidas da
mesma forma nas condicdes ideais de crescimento, a presente
invencdo considera a criacdo das plantas modificadas com FUE
melhorado que demonstra, além disso, também resposta
otimizada aos outros estresses abidticos de planta que
provocam efeitos adversos no rendimento.

Para fins de identificacao dos

genes melhorando o FUE, as seqguéncias de transcricdo do mRNA

23563 e EST 416899 do Milho foram extraidas da liberacao

o0
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Genbank

vetores,

conhecidas dos bancos de dados publicos,

145

seqiiéncias

(dezembro de
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baixa

2004),

complexidade

limpas

jslah

e

triagem para

repeticdes

e entdao agrupadas e

montadas em clones usando a plataforma LEADS da Compugen.

146 para Milho e outras espécies,

Cevada,

examinadas

tecido de planta usado,

Sorga;

Arroz,

As oscilacodes

Algodéao,

o tratamento

Trigo e Arabidopsis,

tais

como ,

Soja,

de EST no Genbank

Tomate,

foram

e anotadas usando palavras-chave descrevendo o

aplicado para cultivar

as plantas e etapa de desenvolvimento das plantas quando os

tecidos

designado

cada

compartilhando a
base em um teste estatistico que
determinada categoria no clone,
producdo, o tamanho e clone e nlmero total de ESTs na producdo.

Tabela 2:

foram

a freqgliéncia de ESTs

oscilacao de

obtidos.

EST

Um

ou

O

considera o

nimero desses ESTs em

significéncia foi

valor
em cada clone
conjunto

a partir de

oscil

o
C
(@]
®
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mesma anotacdo. O valor de significancia fol com

nimero de EST de

toda a

Expressdo Digital de FUE 1 no milho: Anatomia

Palavra-Chave | Palavra-Chave Secundaria ESTs em ESTs na ESTs Daobra Valor p
Primaria Gene Produgéo Esperados

flor 4 89278 10,8145 0,369873 | 0,997498
muda + flor fémea 4 9012 1,09165 3,66417 | 0,0234977

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 primario de raiz 24 33886 4,10472 5,84693 7,82E-14

ponta da raiz 13 2173 T 13 2,22E-15

muda 6 32466 3,93271 1,52567 0,19702
muda + flor fémea 4 9012 1,09165 3,66417 | 0,0234977

broto 1 16152 1,95654 0511106 | 0,864469

Jol
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Tabela 3: Expressdao digital do grupo ortélogo FUE 1:

Anatomia
calo | cambio | suspensdao | flor | sementede | folha | mistura | floema | vagem | raiz | muda
de célula germinagao
algodao 026
uva ' 039
milho 007 0,06 04 i 261 | 02
alamo | 28 4.1 -
arroz 09 0,08 525 | 124
sorgo 0,486 2 0,21
soja 1 0,31 an
tomate 1,46
TOTAL | 182 28 2 0,47 09 0,14 04 41 1 817 | 202

FUE 2 & uma proteina de funcao
desconhecida exigindo uma expressdo digital ligando-a as
raizes e especificamente as ralzes sob estresse de seca.

FUE_3 é uma proteina de
transferéncia de lipidio nédo especifica putativa expressa
especificamente nas ralizes no milho (Tabela 4 e Tabela 5),
porém também na cevada e arroz. Sua expressdo nas ralzes sob
seca é conservada por toda a evolucdo no sorgo, milho, arroz
e cevada (conforme mostrado nas Tabela ©6 e 7). Existem
indicacdes que o gene também é expresso sob estresse de salinidade
na cevada e arroz e sob deficiéncia de nitrogénio na cevada.

Tabela 4: Expressdo digital de FUE 3 no milho: Anatomia

Palavra-Chave Palavra-Chave Secundarna ESTs em Gene ESTs na Produgéo ESTs Esperados Dobra Valor p
flor i 1 89278 ' 782327 0,127824 0,999862
muda + flor fémea 1 9012 1 1 0,560246
mistura 2 90046 7.89067 0,253467 0,998578
raiz 7 30 36058 3,15978 949432 2 B6E-15
B sistema primano de raiz 30 33686 296937 10,1032 0
muda 2 32466 284484 0703003 0789548
1 9012 1 1 0560246
muda + flor fémea broto
1 16152 1,41537 0,706529 0764428

A0
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Tabela 5: Expressdo digital de FUE 3 no milho: Tratamento

Palavra- Palavra-Chave ESTsem ESTs na
ESTs Esperados Dobra Valor p
Chave Secundaria Gene Produgéo
Seca 30 21216 1,85912 16,1367 3.44E-15
Estresse de agua
17 6113 1 17 0
48h
Estresse de agua )
] 6417 1 6 1,84E-05
5h
Estresse de &gua
5h e 48h, oscilagao 7 2720 1 7 3,76E-09
subtraida
mistura 2 36475 319624 0,625736 08422
|

Tabela 6: Expressdo digital do grupo ortélogo de FUE 3:

Anatomia
semente de i i
colmo flor — grao | folha | mistura raque raiz muda broto
germinagao
1 0,39 019 003 2,24 14 0,18
cevada
0,07 0,34 2,66 0,08
milho arroz
0,24 09 031 0.2
sorgo
0,67
TOTAL 1 | 0,07 [ 0,39 ’ 0,19 10795 [ 0,34 l 2,24 ]4,95| 0,58 | 02

Tabela 7: Expressdo digital do grupo ortélogo de FUE 3: Tratamento

resposta a ‘ deficiéncias resposta de =
seca mistura . patogena salinidade submerso
luz de nutriente foto-periodo
0,81 0,92 0,53 0,07 1
cevada -
) 6,51 0,83
milho arroz
2,29 8 3,48
sorgo ]
1,61 0,34
TOTAL 11,22 0,92 0,83 0,53 0,42 8 348 1

FUE 4 também €& uma proteina de
funcado desconhecida exibindo a expressao digital especifica
sob estresse de seca (conforme mostrado na Tabela 8 e 9).

Tabela 8: Expressdo digital de FUE_4 no milho: Anatomia

Palavra- Palavra-Chave

ot ESTs em Gene | ESTsna Produgdo | ESTs Esperados |Dobra| Valorp
Chave Secundaria

raiz 6 36059 1 6 | 644E-07

sistema primario de raiz 6 33886 1 6 | 4,44E-07

103
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Tratamento

Palavra- ESTsem ESTs na
ESTs Esperados Dobra Valor p
Chave Gene Produgéao
seca 6 21216 1 6 2,67E-08
estresse de
) 3 6113 1 3 7,54E-05
agua 48h
estresse de
) 3 6417 1 3 8,71E-08
agua 5h
FUE 5 = um complexo de
reductase C de Ubiquinol-citocromo B como proteina,

expressando sob diversos
seca e salinidade no milho

e raizes

de arroz.

estresses

M

especificamente sob

(conforme mostrado na Tabela 10)

Tabela 10: Expressdo digital de FUE 5 no milho: Tratamento
| ESTs
Palavra-Chave ESTs na ESTs
Palavra-Chave em Dobra Valorp
Secundaria Produgao Esperados
Gene
seca 16 21216 267932 597167 3,75E-09
CONTROLE bem
1 5966 1 1 0,532021
regado Oh
estresse de agua
9 6113 1 9 6,92E-08
48h
estresse de agua
4 6417 1 4 0,00876739
5h
estresse de agua
5h e 48h,
_ 2 2720 1 2 0,0465022
oscilagao
subtraida
mistura 3 36475 4,60634 0,651276 0,851418
Patogeno 1 2260 1 1 0,248934
Fusarium, 6 h
1 667 1 1 0,0808552
pos-infecgéo
Salinidade 3 3579 1 3 0,0105368
150mM NaCl 24 |
: 3 3579 1 3 0,0105368
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FUE 6 exibe homologia a
proteina de dedo de zinco associada ao estresse, expressa no
milho durante o desenvolvimento de grao e nas ralzes,
especificamente sob estresse de seca (conforme mostrado nas
Tabelas 11 e 12, respectivamente). Os presentes inventores
revelaram que FUE 6 e FUE 40 s&o parte da mesma transcricao.
FUE 6 representa a regiao 5' da transcricdo, enquanto FUE 40
a regiaoc 3'. Para conveniéncia, a transcrigao € apresentada
no presente sob o nome FUE _40.

Tabela 11: Expressdo digital de FUE 6 no milho: Anatomia

Palavra- Palavra-Chave | ESTs em ESTs na ‘ ESTs
- Dobra Valor p
Chave Secundaria Gene Produgao Esperados
grao ' 1 73038 | 2,07065 0,48294 0,899148
gluma 1 2043 1 1 0,0564193
raiz 10 36059 1,02228 9,78202 483E-10
sislema primario " '
_ 10 33886 1 10 2,61E-10
de raiz

Tabela 12: Expressdo digital de FUE_6 no milho: Tratamento

Palavra- Palavra-Chave ESTs em ESTs na ESTs
Dobra Valor p
Chave Secundaria Gene Produgéo Esperados
seca | 10 21216 1 10 2,50E-12
CONTROLE bem
2 5966 1 2 0,011856
regado Oh
estresse de agua
1 6113 1 1 0,16028
48h
estresse de agua
4 8417 1 4 2,25E-05
5h
estresse de agua
5e48h, ,
3 2720 1 3 5 44E-05
oscilagéo
subtraida

FUE 7 & uma proteina hipotetica

exibindo semelhanca & proteina anti-congelamento expressa

Jod
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predominantemente na cevada e milho nas ralizes e com uma
expressao mais evidente durante o estresse de seca (conforme mostrade
na Tabela 13 e 14).

Tabela 13: Expressdo digital do grupo ortdlogo de FUE 7: Anatomia

flor gréo folha mistura raiz muda
cevada 0,96 0,33 186 10,21
milho sorgo | 0,15 0,83 0,39 4,28 0,34
1,13
TOTAL 0,15 1,79 1,46 0,39 6,14 0,55

Tabela 14: Expressao digital do grupc ortdlogo de FUE 7: Tratamento

seca patogeno | salinidade submerso
cevada milho 347 0,38 1
sorgo 9,64 1 3
7,75
TOTAL 20,87 0,38 1 1
FUE 8 exibe homologia a

tioesterase Acyl-ACP e expresso nas raizes de milho sob
estresse de seca (conforme mostrado na Tabela 15). Os
ortblogos de sorgo e arroz também mostram uma associacao
clara com a seca, conforme revelado pela fonte das
seqgliéncias compondo ©s genes.

Tabela 15: Expressdo digital de FUE 8 no milho: Anatomia

Palavra- Palavra-Chave Secundaria ESTs em ESTs na Produgao ESTs Dobra Valor p

Chave Gene Esperados
raiz 6 36059 1 B 6,44E-07
sistema primario de raiz 6 33886 | B 4 44E-07

FUE 29 é uma proteina hipotética
expressa nas raizes de milho sob estresse de seca.

FUE 10 exibe homologia as
proteinas associadas ao transporte do elétron, exibindo uma

forte expressdo de raiz exclusivamente associada com a seca

no milho (conforme mostradoc na Tabela 16 e 17) e aos outros

Idb
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estresses abidéticos conforme averiguado para sua expressao

ortbloga na soja.

Tabela 16: Expressdo digital de FUE 10 no milho: Anatomia

desconhecida expressa nas ralzes

agua 5

(seca)

e em outros estresses abidticos,

Palavra-Chave Palavra-Chave Secundaria ESTsem Gene | ESTs na Produgéo ESTs Esperados Dobra Valor p
flor 1 89278 3,22135 0,310429 0974291
muda + flor fémea 1 9012 1 1 0,280367
grao 1 73038 2,63537 0,379453 0,946054
pericarp 1 9389 1 1 0,290325
mistura 5 90046 3,24906 0,615563 0,870275
raiz 8 36059 1,30109 6,1487 9 97E-06
sistema primario de raiz 8 33886 1,22268 6,543 6,26E-06
muda ' 2 32466 1,17145 1,70729 0,329608
1 9012 1 1 0,280367
muda + flor fémea broto
| 1 16152 1 1 0,448596
Tabela 17: Expressao digital de FUE_10 no milho: Tratamento
Palavra- Palavra-Chave ESTs em ESTsna ESTs
» : Dabra Valor p
Chave Secundaria Gene Produgao Esperados
seca 8 21216 1 8 1,78E-07
estresse de agua 48h
N 6113 1 5 1,72E-06
estresse de agua 5h 3
estresse de agua Sh e 2 6417 1 2 0,0218099
48h, Oscilagao
1 2720 1 1 0,093796
subtraida
mistura 2 36475 1,3161 1,51964 0,384279
FUE 11 exibe homologia a
proteina induzida por impedancia fisica e & expresso no
milho nas raizes também durante os estresse de seca.
FUE 12 é uma proteina

de milho sob estresse de

tals como,

seca na cevada e sob deficiéncia de nitrogénio e estresse de

calor no 80rgo.

proteina

relacionada a

FUE 13

Patogénese

exlibe

18, =

homologia

& expressa

a

é
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diferentes estresses no milho (seca, patdgenos como
Fusarium). Os ortélogos de cevada e arroz sdoc fortemente

expressos especificamente sob estresses abidticos e bibdticos ligando
essa proteina a resposta de planta ubiqua aoc estresse.

5 FUE 14 €& uma proteina do milho

|

|
exibindo homologia a proteina semelhante a Germina 6. A
expressao digital de seu ortdlogo de cevada liga essa
proteina a resposta de patbégeno, bem como & resposta de seca
e deficiéncia de nitrogénio.

. 10 FUE 15 é uma proteina regulada
por auxina putativa expressa nas raizes de milho. Seus
ortélogos da cevada, arroz e sao relacionados a seca, bem
como outros estresses abidticos e bibéticos, tais como,

resposta de patdgeno. No tomate e soja, a proteina é ligada
I5 & resposta aos patdgenos e deficiéncias de nutriente.
FUE 16 é uma proteina

semelhante a Uclacianina 3, expressa fortemente nas raizes

de milho sob estresse de &agua (conforme mostrado na Tabela

18 e 19). Seus ortélogos da cevada, arroz, soja e tomate
. 20 também sao eXpressos nas ralzes, porém envolvidos na
resposta aos outros estresses abidéticos e bibdticos
especificamente a resposta a luz (conforme mostrade na

Tabela 20 e 21).

Tabela 18: Expressdo digital de FUE 16 no milho: Anatomia

Palavra-Chave Palavra-Chave Secundaria ESTsem Gene | ESTs na Produgao ESTs Esperados Dobra Valor p
flor 3 89278 391163 0,766943 078613
muda + flor fémea 3 9012 1 3 0,00667346
Raiz 14 36059 1,57989 886136 1,86E-12
Sistema primério de raiz 14 ‘ 33886 1,48468 9,42961 7 90E-13
muda 3 32466 1,42247 2,10901 0,165456
muda + flor fémea 3 9012 1 3 0,00667346
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|
| Tabela 19: Expressédc digital de FUE 16 no milho: Tratamento
|
l
:

Palavra- o ESTs em ESTsna ESTs
Palavra-Chave Secundaria Dobra Valor p
Chave Gene Produgao Esperados
Seca 14 21216 1 14 3,77E-15
CONTROLE bem regado E 46 ! . 00279459
oh 4 6113 1 4 0,000124308
6 6417 1 6 2,16E-07

estresse de agua 48h

estresse de agua 5h
estresse de agua 5h e 48h, . 2720 1 ‘ 2 0,00622988
Oscilagado subtraida

| . Tabela 20: Expressao digital do grupe ortélege de Fuel 16:

Anatomia
colmo flor folha mistura | raiz semente | muda broto xilema

cevada 1 0,45 0.1 0,48

| milho 0,17 2,14 0,48

| alamo 0,24 157
arroz 0,33 3,62 0,51
sorgo : 0,4
soja ' 0,49 0,04 0,07 0,43 3 071 | 046
tomate 0,48
TOTAL 1 1,11 0,14 041 | 7.41 3 2,11 0,46 157
Tabela 21: Expressdo digital do grupo ortdlogo de FUE 16:

L

| 5 Tratamento
l
l

tratament | seca estress | light | resposta | nodulagdo | deficiéncias | Patogeno | sali
0 quimico ede stress aluz de nutriente nid
| calor ade
| cevada 0,63
milho 3,98
alamo 12
arroz 1 0,63 B 2
50rgo 1.9
soja 1 1 1 1,56 5 2,85 1,09
tomate 1,12
TOTAL 2 1 3,98 1 473 5 5,09 1,09 2
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FUE & uma proteina

hipotética exibindo uma expressdo digital no milho e outras
espécies de planta ligando-a a resposta da seca (milho,
cevada e sorgo), aos patdgenos (arroz, soja e tomate) e a
deficiéncia de nitrogénio e submersao na cevada.

FUE 30 2 FUE 31 foram
selecionados devido a sua anotacao e teor de EST
significativo derivado da raiz, especificamente no casc de
FUE 30. FUE 30 e FUE 31 possuem uma atividade prevista de
invertase, uma enzima gque ¢é conhecida por atrasar a
senescéncia guandoc expressa sob o promotor ativado por
senescéncia (Balibrea Lara, et al. Plant Cell 16: 1276-1287,
2004) . FUE 30 pode prolonga as caracteristicas de
permanéncia de verde da planta e, portanto, aumentar a
capacidade geral de armazenar o nitrogénio nas plantas para
redistribuicde durante o enchimento de grao.

FUE. 32 = anotado como uma
proteina principal semelhante intrinseca e seu ortélogo de
trigo contém diversas seqliéncias 1isoladas da raiz. Além
disso, ©o gene de milho selecionado demonstra homologia
Brevis Radix. Brevis Radix & um  novo regulador de
proliferacdo de célula e alongamento que, gquando desativada,
cria as plantas com raizes mais curtas (Mouchel at al.,
Genes and Development Vol., 18:700-714, 2004).

FUE 54 exibe homologia a uma
proteina responsiva de Auxina. Os genes contém uma anotacao

de EST significativa das raizes e tecidos estressados, bem

comc seu melhor ortélogo do sorgo e arrocz dgue sao
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especialmente expressados sob condicdes de estresse e
provavelmente enriquecidos na raiz.

FUE 33 e FUE 100 codificam as
nitrilases. A Nitrilase é uma enzima importante na via
biosintética de auxina que converte 3-indoleacetonitrila
para &acido acético 3-indole (auxina). A expressdo aumentada
das Nitrilases na raiz ampliard os niveis gerais de auxina e
induzirad o alongamento da raiz, formacdo secundaria da raiz,
resposta otimizada gravitrbépica, etc.

FUE 34 e FUE 35, bem como,
FUE 46 & FUE 47, sé&oc fatores provavels de transcricéo, tanto
expressos especificamente nas ralzes estressadas, quanto
considerados pelas oscilacsbes de EST fornecendo as
seqliéncias dos genes. Como esses fatores de transcricaoc sao
altamente associados com as oscilacdes de estresse de agua,
pode ocorrer que ao modificar a expressdo desses genes, O0S
genes que induzem as alteracbdes estruturais e metabdlicas
associadas com os estresses serdo ativados.

FUE 36, FUE 37 e FUE_ 38 mostram
algum grau de semelhanca aos genes responsivos de ABA e/ou
genes anotados de estresse, e possuem um teor significativo
das seqgiiéncias derivadas das oscilacbes de raiz. FUE_36
possui provavelmente atividade de guinase de proteina com
uma semelhanca notédvel a um SAPK8, uma proteina gque seus
niveis de expressdo sdo aumentados durante o tratamento de
ABA ou sob condicdes de salinidade, demonstrando um papel na
resposta do stress. FUE 37 possui quase todas as seqUéncias

derivadas da raiz e especificamente raiz sob estresse de

Al
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dgua (conforme mostrade nas Tabelas 22 e 23). Os ortdélogos

da cevada, trigo e cana de também suportam a
argumentacdo de gue o gene é principalmente exXpressoc nas
raizes. Existem indicacbes gue esse gene implica na resposta
aoc estresse de depravacdao da agua, resposta de salinidade

hiperosmotica, fric e outros estresses.

Tabela 22: Expressdo digital do grupo ortdélogo de FUE_37:
Anatomia
calo fruto folha mistura raiz muda talo xilema
cevada o 0,35 0,84 0,24
uva 2,37
milho 0,26 0,84
alamo 0,09 ¥
arroz 0,26 0,34 )
soja 0,29 0,2 031 0.21 1
TOTAL 0,55 2.37 0,99 0,57 1.9 0,24 1 7
Tabela 23: Expressac digital do grupo ortdélogo de FUE3 7:
Tratamento
seca horménio mistura nodulagao patogeno salinidade
cevada 1,19 0,14
milho 0,4 1
arroz 2,38 0,36
' soja 0,4 0,69 1
TOTAL 4,37 0,36 069 1 0,14 1
FUE 38 & derivado de diversas
oscilacdes de raiz estressada (conforme mostrado nas Tabelas

24 e 25) e exibe uma semelhanca notéria a PKABAl. Os nivels

de transcricidoc de PKABAl s3o escassamente detectavels na

4}

mudas de crescimento, porém sdo 1induzidos dramaticamente

quando as plantas sdo sujeitas & desidratacao, fric e

estresse osmotico (Holappa LD e Walker-Simmons MK Plant

A4
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10

Physiol. Vol. 108:1203-1210, 1995). Um padrdo modificado de
expressdo para esse gene pode fornecer tolerancia aumentada ao
estresse abidtico, vigor aumentado, producdo aumentada e melhor

eficiéncia de uso dos fertilizantes.

Tabela 24: Expresséo digital do grupo ortélogo de FUE 38: Anatomia

Palavra-Chave ESTs na ESTs
Palavra-Chave ESTs em Gene Dobra Valorp
Secundaria Produgao Esperados
cultura de célula 3 16132 1 3 0,0367348
flor 1 89278 414173 0,241445  0,990968
muda +flor fémea 1 8012 1 1 0,344935
gréo 1 73038 3,38834 0,29513  0,976577
endosperma 1 25774 1,19569 0,836336  0,709829
mistura 2 90046 417736 0,478771  0,944464
raiz 10 36059 1,67283 59779 1,04E-06
sistema primario
10 33886 1,567202 6,36125  5,83E-07
de raiz
muda ' 1 32466 1,50614 0663948 0,7929566
muda + flor
) 1 9012 1 1 0,344935
femea

Tabela 25: Expressio digital do grupc ortélogoe de FUE 38: Tratamento
tratamentode respostaa  tratamento _ } ) 5
seca : mistura nodulagdo  patogeno  salinidade
hormonio luz mecanico
cevada 0,26 0,93
milho 2.3 0,45 0,93
arroz 0,65 0,13
S0rgo 0,26 0,46 2 0,93
soja 0,26 2,75 0,14
TOTAL 3,07 0,46 0,65 2 0,45 2,75 0,27 28
FUE 48 foi selecionado usando

os dados de expressdo de Arabidopsis de micro-arranjo

disponivel em

(http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/supersearch.pl?s

earchterms=afgn) .
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Os genes com express
enriquecida nas raizes e altamente responsives a ABA e
estresses abiéticos (salinidade, osmotico e frio) foram
identificados. Um dos genes possuia um ortélogo no milho
(FUE_48) que demonstrou teor otimizado das seqléncias
derivadas de raiz. O ortélogo provavel de sorgo €& um gene
principalmente composto pelas seqgléncilas derivadas do
estresse, especificamente das condicdes do estresse de agua
e seca (conforme mostrado na Tabela 26). FUE 48 mostra
semelhanca a SIP (Proteina de Submersdao da Semente).

Tabela 26: Expressdo digital do grupo ortélogo de FUE_48:

Tratamento
estresse de tratamento | resposta a ‘ deficiéncias de salinidad
s calor de horménio luz HamsRe nutriente pategeno e
cevada 0,98
algodao . ' 0,09
milho 0,73 0,18
alama 0,11 ' 0,23 0,25
amoz | 051 ERE 0,27 053
s0rgo 3,20 -0 0,04 0,15
soja 0,41 1,78 0,40 0,16 018
tomate 0,12 013
TOTAL 542 0,71 0,27 0,75 1,78 0,76 0,77 0,89
FUE 39 é uma proteina

aglutinante de ca'’ semelhante a calcineurina B expressa pela
raiz. As calcineurinas s3o Ca'’ que sentem as quinases de
proteina reguladas diferencialmente pelas condigdes de
estresse, tais como, estresse de sal, seca, frio e prejuizo.
0 calcio é envolvido em diversos comportamentos importantes

de raiz, tal como, gravitropismo, hidrotropisme, =eto., & &

um importante segundo mensageiro para diversas vias de
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transducdo de sinal. A ativacdo continua da cascata de
proteina em que FUE 39 esta envolvido pode fornecer
propriedades vantajosas ou tracos desejados comparados a uma
planta de referéncia, incluindo tolerdncia melhorada ac
estresse abidtico, vigor e produgéo aumentados, uso
melhorado do fertilizante, etc.

FUE 40 e FUE_41 sdao os genes
expressos nas raizes especificamente nas condigdes de
estresse. O ortdlogo de sorgo de FUE 40 possui diversas

seqliéncias derivadas dos tecidos estressados, incluindo as

4]

raizes. FUE 41 e FUE 40 mostram semelhanca as proteina
responsivas de estresse.

FUE 43, FUE_44 e FUE_45 possuem
uma semelhanca distante a uma proteina de estresse universal
de E. coli e suas seqiliéncias de composicdoc contém uma fracao
significativa dos tecidos estressados de raiz (conforme
mostrado na Tabela 27 para FUE 43 e na Tabela 28 para
FUE 44).

FUE 43 mostra semelhanca a uma
proteina responsiva de etileno. FUE_44 e FUE_45 mostram uma
fraca semelhanca a uma proteina semelhante &a nodulina
prematura. Essas proteinas expressadas de forma ectopica
ectopicalmente sob um diferente promotor tém a probabilidade
de produzir efeitos favordveis nas plantas transgénicas,
tais como, tolerdncia otimizada ao estresse, cresclimento
melhorado em condicdes 1ideais e adversas, principalmente
devido &s provaveis modificagGes na arquitetura da raiz.

Tabela 27: Expressaoc digital do grupo ortélogo de FUE 43:

Ai5
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Tratamento

Oscilagao Tratamento resposta a mistura nodulagdo  deficiéncias  patogeno salinidade

de de luz de nutriente
Controle hormonio

cevada 1,00 0,33
milho
arroz 1,64
S0rgo 0,91
soja 0,43 0,81 0,22

tomate 0,10

TOTAL 1,00 3,86 0,43 2,88 1,85 0,81 0,63 0,41 0,83

Tabela 28: Expressdo digital do grupo ortélogo de FUE 44:

Tratamento
tratamento Seca resposta a nematoide deficiéncias  patogeno  salinidade submerso
quimico luz de nutriente

cevada 0,66 ’ 0,28

uva 0,07

milho 0,92 1,69

alamo 0,52 0,20

arroz 0,50 0,07

s0rgo 0,66 0,50

soja 3,00 0,44 0,33 2,00 1,30 0,08 0,85 5,00

tomate

TOTAL 3,00 267 134 ' 2,00 1,82 0,69 2,54 5,00

FUE 50 foi selecionado

utilizando os dados de expressdo de Arabidopsis de micro-
arranjo, em que os genes especificos da raiz foram
selecionados, se também fosse responsivos a auxina e
etileno. De acordo com a expressdo digital calculada, o
ortélogo de milho apresentado nesta invencao € expresso nas
raizes sob as condicdes de estresse de Agua e nos tecidos
relacionados a patogénese. O gene do milho mostra semelhanca

4 nodulina, uma proteina conhecida como estando envolvida

durante 0 desenvolvimento de raiz lateral e nédulo




® .

96/164

(Papadopoulou et al. Plant Mol Biol. 1996y 30:403-17).
FUE 501 & um transportador de
aminoadcido putativo de Arabidopsis thaliana gque mostra a

imbéem e

expressao aumentada sob salinidade, osmotice e t

a

responsivo ao acido abscisico (ABA - hormdnio de resposta ao
estresse abibtico). FUE 51, um homélogo do milho de FUE 501
é composto principalmente pelas seqgiiéncias derivadas das
seqgliéncias de ralz estressada e possul uma anctacao
tentativa como um transportador de amincdcido. O ortdlogo de
sorgo de FUE 51 €& envelvideo nas respostas de estresse de
acordo com a expressdo digital. Seu ortdélogo de cevada
possul segliéncias derivadas das ralizes e ralzes estressadas.
Da mesma forma, o ortélogo de trigo mostra diversas
segiiéncias derivadas da raiz.

FUE 502 & um transportador de
aminodcido putativo que mostra a expressao aumentada durante
0 estresse de salinidade e osmdotico, nas raizes e nes
brotos. FUE 52, seu ortdlogo de milho mais préximo, também
possul semelhanga as proteinas de transporte de aminoacido e
possui uma representacao significativa das seqléncias
derivadas de raiz e raiz estressada.

FUE 503 possui uma expressao
impressiva nas sementes, sugerinde um forte papel na
captacdo de aminoadcidos nas sementes de desenvolvimento.

Além do gene ser fortemente regulado de forma ascendente sob

0]

salinidade e em resposta ao metil Jjasmonato. FUE 504 foi
escolhido por sua forte resposta a BABA, a salinidade

(especialmente do broto), a osmoético e frio. FUE 49 mostra

1P
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uma forte semelhanca no nivel dos aminodcidos traduzidos
para FUE 504, porém baixa no nivel dos nucleotideos de
codificacao. Seu ortologo de sorgo possul seqgiéncias
significativamente derivadas do estresse de oscilacées de
dgua/seca.

FUE 53 é um transportador de
aminoadcido putativo com gquase todas as seqliéncias compondo
0S5 genes derivados da raiz e especificamente raizes
estressadas. 0Os ortdélogos de sorgo, arroz e trigo contém
diversas seqgiiéncias derivadas da raiz e raiz sob oscilacdes
de estresse.

FUE 101 € FUE 102 mostram
semelhancas aos transportadores de aminoacido. FUE_102 &
especificamente composto das seqiiéncias derivadas das mudas
tratadas a frio e ponta de orelha do milho infectado por
patdgeno.

FUE_ 55 = um gene com uma
semelhanca notdvel a isopenteniltransferase de tRNA, uma
enzima importante na via metabdlica de citocinina. A
expressdo aumentada de FUE 55 nas raizes ou brotos aumentara
os niveis de citocinina levando a expansao aumentada de
folha o duplicacgéo de célula, senescéncia atrasada,
resisténcia aumentada de submersdc dos tecidos, utilizacao
otimizada do nitrogénio, ate . FUE 56 & especificamente
expresso no endosperma, um tecido que & provavelmente a
submersdo mais forte na planta.

FUE 505 = um fator de

transcricdo contendo dominioc AP2 putativo presente em duas

118
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listas importantes de genes. Uma lista contém os genes que
sdo responsivos da Zeatina (a Zeatina é uma citocinina
naturalmente ocorrente) engquanto a segunda lista de genes
contém os genes induzidos por nitrogénio apés a adicao do
nitrogénio &s plantas deficientes em nitrogénio (Wang et
al., Plant Physiclogy, dJume 2003, Vel. 132, pp. 2556-567).
FUE 505 foi averiguado no agrupamento de ARR (reguladores de
resposta de Arabidopsis) gque media a resposta do brote a
cliteoelning . A producdo de citocinina da raiz aumenta
mediante a disponibilidade do nitrogénic (Yamada et al. FEBS
Lett. Vol. 436, pp:76-80, 1998). Sua co-regulagdo junto com
ARRs indica um possivel papel na resposta de citocinina. E
altamente provavel que a expressao constitutiva de FUE_505
melhorard a utilizacdo de nitrogénio e crescimento de planta
devido & ativacdo continua da resposta de citocinina do
Do
EXEMPLO 2

Expressao do mRNA nos
polinucleotidios expressos em silicio

Os niveis de mRNA sao
determinados usando o ensaic de transcricdo reversa seguido
por uma andlise de PCR em Tempo Real quantitativa (gRT-PCR).
Os niveis de RNA sdo comparados entre os diferentes tecidos,
etapas de desenvolvimento, condicdes de crescimento e/ou
diferentes histéricos genéticos. Uma andlise de correlacao
entre 03 niveis de mRNA em diferentes condicdes
experimentais/histéricos genéticos, como prova para o papel

do gene na planta.
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Métodos

Analise de RT-PCR - A raiz e
folhas foram cortadas frescas das plantas de milho
cultivadas em baldes brancos de 10 1litros enchidos com
Vermiculita Tamanho 3. 0Os baldes foram regados com &agua de
torneira até as sementes de um hibrido comercial germinaram.
Durante todo o© periodo de crescimento (5 semanas), as
plantas foram irrigadas com 2 litros/balde/dias com uma
solugac pH 5,7 - 5,8 contendo 2mM de CaCl: , 1mM de MgSO.,

lmM de KH.PO;, 7mM de KCl e coquetel de micro-elementcs. O

nitrato de aménia foil adicionado nas seguintes

concentracdes: 5 mM, 0,5 mM, 0,05 mM, 0,005 mM ou nenhuma.
Para os experimentos com o Nitrato de potéassio, ao invés do
nitrato de ambénia, as concentragbes eram conforme segue 2mM
de CaCl:;;, 2 mM de MgSO;, 1 mM de KH:PO;, 5mM de KCl, e
qualquer uma das concentracdées de KNO.: 5mM, 1ImM, 0,1 mM,
0,01l mM, mantida em uma concentracdo final de potéassio de 10
mM com concentracdes complementares de KCL.

RT-PCR em Tempo Real
Quantitativo (gqRT-PCR) Para verificar os niveis de
expressao, especificidade = associacgao de traco, a
Transcricéo Reversa seguida por PCR enm Tempo Real
gquantitativo (gRTPCR) foi efetuada no RNA total extraido de
diversas partes da planta, incluindo, por exemplo, folhas
maduras e Jjovens, raizes e meristemas de raiz, cascas,
borlas, sedas, etc. das plantas cultivadas no solo ou
sob condicdes deficientes de nutriente ou ideals con

acima descrito. O nivel do RNA mensageiro (mRNA) s&o medidos
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para todos o©0s (genes, previamente previstos de forma
bioinformatica a ser associado com a Eficiéncia do uso de
fertilizante e correlacdo entre o0s nivels de expressao e 0
status de nutriente da planta foi analisado. O RNA total foil
extraido das folhas ou raizes do milho, usando mini-kit de
planta RNeasy (Qiagen, Alemanha) usando (o protocolo
fornecido pelo fabricante. A transcricao reversa foi
realizada usando 1,5 upug do RNA total, usando 300 U da enzima
de Transcriptase Reversa Super Script II (Invitrogen), 225
ng de hexameros de deoxinucleotideo aleatério (Invitrogen),
500 uyM de mistura de dNTPs (Takara, Japao), volume 0,2 de X
tampao 5 RT (Invitrogen), 0 01M DTTy 60U de RNAsin
(Promega), DDW tratado por DEPC foi adicionado atée 37,5 ul.
As reacdes de RT foram incubadas por 50 min. a 42 °C,
seguido por 70 °C por 15 min. © cDNA foi diluido em 1:20 em

Tris EDTA, pH=8,5mL do cDNA diluido fol usado para dgRT-PCR.

0 RT-PCR quantitativo foi
realizado no c¢DNA (5 uL), usando x 1 mistura master SYBR
GREEN PCR (Applied Biosystems), 1iniciadores dianteiros e

reversos 0,3 UM cada, e DDW foli adicional até 20 uL. A
reacdo de gPCR foi realizada em uma magquina de PCR em tempo
real Stratagene MX 3000 com a seguinte condicdo 50 °C por
2min, 95 °C por 10min, 40 vezes de 95 °C por 15 seg e lmin a
60 °C, segquido por 95 °C por 15 seg, 60 °C por 60 seg, e 70
vezes de 60 °C por 10 seg + 0,5 °C aumento em cada ciclo.
Para cada gene, uma curva padrdao é preparada a partir de um
pool de RTs de todas as amostras, em 5 diluicdes (diluicgdes

~ 1li60, 1:200, 1:600, 1:2000, 1:10000). © graficg de curva

A21
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padrdo [ct (limite de ciclo) vs. log (concentracao)] deve
ter R>=0,98 com uma eficiéncia na faixa de 100% +/- 5%. Os
niveis da expressdo (Qty) medida em gPCR foram calculados
usando a eficiéncia (E) da reacdao de amplificagdao e CT
5 correspondente (o ciclo em gue as amostras cruzaram O
limite) Qty=E“T". BAs curvas de dissociacdo obtidas foram
qualificadas para a auséncia dos produtos e PCR nao
especificos ou iniciador-dimeros. As reacdes foram repetidas
pelo menos duas vezes. O método de c&lculo é com base na
10 assuncdoc de que as eficiéncias das reacdes do GOI (gene de

. interesse) e dos genes de rotina sac semelhantes.
Para normalizar o nivel de
expressdo entre os diferentes tecidos e condicbGes de

crescimento das plantas de milho, a expressdoc de cada gene

tn

foi dividida pela média geométrica da expressao dos
sequintes quatro genes de rotina: Actina (GenBank Ace N°
AY107106), e RPL19 (GenBank Ace. N° AY103679), Ciclofilina
(GenBank Ace N° X68678) e fator 1 de Alongamento alfa (EF1A,
GenBank Ace N° AF136823).

. 20 Tabela 29: Os seguintes iniciadores foram usados para a

anadlise de gRT-PCR:

GENE INICIADOR/SEQ ID IN°:

[ INICIADOR DIANTEIRO DE Actina: CCTGACTGAACGCGGCTACT/SEQ ID N°:1344
Iniciador Reverso de Actina: CAATGGTGATGACCTGTCCGT/SEQ ID N°:1345
Iniciador Dianteiro RPL19: GGAAAGGCAAAGTCTGGCTTG/SEQ ID N°1346
RPL19 Iniciador Reverso: GCACGGGACCTAGAGTGAACC /SEQ 1D N®:1347
Iniciador Dianteiro de Ciclofilina: GGACAGCTCTCCTAGATCTCTCTGA/SEQ ID N°:1348
Iniciador Reverso de Ciclofilina: CTAAACCGCTAAATTAAACTGCGAG/SEQ ID N°:1349
Iniciador Dianteiro de EF1A: GTGAACATGCTCTCCTTGCGT/SEQ 1D N°:1350
Iniciador Reverso de EF1A: ATTTGGGAGTGGTTGCATCC/SEQ ID N°:1351
Iniciador Dianteiro de FUE_1: ACTTCCACTGCGCGTAGATGA/SEQ ID N°*:1352
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Continuagéo da tabela 29

Iniciador Reverso de FUE_1:

ACGGAATAATGACGATGAACCAC/SEQ ID N°:1353

Iniciador Dianteiro de FUE_2:

CGAGCGACTCAAACCATGC/SEQ ID N°:1354

Iniciador Reverso de FUE_2:

TCTTGGTGATTGAATCCAGCG/SEQ ID N°:1355

FUE_2_RT_2F

GCATGGTGGGTAAGGTTTTCTT/SEQ ID N°:1356

FUE_2 RT_2R

CAATCTTGGTGATTGAATCCAGC/SEQ ID N°:1357

Iniciador Dianteiro de FUE_3

CACCATCCACGCACTAGTACGT/SEQ 1D N°:1358

Iniciador Reverso de FUE_3

CAGCTAGCCGCTTCGAGAGAT/SEQ ID N*:1359

Iniciador Dianteiro de FUE_4

AAGACGCCGATCGATACATTG/SEQ ID N°:1360

Iniciador Reverso de FUE_4

ACGTATTGAGTTCAGTTCTTCATGTGT/SEQ ID N°:1361

Iniciador Dianteiro de FUE_S

CCATTCAGAGGATATTTGGGTGA/SEQ ID N*:1362

Iniciador Reverso de FUE_5

AATACTTGCGACCATGTCTATGGA-/BEQ- -ID- NO: 1363

Iniciador Dianteiro de FUE_6&

|CCAGTCCACAATCTCCCTGCC/SEQ ID N°:1364

Iniciador Reverso de FUE_6

GTCGTGCGCCTGGCCAAAG/SEQ ID N°:1365

Iniciador Dianteiro de FUE 7

CTGCGGTCAGAAATCTTATCGTC/SEQ ID N°.1366

Iniciador Reverso de FUE_7

CGAACACAAAATCAGGCGTCT/SEQ ID N°:1367

Iniciador Dianteiro de FUE_8

CTTCCGGCTGGGTAAGTTTG/SEQ ID N*:1368

Iniciador Reverso de FUE_8

ATGGTTCAGTGCCGTCTCCT/SEQ 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_8 RT_2R

GGCGCAGCAGTAGGATGTG/SEQ ID N°1373

Iniciador Dianteiro de FUE_10

CGATGCCTACAAGAACTACACCG/SEQ ID N*:1374

Iniciador Reverso de FUE_10

AGTGGTTCTTGTCCGTGTTGAAG/SEQ ID N*:1375

FUE_10_RT 2F

GCCGATGCCTACAAGAACTACAC/SEQ ID N*:137 6

FUE_10_RT 2R

TGAAGATGAGGAAATCCCCG/SEQ ID N*:1377

Iniciador Dianteiro de FUE_12

TCCTGTTACAGATGGCATCCG/SEQ ID N°:1378

Iniciador Reverso de FUE_12

TCTCTCTCCTTAGTGAAGACGTTCG/SEQ 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

CCGCCACCTTTCCTACGTAC/SEQ ID N°:1382

Iniciador Reverso de FUE_13

TCGGTCTATACTCGATTCGAAGC/SEQ ID N°:1383

Iniciador Dianteiro de FUE_14

TCTGTGTTGCTGATATTCACTCTCCT/SEQ ID N°:1384

Iniciador Reverso de FUE_14

CCTTACTCTTCATGGTGTCTCTAGCTT/SEQ ID N°:1385

Iniciador Dianteiro de FUE_15

GGCCGCCTGTTAGGAGCTA/SEQ ID N°:1386

Iniciador Reverso de FUE_15

CGCCTCACTCCTACCTTCATCT/SEQ ID N°:1387

Iniciador Dianteiro de FUE_16

[AAGAGGCAGTGCTGTTTCCGT/SEQ 1D N° 1388

Iniciador Reverso de FUE_16

GCCAGAATCGAGCATAGACCA/SEQ ID N°-1388

Iniciador Dianteiro de FUE_17

GCATCAAAGAGTGGTCAATTCACA/SEQ ID N°:1390

Iniciador Reverso de FUE_17

CACCCTCCTTTGCAGTGCA/SEQ ID N°:1391

Iniciador Dianteiro de FUE_30

CCAAGTCGTCTCTTAGTCCGGA/SEQ ID N°:1392

Iniciador Reverso de FUE_30

CAGGATGCACGTCTTGCCT/SEQ ID N°:1393
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Continuagéo da tabela 29

Iniciador Dianteiro de FUE_31

ATGTGCAACGACCCTACTAACTCC/SEQ ID N°:1394

Iniciador Reverso de FUE_31

TCAGTGTCCTCAGCGCGAT/SEQ ID N°:1396

Iniciador Dianteiro de FUE_32

CTCGAGCATCACTCAAACCACTAC/SEQ ID N°:1396

Iniciador Reverso de FUE_32

GCCAGGCCCATTGAATCAC/SEQ ID N*:1397

Iniciador Dianteiro de FUE_33

CAGCGCTGTATGGTAAAGGTATTG/SEQ ID N°:1388

Iniciador Reverso de FUE_33

TGTGTCATGGAGGCTTGCC/SEQ ID N°:1399

Iniciador Dianteiro de FUE_34

GCCACCAACTCCATTCAACTTT/SEQ ID N°:1400

Iniciador Reverso de FUE_34

CTCTTATTeATGGGeTTAATTGCA/-SEQ ID N°:1401

Iniciador Dianteiro de FUE_35

GACGCTCTGATTAGGCTAGGGAC/SEQ 1D N°:1402

Iniciador Reverso de FUE_35

CCCTGCTGTTACGTGGCC/SEQ ID N°:1403

Iniciador Dianteiro de FUE_36

TCAGTGAAGATGAGGCTCGCTA/SEQ ID N°:1404

Iniciador Reverso de FUE_36

TCCCATCTAGAAGTGTGTTCTCCA/SEQ ID N°:1405

Iniciador Dianteiro de FUE_37

TGTGAGCATCAACTCTAACATGGA/SEQ ID N°:1406

Iniciador Reverso de FUE_37

TGACATAAATTTCACACATTCACATCA/SEQ ID N°:1407

Iniciador Dianteiro de FUE_38

CTATGGAAATTTGTCACCGTGATC/SEQ ID N°:1408

Iniciador Reverso de FUE_38

TCGCAAATTTTCACACGAGGT/SEQ ID N*:1409

Iniciador Dianteiro de FUE_39

CCGATGAGCTAGGAGAAGTGTTG/SEQ ID N*:1410

Iniciador Reverso de FUE_39

TTTGGCCGATTGGGTATGTC/SEQ ID N*:1411

Iniciador Dianteiro de FUE_40

ATTGCAGAGAGGGAAAACGTAAGA/SEQ ID N°:1412

Iniciador Reverso de FUE_40

AAATCAAACACGTCCAAGAACATC/SEQ ID N°:1413

Iniciador Dianteiro de FUE_41

AAATATTTGTCCTATGGGAATGGG/SEQ ID N°:1414

Iniciador Reverso de FUE_41

AGTATAATAGTTCTGTCCAAAGTTGCGT/SEQ ID N*:1415

Iniciador Dianteiro de FUE_42

GGTTGCGCGCTCTGACTTA/SEQ ID N°:1416

Iniciador Reverso de FUE_42

CCAACGACTCGCCTTCCTAAC/SEQ ID N*:1417

Iniciador Dianteiro de FUE_43

CTTTGTAAACCAATGCCATCAGTTAG/SEQ ID N°:1418

Iniciador Reverso de FUE_43

GCTGGACTCTCTTCACTTCGCT/SEQ ID N*:1419

Iniciador Dianteiro de FUE_44

GCACTGATCAATGCCGACTG/SEQ ID N°:1420

Iniciador Reverso de FUE_44

AAGGATTGGATCGGATACTTGTAGA/SEQ ID N°:1421

Iniciador Dianteiro de FUE_45

TTATCCATGATACCCCGCTGA/SEQ 1D N°:1422

Iniciador Reverso de FUE_45

GTGCTTGTTGACTTGACGACG/SEQ ID N°:1423

Iniciador Dianteiro de FUE_46

AGCAGCCGCTGTGTATAACAAG/SEQ ID N°:1424

Iniciador Reverso de FUE_46

GGAAGGGAAAGAGGACGTCAA/SEQ ID N°;1425

Iniciador Dianteiro de FUE_47

TGAACCTACTCTTTGGGATAGCTGT/SEQ ID N°;1426

Iniciador Reverso de FUE_47

ACGTGGAGAATTACATGCTGATAGTT/SEQ ID N*:1427

Iniciador Dianteiro de FUE_48

ACCATTGTTAGTGACTTAATTACCCTCA/SEQ ID N*:1428

Iniciador Reverso de FUE_48

CGAAATCGATAGACCACACACG/SEQ ID N°:1429

Iniciador Dianteiro de FUE_49

CCCTTCTACAAGCAAATACTCACTCC/SEQ ID N°:1430

Iniciador Reverso de FUE_49

GACCCTCTCATCTCTTATTGAACCA/SEQ ID N®:1431"

Iniciador Dianteiro de FUE_50

GGCGATCCAACGGAGAAGTAG/SEQ ID N°:1432

Iniciador Reverso de FUE_50

ACATCGGCAGCACGGAGT/SEQ ID N*:1433

Iniciador Dianteiro de FUE_51

CCGGTGCATAAGGAAATACGAG/SEQ ID N*:1434

194
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Continuagéo da tabela 29
Iniciador Reverso de FUE_51 GACAGATTGAAAACTGCCCCAG/SEQ ID N°:1435
Iniciador Dianteiro de FUE_52 GTCGATCATCGCATTCTCCA/SEQ ID N°:1436

Iniciador Reverso de FUE_52 TCCTTTCATCGTATCCCCCAT/SEQ ID NO™: 1437
Iniciador Dianteiro de FUE_53 CAGATCTTCTTCTCTCAGCTCCCT/SEQ ID N°:1438

Iniciador Reverso de FUE_53 GGGCTGAATCAACGTCGACT/SEQ ID N°:1439
Iniciador Dianteiro de FUE_54 GAAGCTGTGGGTCTCAAGGG/SEQ ID N°:1440
Iniciador Reverso de FUE_54 AGGTCGGCACGTACTCGG/SEQ ID N°:1441

| Iniciador Dianteiro de FUE_55 TCTACATCCAGGCTCTCGTTAGC/SEQ ID N° 1442
Iniciador Reverso de FUE_55 TTCATCTTCATCAGTAAGACCATCATC/SEQ ID N°.14 43
Resultados

A analise de RT-PCR em Tempo

segliéncias seleclonadas

n

. Real forneceu comprovacao de que a

e f

)

1o, associadas com ©

o

em silicio de peolinucleotidio sao,

(@)

a

o

Uso de Nitrogénioc. Embora a maioria dos genes tenha sido
' escolhida devido a sua associacdo com a seca, o0s genes foram
averiguados como responsivos ao status do Nitrogénio dentro

‘ da planta, sugerindo uma diafonia entre o estresse da
‘ deficiéncia de nutriente e seca. A comprovacao de que o
10 painel de RNA usado nesse ensaio nado reflete as alteracdes
genuinas assocliadas &ao status do nitrogénio pode ser
encontradas nas Figuras 3A-D, em que 0s dgdenes conhecidos

. associados a captacdo e assimilagao do nitrogénio mostram as
alteracdes em seus niveis de expressao de acordo com o nivel

15 do fertilizante de nitrogénio usado na solucdo de irrigacéo.
Os graficos representam os nivels normalizados de expressao
encontrados para cada gene, divididos ©pelo nivel de
expressao na concentracdo mais alta do fertilizante de
nitrogénio usada na solucdo de irrigacédo. As Figuras 3A e 3B

20 mostram os resultados encontrados para dois transportadores

de nitrato de alta afinidade e de ambénia, respectivamente.

Conforme esperado, em concentracdes mals altas do substrato,
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a expressdo dos transportadores de alta afinidade é regulada

de forma descendente. De forma oposta, esses transportadores

de alta afinidade, obviamente essencials nas condicdes em
gue o substratoc é escasso, sdo regulados de forma ascendente

5 em baixas concentracdes de nitrato e amdnia (vide Figura 3A
e 3B). Conforme esperado para duas enzimas chave na via de
assimilacdo do nitrogénio, tal como, Sintase de Glumamina 1C

e Sintase de Glumamina 2, sua expressao €& regulada de forma
ascendente sob altas condicdes de substrato, conforme
. I0 mostrado na Figura 3C e 3D, respectivamente. Tipicamente, os
transportadores de baixa afinidade sao regulados de forma

’ ascendente com alta concentracédo do N. De forma oposta, os
transportadores de alta afinidade sao regulados de forma

ascendente com baixa concentracéao do N. As enzimas

p—
n

envolvidas na assimilacdo do N (a conversdo de n para
aminoacidos) sao reguladas de forma ascendente na presenca
de nitrogénio. 0s genes identificados nc Exemplo 1 mostram o
comportamento responsivo distintoc do nitrogénio averiguado
para os genes de controle (Figuras 3 A-D). FUE_3 (conforme
. 20 mostrado na Figura 4A) mostram a regulacdo de forma
ascendente em altas concentracées de substrato conforme
averiguado para as enzimas de assimilacao de contrcle chave
indicande uma clara assocliacdo desse gene com o status de
nitrogénio da planta e, assim, sua relacao as respostas
25 relacionadas do nitrogénioc. A mesma regulacdo de forma

ascendente encontrada para FUE 3 foi encontrada para

diversos outros genes incluidos no Exemplo 1, tal como,

FUE 12 (conforme mostrado na Figura 4B), FUE 30 (conforme
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mostrado na Figura 4C), FUE 33 (conforme mostrado na Figura
4D), FUE 34 (conforme mostrado na Figura 4E), FUE 38
(conforme mostrado na Figura 4F), FUE 43 (conforme mostrado
na Figura 4G), FUE47 (conforme mostrado na Figura d4H),
FUE 48 (conforme mostrade na Figura 41), FUE 49 (conforme
mostrado na Figura 4J) e FUE 52 (conforme mostrado na Figura
4K) .

Entao novamente, 1incluidos no
Exemplo 1 estdo os genes que mostram uma regulacdo de forma
ascendente firme quando o fertilizante do nitrogénioc estiver
com pouco abastecimento. Esse tipo de genes & esperédo para
estar relacionado as vias envolvidas na assimilacdao do
nitrogénio, armazenamento e uso sob condicdes de deficiéncia
de nitrogénio, conforme no caso dos transportadores de
nitrato e aménia de alta afinidade (Figuras 2C e 2D). A
Figura 5A mostra os resultados para FUE 4, um gene que passa
por uma forte regulacdc de forma ascendente em baixa
disponibilidade do fertilizante de nitrogénio, indicando um
papel claro desse gene na resposta endbgena da planta para
as condicdes deficientes de nitrocgénioc. Da mesma forma, os
outros genes no Exemplo 1, exibem uma curva de sensibilidade
ao mnitrogénio semelhante, conforme FUE 4, tal como FUE 10

(conforme mostrado na Figura 5B), FUE 37 (conforme mostrado

@

na Figura 5C), FUE46e (conforme mostrado na Figura 5D)
FUE 50 (conforme mostrado na Figura S5E).

Considerados Jjuntos, 0S
resultados aqui apresentados claramente implicam uma

correlacdo prdéxima entre os genes selecionados em silicio e
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as vias associadas do nitrogénio.
EXEMPLO 3

Clonagem de gene e criacédo de
vetores bindrios para expressdo da planta

Estratégia de clonagem

Vinte e oito genes dos 50 genes
selecionados no Exemplo 1 e validados no Exemplo 2 acima
foram clonados em vetores binadrios para a geracao das
plantas transgénicas. Para clonagem, a estrutura de leitura
aberta de comprimento total (ORF) foi primeiro identificada.

Os agrupamentos de EST e, em
alguns casos, as seqgliéncias de mRNA, foram analisados para
identificar toda a estrutura de leitura aberta ao comparar
os resultados de diverscs algoritmos de traducdo com as
proteinas conhecidas de outras espécies de planta. No caso
em gque toda a seqliéncia de codificacédo ndo fol encontrada,
os kits de RACE da Ambion ou Clontech (RACE = Rapido Acesso
as Extremidades de c¢DNA) foram usados para preparar o© RNA
das amostras de planta descrita nc Exemplo 2 acima, de modo
a assim acessar toda a transcricdoc de cDNA do gene.

Com a finalidade de clonar os
cDNAs de comprimento total, a Transcricdao Reversa seguida
por PCR (RT-PCR) fol realizada sobre o RNA total extraido
das folhas, raizes ou outros tecidos de planta, cultivados
sob condicdes normais ou deficientes de nutriente. A
extracdo total do RNA, producdo de cDNA e amplificacdo de
PCR foram realizadas usando os protocolos padrdo descrito em

qualguer local (Sambrook J., E.F. Fritsch, e T. Maniatis.
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1989. Molecular Cloning. A Laboratory Manual., 2nd Ed. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, New York.) e s3do béasicos
para aqueles com habilidade na tecnica. Os produtos de PCR
foram purificados wusando o kit de ©purificacdo de PCR
(Qiagen) e o sequenciamento dos produtos de PCR amplificados
é realizado, usando © seqiienciador ABI 377 (Applied
Biosystems) .

Para facilitar a clonagem dos
cDNAs, uma extensdo de 8-12 bp foi adicionada & extremidade
primitiva 5' de cada iniciador. A extensdc do iniciador
inclui um local de restricdo de endonuclease. 0Os locais de
restricdao sdo selecionados usando dois parametros: a. O
local ndo existe na seqiiéncia de cDNA, b. O0Os locais de
restricao nos iniciadores dianteiros e reversos sdo
projetados de modo que o© cDNA digerido seja inserido na
formacdao de senso no vetor binario utilizado para
transformacaoc. Por exemplo, o vetor de plasmidio pPI foil
construido ao inserir uma seqiiéncia sintética de sinal poli-
(A), originando do vetor de plasmidio basico pGL3 (Promega,
Ace. N° U47295; bp 4658-4811) no local de restricdao Hindlll
do vetor binédrio pBI101.3 (Clontech, Ace. N° Ul2640).

Os produtos de PCR foram
purificados (Kit de Purificacdo de PCR, Qiagen, Alemanha) e
digeridos com os locais de restricdo de acordo com oS
iniciadores wusados (Roche, Suica). Os produtos de PCR
digeridos foram clonados no vetor bindrioc pPI, que foi
digerido com as mesmas enzimas de restricdo. O produto de

PCR digerido e o vetor linearizado de plasmidio foram
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ligados usando enzima de ligase de T4 DNA (Roche, Suica). Os
seguintes genes foram clonados a partir do RNA extraido dos
tecidos descritos acima usando os seguintes iniciadores:

Tabela 30 - genes clonados das oscilacdes de cDNA e o0S

iniciadores usados para a clonagem

Enzimas de
Nome do Gene Restrigao usadas Iniciadares usados para amplificagao/SEQ ID N°:
para clonagem
- Fwd-AACCCGGGAACAATGACACCACAGATCAAAACTCA/SEQ ID N°:1444
PR Smal, EeoRY e AGGATATCATATGAATGC TACGGCAAGG/SEQ D 1N 1445
FUE 502 —— Fwd- AAACCCGGGAACAATGAGGTACGATCAGGAAGCGG /SEQ ID-NO: 1446
Rev ~-TTGAGCTCGTTCGCTGGAGGTAACAATG /SEQ ID N°: 1447
Fwd- AACCCGGGAACAATGGATCAAAAAGTTAGACAGTT/SEQ ID N°:1448
FUE_503 | Smal, EcoRV - i
Rev- TTGATATCCACAAAACTCTCTAGCTCCTGAC/SEQ ID N°:14 49
Fwd-AAACCCGGGAACAATGGAGGACAAGAACAATGATAAG/SEQ 1D N°:1450
FUE_504 Smal, Sacl , i =
Rev-TTGAGCTCGGGTCTCTTTGTCATGGAGTTC/SEQ ID N°:1451
Fwd- CTCCCGGGAACAATGGCTCTCGTGACCTCGG/SEQ ID N 1452
FUE 33 Smal, Sacl
Rev- TTGAGCTCCGCAACACAGTTTCATGACCA /SEQ ID N°:1453
Fwd- GGTCTAGAAACAATGGGGAGGGGAAAGAT/SEQ ID N°- 1454
FUE_34 _Evo Smal, EcoRY Rev-CGGGATATCATAAGACGCCAGTTTTACTCTTATTCATGGGC/SEQ D
Ne: 1455
Fwd- GGTCTAGAAACAATGGGGAGGGGAAAGAT/SEQ ID N°: 1456
FUE_34_Pat Smal, EcoRV Rev-CGGGATATCATAAGACGCCAGTTTTACTCTTATTCATGGGC/SEQ D
N°:1457
Fwd - AATCTAGAATGGTGGACTTTGTTCGACGG/SEQ ID N°:1458
FUE_39 Smal, Sacl -z e
Rev - CTGAGCTCACAGGAGGACATGCCACC/SEQ ID N°:1459
Fwd- CATCTAGAAACAATGGCGGACTCGTCGGCG/SEQ ID N°:1460
FUE_43 Smal, Sacl
Rev- TTGAGCTCGCAGTGTGCAAGAGTTCCCTC/SEQ ID N°: 1461
FUE_50 Smal, EcoRV Fwd- AATCTAGAGTAATAAGCCAACAAACAAACCG/SEQ ID N°:1462
Rev- CAGATATCCTAGCATACCGACCCTGAAAACAC/SEQ ID N°:1463

As segliéncias sintéticas de
alguns dos polinucleotideos clonados foram pedidas de um
fornecedor comercial (GeneArt, GmbH). O DNA sintéticeo foi

projetado em 111616, com base nas seqléncias de

polipeptidio codificadas putativas descritas no Exemplo 1.
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Para otimizar a segiiéncia de
codificacdo, as tabelas de utilizacdo de cdoddon calculadas a
partir dos transcriptomes de planta foram usadas (o exemplo
de tais tabelas pode ser averiguado no Banco de Dados de
Utilizacdo de Cédon disponivel on-line em
http://www.kazusa.ou.jp/codon/). As segliéncias otimizadas de
codificacdo foram projetadas de uma forma dque nenhuma
alteracao & introduzida na seqgliéncia codificada de
aminoacido enquantc usandoc os codons preferidos para
expressdo nas plantas dicotiledéneas, principalmente tomate
e Arabidopsis; e as plantas monodicotiledénea, tais como o©
milho. Tals seqliéncias otimizadas promovem a melhor taxa de
traducdo e, portanto, niveis mais altos de expressadao da
proteina. Para as seqiiéncias otimizadas, os locals de enzima
unicos adiciocnais laterais foram adicionados - Sail, Xbal,
BamHI, Smal na extremidade 5' e Sacl na extremidade 3'. Os
genes para oS gquals as seqliéncias sintéticas otimizadas de
cédon foram preparados sao:

FUE 2 (SEQ ID N°: 1317), FUE_3,
(SEQ ID N°: 1319) FUE 4 (SEQ ID N°: 1320), FUE_ 40 (SEQ ID
K®y 1321):. BUE 7 (SE@ ID N°: 1322); FUE & (SEQ ID N®°: 1324},
FUE 9 (SEQ ID N°: 1325), FUE 10 (SEQ ID N°: 1326), FUE_lZ2
(SEQ ID N°: 1327), FUE 13 (SEQ ID N°: 1328), FUE 14 (SEQ 1D
N°: 1329), FUE 16 (SEQ ID N°: 1330), FUE_37 (SEQ ID N°¢:
1331), FUE 41 (SEQ ID N°: 1332), FUE 46 (SEQ ID Wy 13885 ;
FUE 47 (SEQ ID N°®°: 1334), FUE 49 (SEQ ID N®: 1335}, FUE 52

(SEQ ID N°: 1338%) -

Duas seqgiiéncias nao otimizadas,

12
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designadas como “FUE 2 Original” (SEQ ID N°: 1318) e

"FUE_7 Original" (SEQ ID N°: 1323), idénticas a

(67]

suas
seqliéncias de milho enddgeno foram sintetizadas e clonadas
para expressao em excesso na criacdoc da planta transgénica.

Geracao dos vetores Dbinéarios
compreendendo genes FUE e promotores funcionais da planta
para acionar sua expressao - O plasmidio pPI foi construido
ao inserir uma seqgiiéncia sintética de sinal poli-(A),
originando do vetor basico de plasmidio pGL3 (Promega, Ace
N°® U47295; bp 4658-4811) no local de restricdoc Hindlll do
vetor binario pBI101.3 (Clontech, Ace. N° Ul2640). Em alguns
casos, ©0 plasmidio binario de suporte usado foi o pGI, que é
semelhante ao pPI, porém o gene GUS foil substituido pelo
gene GUS-Intron (Vancanneyt. G, et al MGG 220, 245-50,
1990). O pGI foil usado para clonar todas as seqiiéncias de
polinucleotidio, inicialmente sob o controle do promotor 35
[Odell, JT, et al. Nature 313, 810 - 812 (28 February 1985);
SEQ ID N°: 1337].

Algumas segiliéncias de
polinucleotidio foram clonadas de acordo com cutros
promotores preferenciais conforme abaixo descrito. Um dos

promotores, aqui nomeado "RoctP" (SEQ ID N°: 1338), devido a

nh
=

sua expressdao enriquecida nas raizes, fol amplificado e

#]

clonado a partir do DNA gendémico isolado de Arabidopsis
thaliana por PCR direto usando os seguintes iniciadores.

Tabela 31

Nome do Iniciador Sequéncia de Iniciador/SEQ ID N°:

Raiz_P Dianteira (Enzima Sall) | TATGTCGACTCAGATGAAGAAGGCGGCT/SEQ ID N°:1464

RootP Reversa (Enzima Smal) GTCCCGGGTTTATTAGATCTCTCTAGGAGTTTTGA/SEQ ID N*:14 65
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0 promotor e a regiao a
montante 1110 bp do gene ATXTH19 (AT4G30290, Xiloglucano
endotransglicosilase/hidrolase 19). A seqiiéncia clonada jé
fol mostrada para acionar a expressao especifica da raiz
(Vissenberg K, et al. Plant Cell Physiol. 2005 Jan;46(1):
192-200) . Os seguintes genes foram clonados a montante da
seqliéncia de promoter RootP: FUE 3, FUE 4, FUE 8, FUE 9,
FUE13, FUE 14, FUEl6, FUE 33, FUE 34 Evo. Para fins de
controle, a enzima de B-glucuronidase (GUS) codificada pelo
gene uid A (ACESSAO DE GENBANK N°: S69414).

0 promotpr TTIO5 (SEQ ID N°:
1339; 2004/081173) foi usado para medir a expressdao ubiqua
constitutiva em niveis diferentes daqueles mediados pelo
promotor 35S. O promotor TT105 contém a regido a montante do
gene ELP (deposicdoc ectdépica de Lignina, ACESSAO DE GENBANK
N°: NM 100466, AT1GO05850) incluindo o primeiro exon e parte
do primeiro intron. Os genes clonados de acdrdo com O
promotor TT105 foram FUE 502, FUE 504, FUE 39 e FUE 52.
Novamente, a enzima f-glucuronidase (GUS) codificada pelo
gene uid A foi clonada de acordo com ¢ promotor TT105.

EXEMPLO 4

o

Geracao

Q.
]
)]
s
'_l
Q)
oo
et
8l
mn

transgénicas expressandoc 0os genes FUE
Materiais e Métodos

Transformacdo de Arabidoposis -
fol 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~
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433 e Desfeux (, Clough 8dJ; Bent AF. (20000 Female
reproductive tissues are the primary targets of
Agrobacterium-mediated transformacdoc by the Arabidopsis

floral-dip method. Pt Phyisiol ; 122 (3 ¢ 89

wn

-904,]) .
Brevemente, Arabidopsis thaliana var Columbia (plantas T.)
foi transformada usando o procedimento de Imersdo Floral
descrito por Clough SJ e Bent AF (10) e por Desfeux C et al.
(11), com modificacdes menores. Brevemente, as Plantas T, de
Arabidopsis thaliana Columbia (Col0) foram semeadas em potes
de 250 ml enchidos com mistura de crescimento com base em
turfa Umida. Os vasos foram cobertos com chapas de aluminio
e um domo de pléstico, mantidos a 4 °C por 3-4 dias, entao
descobertos e incubados em uma cémara de crescimento em 18-

24 "¢ sob 16/8 h de ciclos de dia/noite. As Blantas To

estavam prontas para transformacdc seis dias antes da
florescéncia. As unicas colénias de Agrobacterium

transportando o©os vetores binarics abrigandeo o©s genes FUE
foram cultivadas no meio LB complementado com kanamicina (50
mng/L) e gentamicina (50 mg/L). As culturas foram incubadas
em 28 °C por 48 h sob agitacdo vigorosa e centrifugadas em
4000 rpm por 5 minutos. Os granulos compreendendo as células
de Agrobacterium foram suspensos novamente em um meio de
transformacdao gque continha Murashige-Skoog (Duchefa) de
semi-resisténcia (2,15 g/L); 0,044 nM de benzilaminopurina
(Sigma); 112 ng/L de vitaminas B5 Gambourg (Sigma); 5 % de
sacarose; e 0,2 ml/L de Silwet L-77 (0OSI Specialists, CT) em

dgua destilada dupla, no pH de 5,7.

A transformacdo das Plantas T
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fol realizada ac inverter cada planta em uma suspensao de
Agrobacterium, de modc que o talo da floracdo foi submerso
para 3-5 segundos. Cada Planta T inoculada foi
imediatamente colocada em uma bandeja de pléastico, entao
coberta com domo de plastico transparente para manter a

umidade e manter no escuro em temperatura ambiente por 18 h

para facilitar a 1infeccdao e transformacdo. As plantas
transformadas (transgénicas) sdo entado descobertas e
transferidas a uma estufa para recuperacido e maduraciao. AS

Plantas Ty transgénicas foram cultivadas na estufa por 3-5
semanas até as siliquas ficarem marrons e secas, entao as
sementes foram colhidas das plantas i mantidas em
temperatura ambiental até semeadura.

Para gerar as plantas
transgénicas T e T- acolhendo os genes, as sementes
coletadas das plantas transgénicas T. foram esterilizadas na
superficie ao encharcar em 70 de etanol por 1 minuto,
seguindo por encharcar em 5 % de hipoclorito de sédio e 0,05
% de Tritdo X-100 por 5 minutos. As sementes esterilizadas

na superficie foram totalmente lavadas em &gua destilada

estéril entédo colocadas nas placas de cultura contendo

Murashige-Skoog de semi-resisténcia (Duchefa) ; 2 % de
sacarose; 0,8 % de &agar da planta; 50 mM de kanamicina; e
200 mM de carbenicilina (Duchefa). As placas de cultura

foram incubadas em 4 °C por 48 horas, entdo transferidas a
uma sala de crescimento em 25 °C por uma semana adicional de
incubacdo. As plantas T; wvitalis de Arabidopsis foram

transferidas as placas frescas de cultura por outra semana
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de 1incubacdo. Apds a incubacao, as plantas T; foram

removidas das placas de cultura e plantadas em mistura de
crescimento contida em vasos de 250 ml. As plantas
transgénicas 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 condicdes gue usadas para cultivacao e crescimento

das plantas T;. Pelo menos 10 eventos independentes de

—_—
n

25

transformacac foram criados a partir de cada construcdo para
a qual o volume das sementes T2 foram coletadas.

Transformacdo do Milho - Esse
procedimento é realizado de acordo com (Bronwyn R. Frame, et
al, Agrobacterium tumefaciens-Mediated Transformation of
Maize Embryos Using a Standard Binary Vector System, Plant
Physiclogy, May 2002, Vo0l.129, pp. 13-22) ou com diverscs
protocolos disponiveis em qualquer local na Dependéncia de
Transformacdo de Planta na Universidade Estadual de Iowa
(http://www.agron.iastate.edu/ptf/Web/mainframe.htm) .
EXEMPLO 5

Selecao das plantas
transgénicas de Arabidopsis expressando os genes FUE de
acordo com o nivel de expresséao
Materiais e Métodos

As plantas transgénicas foram
cultivadas conforme detalhado no Exemplo 4 acima. O RNA
total fol extraido a partir de 10 flores recentemente
cortadas das plantas transgénicas conforme detalhado no

Exemplo 2 acima. Com a finalidade de determinar o nivel de
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expressao relativo do transgene, as reacbes de gRT-PCR foram
realizadas conforme descrito no Exemplo 2 acima e os
resultados foram normalizados contra a média geométrica da
expressao de dols genes de rctina medidas nas mesmas
amostras.

Tabela 31 - Iniciadores usados

para a selecdoc das plantas transgénicas

NOME DO INICIADOR SEQUENCIA DO INICIADOR / SEQ ID Ne:

NUE1QRT F CCACTCTGTGGTTCAGACTAGGAAC/SEQ ID N°:1466
NUE10 RTR CATTCAACAGTATCATCTGGCCC/SEQ ID N°:1467
NUE16 RT F CAGGATGGTCTAGTGGAGTGGAT/SEQ ID N°:1468
NUE16 RT R GCAGAGTACTGGAACACAAGGTTATC/SEQ ID N°:14 69
NUE41 RT F CGTAAGAGAGTGGGACTTACTGGAT/SEQ ID N*:1470
NUE41 RTR CCATGCCTATCAGAGTACCTGTGA/SEQ ID N°:1471
FUES01 RT F GTCCTGCGTAGACGAGTCGAA/SEQ ID N°:1472
FUES01RTR AGCTTATGACAACAAATAGAACCGC/SEQ ID N°: 1473
NUESO RT F GCCACCATTGTACTCGTCCC/SEQ ID N°:1474

NUES0 RT R GAAGCCCGTCAGTCCAAGG/SEQ ID N°:1475

NUES0 RT2 F CCAGTGCATGTACTACCAAGGG/SEQ ID N°:1476
NUESORT2 R CTAGGCCGACTGATGCCG/SEQ ID N°:1477

FUES01 RT2 F ACTTACGCCGGAGTTATGAAAGAG/SEQ ID N°:1478
FUES01 RT2 R AAAAGTAGCAACCATCGTAGCAATC/SEQ ID N°:1479
FUES02 RT 751F CTAGAGGCTAAATACAAAGACAAGTTCG/SEQ 1D N°:1480
FUES02 RT 831R GAACGCACCGTACATGATCG/SEQ ID N°:1481

FUES03 RT 349F TTATCTTTATCTACTGGTGCGTTATTGC/SEQ ID N°:1482
FUES03 RT 430R ACGTCGAATGAGGCTTACACG/SEQ ID N°:1483

FUE 504 RT 296F CCAGCAGAAGTAATTTAGATGTTGAGTC/SEQ ID N°:1484
FUE 504 RT 431R CCACCAATGGGCAATTCC/SEQ ID N°:1485

NUE39 RT2 f GATAAGGAGGAATGGCGCAG/SEQ ID N°:1486

NUE38 RT2 R GCATCCTCTACTTGAGAGTTGAACAC/SEQ ID N°:1487
NUE3RT F CAACTTACTCCATGCGCTGGT/SEQ ID N°:1488
NUE3RTR GGCTGTTGTTCCTTAAGCCTAGAG/SEQ 1D N°:1489
NUE4 RT F ATGTTGTTTGGCCAGCAGGT/SEQ ID N°:1490

NUE4 RT R AAGTGGAACAGCGTGTGCTCT/SEQ ID N°:1491
NUE49RTF CCACAATCTTACCGTGAGACCA/SEQ ID N°:14 92

NUE4 $ RTR GTACTTAGAGGTAGATGACCCGAGGT/SEP. .ID_ _NO:14 93
NUE13RT F TGAGAGAATGTGGAAGGTTGCAT/SEQ ID N*:1494
NUE13RT R TCATGGTAGTCACAGATCCTGGTC/SEQ ID N°:1485

RES:
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Continuagéo 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 TTGTGTTGGGCGTGAGCA/SEQ ID N°:1500
NUE? Original RT R GGGAGGTGGAAGCAAGGC/SEQ ID N°:1501
NUES RT F AATGGCTTTCGAGGGACCA/SEQ ID N°:1502
NUEI RTR GGAGAACAAAGTAGATCTGCCCA/SEQ ID N°:1503
G3PDRTF CCTTGACATTGTTTCCAACGCTA/SEQ ID N°:1504
G3PDRTR GACAGTGGTCATGAGTCCCTCA/SEQ ID N°:1505
UBQ4 RTF CTTCTGAGCTTTTGTGATGTGATCA/SEQ ID N° 1506
UBQ4 RTR ATAAGTTTTTCCCGCAGACCG/SEQ ID N°:1507
NUES2RTF AGCCAAAGACCTTCGCTAACG/SEQ ID N°:1508
NUE52 RTR CCAGTCCTAGAGAAAGTGTATGGGA/SEQ ID N°:1509 5
GUSRT2 F GTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTG/SEQ ID N°:1510
GUSRT2ZR AATAACATACGGCGTGACATCG/SEQ ID N*:1511
Resultados
Cerca de doze eventos
transgénicos foram passados por triagem para cada
construcao. Os resultados foram altamente repetitivos e
mostraram que, dentro de 10 eventos aleatdrios de
transformacdo, cerca de 20 a 40 diferencas de dobra na
expressao transgene foram encontradas. Os exémplos

representativos de tais achados sdo mostrados nas Tabelas

\)

32, 33 e 34). Com base nesses achados, cerca de 5 eventos
diferentes mostrandeo os niveis de expressdo mais altos do
que a média, foram obtides para a validacdo adicional da
funcdo do gene (vide Exemplos 6 - 2).

Tabela 32

Resultados encontrados para NUE 43 |Nivel de Expressao|Nivel de expressao relativo ao nivel mais baixo

Normalizado de expressao 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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Continuagao da tabela 32

FUE_43 Evento 4 0,62021826 4,12577504
FUE_43 Evento 5 0,65818337 4378324085
'FUE_43 Evento 6 0,66609819 4,430974496
FUE_43 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 encontrades para NUE 49

Nivel de Expressao Normalizada

expressao averiguado

FUE_49 Evento 1 0,284411514 1

'FUE_49 Evento 2 0,40568304 1426394573
FUE_49 Evento 3 0,523073448 1842307439
FUE_49 Evento 4 0,606977918 2134153816
FOE 49 Evento 5 0747036597 2.626604621
FUE_49 Evento 6 0,763272592 2.6836909
FUE_49 Evento 7 1,057302538 3717508615
FUE_49 Evento 8 1,28937008 4533466532
FUE_49 Evento 9 1572327678 5528354517
FUE_49 Evento 10 1,750374095 6,154371426
FUE_49 Evento 11 4,491236228 15,79133054
FUE 49 Evento 12 10,44746677 36,73362806

Tabela 34

Resultados encontrados para NUE 16 | Nivel de Expressao|Nivel de expressédo relativo ao nivel mais baixo de
‘ Normalizada | expressao 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

7,346604

FUE_16 Evento 5

1,296067

9,020344

FUE_16 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

Nivel de expresséo relativo ao nivel mais baixo de
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EXEMPLO o

Eficiéncia melhorada do uso de
fertilizante no ensaio da cultura de tecido
Materiais e Métodos

Ensaio 1: Ensaio de eficiéncia

do uso de nitrogénioc usandeo plantinhas - O ensaio foi
realizado de acordo com Yanaglsawa-S. et gl com
modificagdes menores ("Metabolic engineering with Dofl
transcription factor in plants: Improved nitrogen

assimilation and growth under low-nitrogen conditions" Proc.

Natl. Becad. 8ci. USA 101, 7833=7838) .

@

As plantas transgénicas dgue
foram cultivadas por 7-10 dias em 0,5 x MS [Murashige-Skoog]
complementadas com um agente de selecdo foram transferidas
para duas condic¢des limitantes de nitrogénio: meio MS em gue
a concentracdo combinada de nitrogénio (NH;NO:. e KNO;) era de
0,2 mM ou 0,05 mM. As plantas foram permitidas a crescer por
30-40 dias adicionais e entadao fotografadas, individualmente
removidas do &agar (o broto sem as raizes) e imediatamente
pesadas (peso recente) para analise estatistica posterior.
As construcdes para as gquals somente as sementes Tl estavam
disponiveis no meio seletivo e pelo menos 25 mudas (cada uma
representando um evento independente de transformacédo) foram
cuidadosamente transferidas ao meio limitante de nitrogénio.
Para as construcdes que as sementes T2 estavam disponiveis,
diferentes eventos de transformacao foram analisados.

Normalmente, as plantas aleatoriamente selecionadas de cada

evento foram transferidas ao meio limitante de nitrogénio
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permitida para crescer por 3-4 semanas adicionais e
individualmente pesadas no final de tal periodo. As plantas
transgénicas foram comparadas para controlar as plantas
cultivadas em paralelo sob as mesmas condigdes. As plantas
transgénicas de imitacdo expressandc o gene repdrter uida

(GUS) sob o mesmo promotor foram usadas como controle.

Analise estatistica - Para
identificar os genes gue conferem a eficiéncia
significativamente melhorada do wusoc de nitrogénio (ou

tolerdncia aos estresses abidticos ou arquiteturas ampliadas
de raiz, vide abaixo), os resultados obtidos das plantas
transgénicas foram comparados aos obtidos das plantas de
controle. Os dados de &rea de planta, dados de peso da
semente e dados de peso de planta, foram analisados ANQOVA
unilateral. Para identificar os genes e construcdes de
sobre-realizagdo, os resultados dos eventos independentes de
transformacaoc testados foram analisados separadamente. Além
disso, 0S genes e construcdes também foram analisados
considerando os resultados obtidos de todos os eventos
independentes de transformacéao testados da construcao
especifica. Para a analise do gene versus controle, o teste
Student t ou teste Tukey HSD foi aplicado, wusando a
significéancia de p<l, 05, 0 pacote de software de

estatisticas de JMP foil usado (Versdo 5.2.1, SAS Institute

)

Inc., Gary, NC, USA). A mesma anédlise estatistica foli usada

n

nos Exemplos 6-9 que seqgque.
Resultados

As seqléncias de

A41
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polinucleotidio da presente invencdo foram ensaiadas por um
numero de tracos comercialmente desejados.

A Figura 7 mostra a capacidade
de FUE 504 ou FUE39 para melhorar NUE das plantas
transgénicas expressando os mesmos. Claramente, as plantas
transgénicas crescidas no nitrogénio s&o maiores e mais
pesadas do que as plantas de controle expressando um gene de
controle sob o© mesmo promotor usado para expressar oS
transgenes. Para verificar que o aumento na massa atingido
pelas plantas transgénicas é estatisticamente significativo,
as plantas foram individualmente pesadas e os resultados de
toda a populacdo dos eventos analisados. Conforme mostrado
na Tabela 35 abaixo, as plantas transgénicas expressando
FUE 504 sédo significativamente mais pesadas do dgque as

contrapartes de controle. 0s resultados demonstram um

o

melhoria em NUE, considerando gue as plantas transgénicas

7]

expressando o FUE 504 Sao capaze de produzir
significativamente mais biomassa do que as plantas de
controle com 1inicio a partir de um meio deficiente

semelhante de nitrogénio.

Tabela 35

Nitrogénio conc. Peso Médio Quadrado Menor (mg)  |Erro Padréo
0,2 mM Candidato 1 55185185 0,3626

0,2 mM Controle 3,032 10,3769

*os resultados sao significativamente diferentes a = 0,05

Netavelmente, sempre que as

plantas Tl forem usadas para ensaiar o efeito de FUE 504;

portanto, cada planta testada é um resultado de um evento
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diferente de transformacdo. Tendo isso em mente, & claro que
o efeito averiguado para plantas Tl é em decorréncia do

transgene que nao é associado com o local de integracido d

@]

transgene.

Quando as plantas de T2 foram
ensaladas, os resultados foram passiveis de reproducdo no
caso em que trés transformacdes independentes aumentaram o
peso recente eram evidentes sob as condigdes limitantes de
nitrogénio. Os resultados semelhantes foram obtidos para

FUE 39 e FUE 52. Conforme mostrado na Tabela 36 abaixo, tré

w

@)

eventos transgénicos independentes contribuiram comn
aumento da biomassa de plantinha de acordo com condicées
limitantes de nitrogénioc. Os resultados indicam gque a
expressdo de FUE 39 e FUE 502, da mesma forma, induzem uma
melhoria significativa na eficiéncia do uso de nitrogénio.

Tabela 36: Média de quadrado menor do peso recente medido a
partir de ~25 plantinhas cultivadas por 30 dias na
concentracdo combinada de nitrogénio de O0On05 mM (NH,NO; e

KNO4) (resultados analisados usandoc o teste t Student)

Nivel Menor Média Quadrada

TT105:FUE_52 Evento 1 | A ' ) ' 6,8000000
TT105:FUE_39 Evento1 | A | B 6,5352941
TT105::FUE_52 Evento 2 B 5,6272727
TT105::FUE_38 Evento 2 B 5,6240000
TT105::FUE_504 Evento B 5,5956522 |
1

TT105::FUE_39 Evento 3 C|D 5,4400000
TT105::FUE_504 Evento 2 C|D 5,166667
TT105::FUE_52 Evento 3 c|D 5,1473684
TT105::FUE_504 Evento 3 RNE | 4,8882353
TT105:GUS FI1&|H|I ) 3,6458333
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Os resultados semelhantes foram
obtides ao verificar os mesmos eventos em concentracio
semelhante de nitrogénio de 0,2 mM. Os quatro eventos
transformados com TT105::NUE 39 produzido estatisticamente a
biomassa maior significativa quando comparado as plantas de
controle. Os resultados semelhantes foram obtides com 3
eventos transformados com TT105; :NUE_52 e 2 eventos
transformados com TT105::NUE 504 conforme mostrado na Tabela 37.
Tabela 37: Menor médiaz quadrada do peso recente medida de -

25 plantinhas cultivadas por 30 dias na concentracao

]

combinacao de nitrogénio de 0, mM (NH,/NO- e KNO5)

(resultados analisados usando o teste t Student)

Nivel Menor Média Quadrada
TT105::FUE_504 Evento 1 A 75250000
TT105;:FUE_52 Evento 1 AlB 7,4571429
TT105::FUE_39 Evento 1 AlB 7,2000000
TT105::FUE_39 Evento 2 AlB|C 6,7312500
TT105::FUE_39Event3 AlB|C|D 6,6000000
| TT105::FUE_52 Evento 2 AlB[C|D - 6,5869565
TT105:FUE 504 Evento 2 BIC|D 6,3280000
TT105:FUE 39 Evento 4 c|D F ‘ 5,8454545
TT105::GUS (CONTROLE) GIH|IJ 45720000

Os niveis ndo conectados pelsa
mesma letra sdo significativamente diferentes

Os resultados positivos também
foram obtidos em um ensaic realizado usando sementes T1 das
plantas transgénicas expressando em excesso FUE 8, FUE 14 ou
FUE 40 sob um promotor ubiquo constitutiveo (35S), conforme
mostrado na Tabela 38 abaixo.

Tabela 38: Menor média quadrada do peso recente medido a

=
/

partir de ~25 plantinhas cultivadas por 2

digs em 0,05 e

fuq
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0,2 mM de concentracdo combinada de nitrogénio (NH;NO: e
KNQ3) (resultados analisados usandc o teste t Student MANOVA)

Nivel Menor Média Quadrada

35S::FUE 14 B - 6,614423
35S::FUE 40 B |[€ 5,552381
35S::FUE 8 G 5252
358::GUS Evento 1 B |E |F 4217095
358::GUS Evento 2 ’ F 3,27

Os nlveis nao

conectados pela

mesma letra sdao significativamente diferentes

Os resultados semelhantes foram

obtides para diferentes

expressando o©s genes FUE.

eventos de

Uma construcdado

outras construcoes

adicional com o

gene FUE 32 sob o promotor 358 foli werificada wusando esse

ensaio conforme mostrado na Tabela 39 abaixo.

dois eventos independentes de

excesso o gene FUE 49 e evento

FUE 4, FUE 3, ou FUE 43

biomassa mais alta produzida

Além disso,

expressando em

s adicionals transformados com

mostraram significativamente

nas condicdes limitantes de

nitrogénio testadas conforme mostrado na tabela 392 abaixo.

Tabela 39:

partir de ~25 plantinhas cultivadas por 2

0,2 mM de concentracdo

Menor média quadrada do peso

combinada de

recente medido a

{

dias em 0,05 e

nitrogénio (NH4NO; e

KNOz) (resultados analisados usando o teste t Student MANOVA)

Nivel Menor Media Quadrada
35S::FUE_43 evento 1 A 5572

35S8::FUE_49 evento 1 A |B 5,025

35S::FUE_3 evento 1 A |B 4924

5134.1 |A |B 47

358::FUE_49 evento 2 A |B 4512

35S8::FUE_4 evento 1 A (B E 4,383333

tipo selvagem FIG [H |l [J|K [L 3123944

358::GUS H il |[J[K|L[M [N [O]|P 2,702041
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Os niveis nao conectados pela
mesma letra sdo significativamente diferentes

Considerando os resultados
obtidos usando esse ensaio, diversos genes FUE mostraram sua
capacidade de induzir uma melhcria significativa na
eficiéncia do uso de nitrogénio. 0Os genes que mostraram o©s
resultados significados Sao: FUE 504, FUE 39, FUE 52,
FUE 502, bem como o seguinte grupo de genes: FUE 14, FUE 8,

FUE 40 e FUE 49, FUE 3, FUE 4 e FUE 43.

Ensaio 2: Ensaio de ©planta
total da eficiéncia do uso de nitrogénio: Taxa de
crescimentc na concentracdoc limitada de nitrogénio - Um

ensaio adicional projetadeo para identificar a eficiéncia
melhorada do uso de nitrogénioc foli desenvolvido. Esse ensaio
segue o crescimento da é&rea de roseta das plantas cultivadas
na estufa com disponibilidade limitada de nitrogénic. As
sementes esterilizadas de superficie foram plantadas e as
plantas cultivadas em 25 °C sob ciclos diadrios de 23 horas
de luz 1 hora de escuro por 7-10 dias no meio 0,5 x
Murashige-Skoog na presenca de 2 % de sacarose. As mudas de
tamanho semelhante foram cuidadosamente transferidas para
vasos de 100 ml enchidos com um suporte de meio de
crescimento inerte (uma mistura de perlita). As mudas foram
permitidas a desenvolver por uma semana adicional irrigadas
com uma solucdo contendo abastecimento abundante de micro e
macronutrientes. 0O excesso de fertilizante foi lavado dos
vasos com pelo menos dois volumes de &agua de torneira de

baixo nitrato. Entdo, as plantas foram individualmente

446
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inspecionadas e somente as plantas saudéavels foram
escolhidas para andlise da taxa de crescimentoc. As plantas
escolhidas foram aleatoriamente distribuidas em diversas
bandejas e usadas para ensaio para anadlise da taxa de
5 crescimento sob condigcdes limitantes de nitrogénio. As
condicdes limitantes de nitrogénio constantes foram
atingidas irrigando as plantas com uma solucdo contendo 0,5
mM de nitrogénio inorgdnico (concentracdo combinacdao de KNOs
e NH4NOz), complementada com 2 mM de CaCl-, 1,25 mM de KH:.PO,,
| . 10 1,50 mM de MgSO;, 5 mM de KC1, 0,01 mM H:BO: e micro-
| elementos. Para sequir o crescimento da planta, as bandejas
| foram fotografadas no dia em que as condigdes limitantes do
} nitrogénic foram iniciadas e subseqgiientemente a cada 2-3

dias por ~20 dias adicionais. A &area de planta da roseta foi

Ja—
wn

entdo determinada a partir das fotografias digitais usando a
metodologia descrita na Figura 6. 0O software ImageJd fol
usado para gquantificar o tamanho da planta a partir das
fotografias digitais (http: 7/ esbh.. Info.nih.gaviijl)

utilizando scripts proprietédrios projetados para analisar o

. 200 tamanho da area de roseta a partir das plantas individuais
comec uma funcgdo do tempo. A porcentagem de crescimento foi
calculada como a proporcdc da area de roseta da planta
dividida pela area de planta inicial medida no dia 1. Para

identificar as plantas transgénicas dentro do experimento, a

[0
n

presenca do gene marcador de selecdo foi wverificada usando
PCR. As amostras de folha foram obtidas das plantas, o DNA
genémico foi extraido e servide como modelo para um PCR

usando iniciadores especificos para o gene marcador de
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selecao. As plantas positivas foram rotuladas com a
finalidade de excluir da analise as plantas nao

transgénicas.

Tabela 40: Iniciadores usados para a andlise de PCR:

Nome do Iniciador Seqliéncia do Iniciador /SEQ 1D N°:
NPTII-F CGAGAAAGTATCCATCATGGC/SEQ ID N%:1512
NPTII-R ATGTCCTGATAGCGGTCCGC/SEQ ID N°:1513
Resultados
Em concordédncia comn os

resultados obtidos no ensaio anterior em que o FUE 39
mostrou NUE melhorado, os resultados aqui apresentados
mostram que o FUE 392 significativamente melhorou NUE em

todas as plantas. Conforme mostrado na Tabela 41 abaixo,

dois eventos independentes transgénicos expressando FUE 39

0

foram encontrados para exibir NUE otimizado quando comparado
as plantas do tipo selvagem ou plantas transgénicas
expressando o dgene reporter GUS sob o mesmo promotor usado
para exXpressar o transgene FUE 39.

Tabela 41: FUE 39 mostra os resultados de um ensaio de taxa
de crescimento sob condigdes limitantes de nitrogénio. Dois

eventos mostrando NUE otimizado foram mostrados.

Nivel Menor Media Quadrada
358::FUE_39 A 867,53380
Evento 1
35S::FUE_39 B 685,52595
Evento 2
Tipo selvagem C |D [590,28343 B
Os niveis ndo conectados pela

mesma letra sdo significativamente diferentes
Além de FUE 39, da mesma forma,
os eventos expressando em excesso FUE 7 e FUE 41 foram

encontrados para exibir a taxa otimizada de crescimento sob
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condicbes limitantes do nitrogénio. Conforme mostrade na
Tabela 42, a expressdo de FUE 7, FUE 41, FUE 50, FUE 16 de
acordo com o promotor 35S é& significativamente melhor do que

as plantas de controle (tipo selvagem ou expressando um gene

reporter de acordo com promotor 358).
Tabela 42
Nivel
Menor Média Quadrada
5351.3 (35S::FUE_7) A
‘ 1184,9559
5375.1 (35S::FUE_41) A
7 | 1010,5752
5345.1 (35S::FUE_50) A [B
956,9474
5361.2 (35S::FUE_16) B |C
\ 824,0414
45457 (35S::GUS) ) D [E [F [6 [H
| 1515,8663

Os niveis ndo conectados pela
mesma letra sdo significativamente diferentes

Desgsa forma, O ensaio agui

descrito segue a capacidade da planta de crescer em
condicdes limitantes do nitrogénio. Considerando que as
plantas transgénicas acima descritas desenvolveram-se
significativamente mais rapidas do gque as plantas de
controle, pode ser presumido gque os eventos pendentes foram
capazes de assimilar a disponibilidade do mnitrogénio e
converté-lo a matéria orgénica. Como todas as plantas no
experimento foram tratadas de forma semelhante, os
resultados indicam que os eventos pendentes foram capazes de
utilizar de forma mais eficiente © nitrogénio disponivel e,

do uso de

portanto, exibir a eficiéncia otimizada

nitrogénio.

Ensaio 3: Ensaio de Producdo da

Aua
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Semente em disponibilidade 1limitada de nitrogénio As
plantas de milho abscrvem e armazenam a maioria do
nitrogénio nas folhas e talo até a floracdo. Os nutrientes
armazenados sao entdo redistribuidos as sementes de
desenvolvimento. No ©presente ensaio, as plantas foram
cultivadas em condicdes limitadas do mnitrogénio

detalhado no Ensaio 2 acima por cerca de 5 dias
cultivadas até a maturidade total somente com

torneira. Portanto, as plantas sdo forcadas a redistribuir
nitrogénio armazenado &s sementes de desenvolvimento.
plantas que armazenam mais nitrogénio sd3oc esperadas para ter
uma melhor producdo. As sementes foram coletadas das plantas
individuais e a producdo fol medida como o peso da semente.
A producdo de pelo menos cerca de 6 plantas transgénicas foi
normalmente medida para cada eventec testado.

Resultados

Nesse ensalo, as plantas

transgénicas expressando em excesso o FUE 43 (sob o promotor

358) foram encontradas como tendoe aumentado o rendimento da
semente conforme mostrado na Tabela 43. 0Os resultados de um
dos eventos sao abalixo apresentados.

Tabela 43

Nivel TMenor Média Quadrada

9151.2(35s::NUE43) 0,10411111

4542 .4 (358::GUS) | D F |G 0,06647500

Os mniveis ndo conectados pela
mesma letra sdo significativamente diferentes

Considerados em conjunto, os
resultados mostrados aqui demonstram gque os genes desta

invencdo sdo capazes de melhorar os diferentes aspectos da
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eficiéncia do uso de nitrogénio conforme demonstrado pelos

resultados dos diferentes ensaios aqui revelados.
EXEMPLO 7

Avaliacdo do crescimento
planta transgénica sob condicdes de estresse abiético

A tolerancia a salinidade ou
estresse osmdtico tem o objeto de identificar os genes que
confere melhor germinacdo, vigor da muda ou crescimento em
alto sal, seca ou combinacdo dos mesmos ou outros estresses
ambientais. As plantas diferem em sua tolerdncia ao estresse
de sal, alto osmbético e seca durante diferentes etapas de
desenvolvimento. Portanto, a germinacao de semernte,
desenvolvimento da planta e rendimento foram avaliados
independentemente sob as diferentes condicdes de estresse.

Um tipico teste de tolerancia
de salinidade ¢é produzido obtendo as plantas em diferentes
etapas de desenvolvimento e irrigando-as com concentracoes
crescentes de NaCl (por exemplo, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 400
mM) ou concentracao constante de NaCl. As plantas
transgénicas sdo entdo comparadas as plantas de controle em
sua aparéncia fenotipica externa, grau de desvigor e sucesso
geral para atingir a maturidade e progénie de rendimento nas
concentracdes inibitérias para as plantas de controle. Os
par@metros quantitativos da tolerdncia medida incluem, o
peso médio seco e Umido, e o peso das sementes produzidas, o
tamanho médio da semente e o numero de sementes produzidas
por planta. Os ensaios de estresse osmbético (incluindo

ensaios de NaCl e manitol) s&o conduzidos para determinar se
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um fendtipo tolerante ao estresse osmoético é especifico de

NaCl ou se em um fendétipo geral relacionado aoc estresse
osmético. 0Os ensalos de seca sdo realizados, por exemplo,
irrigacdo de parada durante longo periodo e medicdo da taxa
de desvigor, recuperacdo e producdo final. As plantas
tolerantes ao estresse osmdtico sdo de modo geral mais

tolerantes as condigdes de seca, salinidade e congelamento

i

e, portanto, sao altamente wvaliosas em termos de tracos
agrondmicos.
Materiais e Métodos

0 método usado para testar as
plantas para tolerancia aumentada ao estresse abidtico

incluli o teste de germinagdo e crescimente da muda scob

condicbes adversas, tais como, alta salinidade e alto
asmético.

Ensaio de germinacao sob
estresses abidticos - Os testes de germinacdo comparam a

porcentagem das sementes das plantas transgénicas dgue
poderiam concluir o processo de germinacdo (protrusido de
radicula do revestimento da semente e abertura completa de
cotiledéneos) para a porcentagem das sementes das plantas de
controle tratadas da mesma forma.

A avaliagdo da germinacaoc e

a

o)

\

b=
/i

vigor da muda fol conduzida por trés semanas
plantacdo. Para medir a germinacdo e crescimento da muda, as
sementes das plantas T2 foram esterilizadas na superficie e

individualmente plantadas em placas quadradas de &agar

contendo, por exemplo, meio basal sclidificado (50 % de meio
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Murashige-Skoog (MS) + vitaminas complementadas com 0,8 % de
agar da planta) complementadas com alta salinidade (150 mM

de NaCl) ou alto osmbético (210 mM de manitol). Apds a

N0
o
(G

plantacdo, as placas foram transferidas por 2-3 dias em
para estratificacdo e entdo crescimento por trés semanas.

Para seguir a germinacac e
crescimento em condicdes adversas, as plantas foram passadas
por triagem manual ou automaticamente e o tamanho da planta
faa determinado. Diversos eventos independentes de
transformacdo selecionados do Exemplo 5 foram analisados de
cada construcdo. As plantas expressando o0s genes desta
invencdo foram comparadas as plantas de controle (tipo
selvagem ou plantas de imitacdo transformadas) plantadas nas
mesmas placas sob as mesmas condicdes.

Crescimento da muda sob
estresse abldotico - Um experimentc complementar realizade
com as mudas apdés a toleradancia das plantas as condicées

adversas. As sementes esterilizadas de superficie foram

plantadas no meio basal [50 % do meio Murashige-Skoog (MS) +
vitaminas complementadas com 0,8% de &gar da planta como

agente de solidificacdoc] na presenca de Kanamicina (para
plantas transgénicas) ou em sua auséncia (para plantas de
controle do tipo selvagem). Apbs a plantacédo, as placas
foram transferidas por 2-3 dias em 4 °C para estratificacéo

e entdo crescimento em 25 °C sob ciclos didrios de 23 ho

]

cl

)}

de luz e 1 hora de escuro por 7 a 10 dias. Nesse ponto de
tempo, as mudas aleatoriamente escolhidas foram

cuidadosamente transferidas é&as placas contendo condicdes de

159
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alta salinidade (150 mM de NaCl) ou condicdes parecidas com
a alta osmolaridade encontrada durante a seca (210 mM de
manitol). O crescimento da planta foi seguido como uma
funcdo do tempo utilizacdo formacdo de imagem digital. Para
seguir o crescimento da planta em condigcdes adversas, as
plantas foram fotografadas no dia em que foram transferidas
as condicbes de estresse (Dia 1). As fotografias foram
subseqlientemente tiradas em dias alternados apbs a
transferéncia das plantas & condicdo de estresse e até 12

dias apdés a transferéncia. A &rea de planta da roseta foi

entdoc determinada a partir das fotografias digitais. O
software Imaged fol usado para quantificar o tamanho da
planta a partir das fotografias digitais
(thttp://rsb. info.nih.gow/i31/) . Os scripts proprietarios

foram projetados para analisar o tamanho das &reas de roseta
das plantas individuais como uma funcdo do tempo. A Figura 6
mostra a metodologia usada para quantificacdo da é&area de
imagem. Cinco a dez eventos independentes de transformacao

foram analisados de cada construcdo e pelo menos 6 plantas

aleatoriamente selecionadas de cada evento foram analisadas

1

em cada experimento de estresse. A

62

 plantas expressando 0s

+
ul]
i
0

D
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genes desta invencéado foram comparadas as plant
plantadas nas mesmas placas induzindo o estresse (controles
interno) ou na medicdo média de todas as plantas de controle
usadas no mesmo experimento (todos os 5 controles).
Resultados

A tolerdncia de salinidade e

osmotica fol ensaiada pelo seguinte crescimento da planta
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durante o estresse, conforme evidenciado pela &rea verde da
planta. Os diversos genes e construgdes foram verificados
usando o procedimento acima descrito e os resultados
significativos de tolerédncia foram averiguados. Por exemplo,
as plantas transgénicas expressando em excesso 0S seguintes
genes demonstraram estatisticamente toleré&ncia melhorada
significativa ao estresse de alta salinidade: FUE 7, FUE 10,
FUE 14, FUE_16, FUE 33, FUE 37, FUE 39, FUE 40, FUE 41,
FUE 47, FUE 50, FUE 502, FUE 503 e FUE 504.

Além disso, o©os seguintes genes

fornecem resultados estatisticamente significativos o

acumulo da tolerédncia ao estresse abidético das plantas
transgénicas expressando em excessO a mesma guando expostas
a0 estresse de alta osmolaridade: FUE 3, FUE 9, FUE 10,
FUE 13, FUE_ 37, FUE 39, FUE 40, FUE 41, FUE 43, FUE 49,
FUE 502, FUE 503 e FUE 504.

Além disso, as plantas
transgénicas expressando FUE 43 e FUE 503 foram averiguadas
como tendo capacidade aumentada de germinar sob as condicdes
altas osméticas (Dados ndo demonstrados) .

Além do mais, as plantas
transgénicas expressando 0sS seguintes genes mostraram
significativamente tolerdncia aumentada aoc estresse abidtico
a salinidade ou alta osmolaridade: FUE 10, FUE 37, FUE 39,
FUE 40, FUE 41, FUE 502 e FUE 504.

Deve ser observado que

Q

significéancia dos resultados € de modo geral apoiada pelos

diversos eventos transgénicos expressando ©s genes acima e,

ABD
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em alguns casos, sob diferentes promotores. A Tabela 44a-b
resume esses achados. 0Os resultados sdo expressos como a
porcentagem da area de crescimento relacionada ao tamanho da
planta quando transferida as condicoes de estresse (i.e., Dia 1)

5 Tabela 44a - lista de genes mostrando crescimento melhorado

da muda sob estresse de salinidade

Gene Promoter Ensaio de Crescimento da muda de Salinidade
FUE_502 358 Evento/Gene Menor Média Quadrada |
51253 A 40261787 I
CONTROLE B ‘ 270,40066 :
. FUE_503 Evento/Gene Menor Media Quadrada
5184,3 A 314,80237
CONTROLE B 163,06265
FUE_504 358 Evento/Gene Tenor Média Quadrada
51475 A 335,25831
CONTROLE B 258,27089
TT105 Nivel Menor Média Quadrada
54329 A 52538863 |
54335 A 382,86771
5433 4 A 4697902
54336 A 342,96170
CONTROLE B 25788942
FUE_7 358 Evento/Gene Menor Media Quadrada
53518 A 508,52644
. CONTROLE B 410,02970
FUE_10 358 Evento/Gene Menor Média Quadrada :
53311 A 40486015 |
CONTROLE B 320,63800
FUE_14 RootP Experimento realizado em plantas T1
Evento/Gene Menor Média Quadrada
RootP::FUE14 A 239,97813
36S::GUS B 193,74654
358 Evento/Gene Menor Media Quadrada =
54513 A 170,50102
5454 1 A 15477155
5454 4 | A B 151,64574
CONTROLE C 130,92706




Continuagdo da tabela 44a
FUE_16

Tabela 44b -
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Experimento realizado em plantas T1

~ Evento/Gene

Menor Média Quadrada

RootP:FUE16

A

184,69992

358::GUS

B

146,24402

Experimento realizado

em plantas T1

Evento/Gene

Menor Média Quadrada

RootP::FUE33

A

237,73455

358::GUS

B

20299142

Experimento realizado

em plantas T1

Evento/Gene

Menor Média Quadrada

RootP::FUE37

A

228,14620

355::GUS

195,15386

Evento/Gene

Menor Média Quadrada

51311

272,46189

CONTROLE

B |C

196,66170

Experimento realizado em plantas T1

Evento/Gene

Menor Média Quadrada

RootP::FUE_40

261,52868

358::GUS

160,65573

Evento/Gene

Menor Media Quadrada

53731

462,27789

CONTROLE

C

373,83060

Experimento realizado em plantas T1

Evento/Gene

Menor Média Quadrada

FUE47

20237548

355:GUS

142 22673

Evento/Gene

Menor Média Quadrada

53431

452 75078

CONTROLE

376,63355

da muda sob estresse osmético

Gene Promotor

FUE_502 358

lista de genes mostrando crescimento melhorado

Ensaio de Crescimento da muda Osmotico

Evento/Gene

Menor Media Quadrada

51269

512510

- 156,16627

51251

145 40683

CONTROLE

9251323




Continuagao da tabela 44b
TT105
FUE_503
FUE_S04 TT105
FUE_3 358
FUE.8 RootP
FUE_10 358
FUE_13 35S
RootP
FUE_37 RootP
FUE_39 358
FUE_40 358
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Experimento realizado em plantas T1

Evento/Gene Menor Média Quadrada
TT105::FUES02 A 14594616
TT105:GUS B 129,39693

Evento/Gene Menor Média Quadrada
51823 A 163,93440
51812 A 151,83208
CONTROLE B 126,70438

Experimento realizado em plantas T1

Evento/Gene

Menor Media Quadrada

TT105::FUES04 A 172,68759
TT105:GUS B 145,85106
Evento/Gene Menor Média Quadrada
52131 A 309,25610
CONTROLE B c 244 05079
Evento/Gene Menor Média Quadrada
RootP::FUEY A 213,03081
358::GUS B 175,62303
Evento/Gene Menor Média Quadrada
5331 1 A 438,55622
CONTROLE B 202,58577
Evento/Gene Menor Media Quadrada
523527 A 312,47256
CONTROLE, 7 B | C 233,04378
Experimento realizado em plantas T1
Evento/Gene B Mener Media Quadrada
RootP::FUE13 A 173,97881
36S::GUS B 134,41030

Experimento realizado em plantas T1

Evento/Gene

Menor Média Quadrada

RootP::FUE37 A 205,43584
355::GUS B 168,89783
Evento/Gene Menor Média Quadrada
5131.1 A 261,25201
CONTROLE B

177,03349

Experimento realizado em plantas T1

Evento/Gene

Menor Média Quadrada

RootP::FUE_40

14216470

36S8::GUS

- 125,81481
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Continuagéo da tabela 44b
FUE_41 358 Evento/Gene Menor Média Quadrada
53732 A 306,74015
53714 B 23180773
CONTROLE (5 196,22318
FUE_49 355 Evento/Gene Menor Média Quadrada
5243 3,7 dias A 382,37255
CONTROLE, 7 dias B | C 270,81987
EXEMPLO 8
Avaliacdes de alteracoes na
arquitetura de raiz nas plantas transgénicas
Muitos tracos chave na

agricultura moderna podem ser explicados por alteracdes na
arquitetura de raiz. O tamanho e profundidade da raiz
correlacionam-se a toleradncia de seca e eficiéncia do uso de
fertilizante. Os sistemas de raiz mais profunda podem
acessar a agua em camadas mais profundas do solo. De forma
semelhante, um sistema de raiz altamente ramificada fornece
melhor cobertura do solo, portanto, pode efetivamente
absorver todos os macro e micronutrientes disponiveis
resultantes na eficiéncia otimizada do uso de fertilizante.
Para testar se as plantas transgénicas produzem uma
diferente estrutura de raiz, as plantas foram cultivadas emn
placas de &gar colocadas verticalmente. As placas foram
fotografadas em dias alternados e o© comprimentc maximo e
drea total coberta pelas raizes da planta foram avaliados a
partir das fotografias digitais. A partir de cada construcao
criada, diversos eventos independentes de transformacao
foram verificados em duplicatas. Para avaliar as diferencas
significativas entre as caracteristicas da raiz, um ANOVA

usando o teste t Students foi utilizado com a finalidade de
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identificar os eventos mostrando as caracteristicas
pendentes de raiz e fornecer um escore estatistico dos
achados (ensaios estatisticos estdo descritos acima) .

Resultados

aspectos da arquitetura de raiz, tal como area teotal da rai:
coberta e profundidade méxima (comprimento) atingidos pelo
sistema de raiz, fol averiguado que as plantas transgénicas

expressando o0s denes FUE possuem caracteristica notaveils.

(63}

Por exemplo, as plantas transgénicas expressandc em excesso

FUE 10 e FUE 49 foram averiguadas como tendo uma mal

._
=

cobertura de &rea de raiz com base nas medicdes realizadas
21 dias apds a germinacdo (vide Tabela 45).

Tabela 45: Area de Raiz (em cm”®) medida no dia 21

Nivel Menor Média Quadrada
21 dias 35S::NUE10 A 1,3313852
21dias 35S:NUE49 A 1,3253389
21 dias 35S::GUS B |C 1,1289837

Os niveis nao conectados pela
mesma letra sdo significativamente diferentes

De forma semelhante, as plantas
expressando em excesso FUE 16 e FUE 7 original foram
averiguadas para produzir a arquitetura de raiz mais longa
(vide Tabela 46 abaixo). FUE 16 foi averiguado para produzir
0 sistema de raiz penetrante mais répido de todas as
construgdes testadas em todos os dias testados (7, 14 e 21

dias apds a germinacéao) .

sugerem dque as plantas expressando em excesso FUE 1€é e 25

FUE 7 Original atingem camadas de solo mais profundas

leo
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comparadas as outras plantas no mesmo periodo de tempo.
Essas plantas sdo esperadas para recuperar de forma maxima
os fertilizantes e &gua do solo e suportar melhor os
periodos malis longos de seca.

Tabela 46: Analise estatistica do comprimento da raiz (em

cm) medida no dia 21

Nivel Menor Média Quadrada
21 dias 35S::FUE_7_Original A 6,5156396
21 dias 35S::FUE_16 A |B 116,1808293
21 dias 35S:: GUS C |[D |[5,5097884

Os niveis nao conectados pela
mesma letra sdo significativamente diferentes

A arguitetura otimizada de raiz
permite que as plantas transgénicas expressando os genes FUE
absorvam de forma bem-sucedida os nutrientes (fertilizantes)
e agua disponiveis no solo. A captacdo e recuperacdo de
nutriente aumentadas em uma caracteristica chave ©para
eficiéncia melhorada do uso de fertilizante e toleréancia ao
estresse abidtico. Os sistemas de raiz mails profundos
permitem que as plantas acessem &a agua disponivel nas
camadas mais profundas do solo, otimizando a tolerédncia para
prolongar os periodos de seca e, portanto, garantir al
rendimentos também sob condigdes rigidas.

EXEMPLO 9

i
)
o

Plantas expressando FUE40
caracterizadas por uma arquitetura de planta para producao
maxima de semente.

A presenca de multiplos o&rgéos
produzindo semente (vagens, frutos, etc.) e fortes talos de

floracdo ¢é a caracteristica chave para produzir altos

101
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rendimentos de semente. Ao reduzir a presente invencdo a
préatica, 0SS presentes 1inventores averiguaram de forma
surpreendente que as plantas transgénicas expressando FUE 40
sob um promotor constitutivo melhoraram a arquitetura do
brgdo reprodutive. Os talos de floracdo eram raramente
rigidos e fortes e transporte um grande numero de siliquas
(vide Figura 9 mostrando os diferentes eventos independentes
de transformacdo). Os resultados foram confirmados por um
ensaio triplo cego identificando as plantas com mais
siliquas por planta, provavelmente devideo ac crescimento
mals rapido dos brotos laterais de inflorescéncia. De forma

interessante, todas as plantas eram diferentes eventos de

transformacdo com a mesma construcao, gene NUE40 sob o
promotor 355 (vide Pig. ). Essa alteracao nas
caracteristicas de desenvolvimento da planta pode ser uszada
para significativamente aumentar o rendimento de semente de

uma planta.
EXEMPLO 10

CT-8 [(BEQ I N¥: 1340,1341) &

CT-71 (8EQ ID N©°: 1342,1343) conferem telerancia & seca e

U

rendimento aumentado do tomate tTransgénico

Ao ainda reduzir a presente
invencdo a pratica, os presentes inventores revelaram de
forma surpreendendo que CT 9 (SEQ ID N°. 1340, 1341

previamente revelada no Pedido PCT N° W0O2005/121364) e CT 71

(SEQ ID N°. 1342 e 1343, previamente revelada no Pedido -PCT

D

N° W02005/121364) confere resisténcia a seca e rendimentos

aumentados nas plantas transgénicas expressando o mesmo.
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CT_2 e CT_71 foram revelados no Pedido PCT N° W02005/121364
para Evogene Litd. € na US5.597.718 {(CT _71}.
Materiais e Procedimentos Experimentais

Fnsaio de seca - 0O ensalo de

seca aqui descrito foi efetuado n

ol
6]

condicdes em campo
imitando o estresse de seca ao controlar a gquantidade de
agua abastecida e os intervalos de seca. 0O ensaio, sistema
de 1irrigacdo por gotejamento de uma fonte (OSDTY ; =
semelhante ao campo do fazendeiro, considerandoc que cria
deficiéncia de &gua de uma forma relativamente uniforme e
permite a medicdo do efeito da seca em populacdes de pegueno
tamanho de plantas.

Assim, © @presente método de
irrigacdo pode ser efetuado conforme segue:

(a) colocagdo em um solo de um sistema de irrigacédc por
gotejamento de modo a obter os orificios de irrigacao
distribuidos 20-40 cm (p.ex., 30 cm) entre si nas direcdes

e Y; e

(b) irrigacgcdo continua através de cada um dos referidos
orificios de irrigacdo em uma taxa de irrigacdoc de 0,5-2
litros de agua por hora.

Uma configuracdo de um sistema
de 1irrigacdo (10) para imitar as condicdes de seca gque
compreende os seqguintes componentes e ilustrado na Figura 10
pode ser usada em conformidade com o©s ensinamentos da
presente invencao:

(1) um sistema de irrigacdc por gotejamento com uma

pluralidade de orificios de irrigacdo 12 distribuideos 20-40
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cm entre si nas direcdes X e Y; e

4 para

—

(ii) um sistema de controle e abastecimento de &gua
continuamente irrigar cada um dos referidos orificios de
irrigacdoc 0,5-2 1litros de a&agua por hora. O0s gotejadores
preferidos usados sao a linha de gotejador de parede espessa
compensador por pressdo com sistemas de anti-sifdo e anti-
dreno (UniRam™ CNL #16010, Taxa de Fluxo 1,6 1l/h da Netafim
Israel). O sistema anti-sifdc impede o fluxo de retorno de

sujeira na linha do gotejador engquanto o sistema de anti-

w0

drenoc (CNL) elimina o efeito de drenagem e reenchimento, e
melhora a eficiéncia na irrigacdo por pulso.
0 método de @STT foi

desenvolvido com base nos sistem

o
4]
Q.
]
=
=
3
-
(
Q.
T

aspersores de fonte de linha (Hanks et al. 1976 Soil Sci.

Soc Am. J. 40 p. 426-429) com modificacdes significativas.

Al

Ao 1nvés de irrigacdac por

m

r'sor, a irrigacde por

0y

Sp
gotejamento foi usada. Com a finalidade de criar uma camada
umida uniforme e profunda (pelcoc menos profundidade de 60cm)
e nao a camada com formato de cebocla que é tipicamente
criada pela irrigacdo por gotejamento, um sistema de

L

(

an

irrigacdo por gotejamento de compensacao de baixa press

o

foi usado que permite o fornecimento de pequena dquantidade
em um periodo de tempo relativamente longo.

O experimentoc foi criadeo a 1luz
do solo durante o verdo de 2006 (de julho a setembro), em um
armazém em campo aberto préoximo a Rehoveot, Israel.

A capacidade de &agua do solo

foi medida usando os procedimentos padrdoc ao amostrar o solc
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das seguintes trés profundidades: 0 a 20 cm, 20 a 40 cm e 40
a 60 cm. O teor de a&agua nessas camadas de soleo foi medida
rotineiramente a cada semana. O solo continha 5 % de &gua
higroscépica, enquanto a capacidade maxima de &gua do solo
era de 20 %. Todos os fertilizantes foram aplicados no solo
antes da plantacao. A quantidade de fésforo e potéassio foi
calculada como suficiente para toda a temporada. 0
nitrogénio foi aplicado conforme recomendado, igualmente a
todos os tratamentos através do sistema de irrigacdo.

Cada fileira, com largura de
193 cm, continha as linhas de irrigacdo por gotejamento
criando a cobertura de nove gotejadores por 1 metro
gquadrado. O controle de é&gua foi feito separadamente para
cada tratamento. O solc fol seco completamente antes do
inicio do experimento.

A plantacdao foi feita em uma
condicdo de sementeira sob irrigacdoc regular de &gua. As
mudas foram transplantadas apds quatro semanas no solo
umido. A quantidade de agua que foi usada para uniformemente

irrigar antes do transplante atingiu a capacidade maxima de

o\@

agua (20 w/w) na profundidade de 60 cm, entretanto sem
criacao de sobrecarga de agua. Cada planta foli transplantada
préoxima a um gotejador, 30 cm de distédncia entre as plantas

com uma densidade total de 2600 plantas por 1000 met

i~

)]

@]

quadrados, de acordo com o protocolo comercial d

D

crescimento. O experimento fol estruturado em gquatro blocos

contendo trés fileiras irrigadas com diferentes niveis de

dgua e 1intervalos (WLI-0, WLI-1, WLI-2). O0Os diferentes
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regimes de agua tiveram inicio somente quatro semanas apds a

transplantacado, gquando as plantas atingiram a

floracdao. A quantidade de Aagqua abastecida a cada

durante o ensaio fol calculada em cada inicio da semana apds
ds recomendacdes dos protocolos padrdao de crescimento.

QO tratamento WLI-0 recebeu

volume de irrigacdo semanal total recomendado, porém

dividido em trés irrigacdes. Os dois outros tratamentos

(WLI-1 e WLI-2) representam dois diferentes niveis de

™
93]

deficiéncia de &agua. O WLI-1 também fol irrigadec tré

n

veze

o)
@3
.

por semana, porém a quantidade de agua fornecida fol met.

da irrigacao fornecida ao WLI-0. No final de cada semana, as

1)

plantas WLI-1 receberam a gquantidade de &gua exigida para
atingir a capacidade méxima de adgua do solo. O WLI-2 ndo foi

irrigado durante a semana, porém, ao invés disso, no inicio

)

de cada semana. A &gua fol fornecida par atingir a

ui]

capacidade méxima de agua. O experimento de es e de agua

)]
t

res

n

durou todo o periodo de floracdo (23 dias) correspondente a
4 ciclos dos estresses acima descritos. Apds isso, todos os
tratamentos receberam a quantidade recomendada de &agua.

0O calculo da quantidade de &agua

era igual a diferenca entre o tecr de agua no solo seco com
capacidade maxima de agua. No fina de cada ciclo de
estresse, a quantidade de agua foli comparada entre os
tratamentos de acordo com o teor efetivo de agua no solo
(Tabela 47).

Tabela 47 Teor de agua (%) no solo no final do 4° ciclo de

estresse (23 dias)
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Teor de agua no solo (% w/w)
Tratamento / Profundidade do Solo (cm) Controle - WLI-O WLI-1 WLI-2
0-20 13 14 10
20-40 ) 16 12 12
40-60 18 12 11

De nota, durante os tratamentos
do pericdo de estresse WLI-1 e WLI-2 recebidos no total de
75 % menos agua comparado ao controle (WLI-0).

Clonagem de gene e expressar
A identificacéao bioinformatica, clonagem - avaliacéao
fenotipica de CT-92 e CT-71 foram descritos na Patente N°:
W02005/121364.

T8 ou ET=1 ligados as
construgdes binarias, compreendendo o promotor 358 foram
transformados em plantas de tomate wvia transformacias de
Agrobacterium tumefacience.

60 uL das células competentes
de Agrobacterium tumefaciens LB4404 (cerca de 10”7 células/mL)
foram transformadas com 20 ng de plasmidio bindrio wvia
eletroporacao; usando um eletroporador MicroPulser (Biorad),
0,2 cm de cadinhos (Biorad) e programa de eletroporacao EC-2
(Biorad) .

As células de Agrobacterium
foram cultivadas em 0,8 mL de meio liquido de LB em 28 °C
por 3 h e 0,2 mL da suspensdo de célula fol preparada em
placas de &gar LB complementadas com a estreptomicina de
antibiético de 300 mg/L (para cepa de Agrobacterium LB4404)
e kanamicina 50 mg/L (Sigma). As placas foram entéo

incubadas em 28 °C por 48 h.

As colbnias de Agrobacterium

164
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foram cultivadas e a amplificacdo por PCR foi realizada nas
células de Agrobacterium, usando os iniciadores que foram
projetados para estender a segiiéncia inserida no vetor
binario.

Qs produtos de PCR foram
separados em 1,5 % de géis de agarcse e o0s tamanhos de
produto foram determinados ao comparar o meio de DNA (MBI
Fermentas). Os produtos de PCR com o tamanho previsto foram
seqiienciados usando os iniciadores gque foram usados para a
amplificacdo de PCR. O seqlienciamento da seqiiéncia inserida
foli realizado para verificar que os clones corretos foram
introduzidos nas células de Agrobacterium.

0 seqlilenciamento de DNA foi
efetuado wusando o seqlienciador de ABI 377 (Amersham
Biosciences Inc.).

Transformacao das plantas de
tomate Micro-Tom com CT 8 ou CT-71 — A transformacdo de
tomate (Lycopersicon esculentum, var MicroTom) e cultivacao
das plantas transgénicas foi efetuada de acordo com Curtis

et al. 1995 Methods Mol Biol. 1995;44:59-70., e Meissner et.

n

al. 2000, Plant J . 2000 May:22(3):265-74. Rpo a
transformacao, as plantas de tomate T1 MicroTom foram
cultivadas em uma mistura contida em wvasos de 1000 ml, até a
colheita do conjuntc de fruto e sementes T2. As plantas
transgénicas de tomate micro-torn tomate expressando em
excesso 0s genes CT-9 ou CT-71 sob a regulacdo do promotor
358 foram polinizadas de forma cruzada com as plantas de

variedade comercial MB2. Obtendo aleatoriamente quatro
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plantas originadas de quatro diferentes eventos de insercao
representando o efeito de posicdo. Os hibridos de Fl1 que
incluem o transgene foram usados para avaliacdo adicional.

Como um controle negativo, as plantas nac transgénicas que

Hh

se segregaram das mesmas populacdes transgénicas m

[a1]

or
usadas. Para distinguir entre as plantas transgénicas e nao
transgénicas, wuma triagem de PCR fol efetuada usando os
iniciadores do gene NPTII conforme descrito no exemplo 6.

Resultadoeos

N

()]

etapa de amadurecimento do

fruto de cerca de 90 % d

QO
0

frutas vermelhas, as plantas
foram avaliadas e os frutos foram colhidos. O desempenhc da
planta feci avaliado ao medir a massa das coberturas,
comprimento de raiz e massa. A producdc foli medida ao obter
os frutos de tamanho total vermelhos e verdes para cada
planta. 0s resultados foram analisados usando o teste de um
lado Anova e resumidos na Tabela 48, abaixo.

Tabela 48: Rendimento total de

fruto das linhas de planta cultivadas sob estr

D

severo (WLI-2) expressando o gene CT-9 comparado as plantas

de controle.

Nome da linha Media do peso de fruto de tamanho
completo total por planta (g) - construgéo| Média do peso de fruto completo total por planta
de gene

(g) — melhor evento de desempenho

Controle - plantas nao|656 ¢

transgénicas 656 ¢
CT-71 692 be
i 707 be
CT-9 782 a
840 a
a, b, ¢ - Niveis n&do conectados pela mesma letra sac

estatisticamente diferentes significativamente em P<0,05

leq
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As linhas transgénicas

T

expressando em excesso CT-9 mostraram significativamente
maior rendimento do fruto sob condicdes severas de
deficiéncia de A&gua (WLI-2) comparadas as plantas de
controle.

A melhoria no rendimento feoi
observada também sob irrigacdo regular de &agua para as
linhas expressando CT-9 e CT-71 (vide Tabela 49, abaixo).
Tabela 49: Rendimento total de fruto das linhas de planta
eXpressando em excesso CT-9 comparado as plantas de controle

cultivadas sob irrigacado favoravel de agua (WLI-O0)

Nome da linha Média do peso de fruto de tamanho|Média do peso de fruto completo total por
completo total por planta (g) - construgao|planta (g) — melhor evento de desempenho
de gene

Controle negativo - plantas|820 b 820b

nao transgénicas

CT-T1 1010 a 1046 a R

CT-9 993 a 997 ab

a, b, ¢ - Niveis nado conectados pela mesma letra sa&ac

estatisticamente diferentes significativamente em P<0,05

EXEMPLO 11

Plants expressando em excessc
FUE 34 Evo sé&do caracterizadas pela ramificacdo otimizada
lateral

O controle da ativacao lateral
de botdes pode ter um importante papel na agricultura
moderna e criacdo de flores e ornamentos. No caso da criacéc
moderna do milho, os criadores trabalharam por muitos anos
com relagcdo a reducdc de brotos (ramos lateral) com a
finalidade de criar plantas de unica casca gque atingem a

maturacdo simultaneamente. Por outro lado, o controle de

afilhamento na criacdo do arroz também possui importéncia,
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pois cascas multiplas permitirdo a producdo de diversas
paniculas na mesma planta, enquanto o afilhamento em excesso
possuil efeitos deletérios sobre a planta. De forma
semelhante, a ramificacdo lateral e importante para
ornamentos, por exemplo, para produzir multiplas flores a
partir do mesmo talo, ou para produzir flores grandes unicas
a partir de cada talo.

Conforme mostrado na Figura 8,

an

as plantas que expressam FUE 34 Evo exogerno S
caracterizadas por ramificacdo multipla do broto . A

expressdao de FUE 34 Evo (SED ID N°: 54) sob um promotor

ubiquo constitutivo provocava fendtipo de ramificacaoc
lateral ativo raramente. Todos o0s eventos transgénicos
obtidos com essas construcoes exlibem esse fendtipo
especifico de ramificacdo em cada né. Esse fendétipo pode ser

resultade de perda da dominancia apical da planta ou mais
provavel & expressdo continua de Evo 34 Evo de acordo com ©
promotor constitutivo ubiquo. Evo 34 € um fator de
transcricdo de caixa MADS que contém, além disso, os locais
de fosforilacao putativos para quinase de proteina
dependente de cAMP-e cGMP, quinase de caseina II e qguinase
de Proteina C. A expressao de acordo com um promotor
preferido de raiz, tal como, RootP provocada pela criacac de
um fendtipo de raiz altamente ramificado compacto.
FUE 34 Evo pode ser, portante, usado, por exemplo, pare
projetar plantas com ramificacdo controlada, adicionando um

promotor induzivel ou constitutive ativo em determinadas

partes anatdémicas da planta e/ou determinadas etapas de
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desenvolvimento. De forma semelhante, © gene pode ser
silenciado e, dessa forma, o afilhamento ou ramificacido
lateral terd@o a alta probabilidade de ser evitado. Outro uso
potencial para esse gene é para MAS (Criacao assistida de
marcador) .

EXEMPLO 12

Segliéncias ortélogas e
homélogas

A Tabela 50 lista um resumo das
seqlidncias ortélogas e homélogas das seqgliéncias de

polinucleotidio e segiiéncias de polipeptidioco da invencac
identificada usando BLAST (programa TBLASTX) com pelo menos
85% de semelhanca em pelo menos 85% de todo o comprimento da

proteina.

Tabela 50
Gene SEQ ID N°: organismo Espécie cobertura | identidade de
Polinucleotidio/polipeptidio | porcentagem
FUE 1 219/768 milho Zea mays 100 100
FUE 1 220/769 arroz Oryza saliva 89,47 7744
FUE 1 221770 sorgo Sorgo bicalor 87,22 81,95
FUE 1 222/771 ~ |cana de agucar | Saccharum officinarum 88,72 84,98
FUE 1 i 223/772 trigo Triticum spp. 96,99 96,24
FUE 1 224/773 trigo Triticum spp. 100 98,5
FUE 2 225/774 milho Zea mays 98 48 95 45
~ FUE2 2261775 milho Zea mays 100 100
FUE 2 2271776 milho Zea mays 100 100
FUE 2 T 228/777 sorgo Sargo bicolor 39,39 4.85
FUE 2 ) 229/778 sorgoi Sorgo bicolor 89,39 84,85
FUE 2 230/779 S0rgo Sorgo bicolor 89,39 8485
FUE 2 231/780 trigo Tnticum spp. 100 100
FUE 3 ' 232/781 milho Zea mays 92,08 88.12
FUE 3 233/782 milho Zea mays 100 99,01
FUE 3 234/783 milho Zea mays 100 100
FUE 3 235/784 milho Zea mays ' 100 100
FUE 3 236/785 sorgo Sorgo bicolor 8812 85,15
FUE 3 237/786 sorgo [ 'Sergo bicolor 88,12 8515
FUE 3 238/787 cana de aglcar | Saccharum officinarum 96,04 91,09

AL
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Continuagao da tabela 50

FUE 3 239/788 trigo Triticum spp. 100 99,01

FUE 4 240/789 milho Zea mays 97,63 96,45
FUE S 241/790 cevada Hordeum vulgare 89,68 76,98
FUE S 242(791 cevada Hordeum vulgare 89,68 76,98
FUES 243/792 algodao Gossypium ssp. 8571 72,22
FUE S 244/793 algodao Gossypium ssp. 85,71 72,22
FUES 245/794 milho Zea mays 91,27 77,78
FUE 5 246/795 milho . Zea mays 88,89 80,16
FUES 247/796 milho Zea mays 88,89 80,16
FUES 248/797 milho Zea mays 98,41 9524
FUE 5 249/798 milha Zea mays 99,21 99 21

FUES 250/799 milho Zea mays 100 100

FLES 251/800 arroz Oryza sativa 86,51 80,16
FUES 252/801 arroz Oryza sativa 86,51 80,16
FUE S 253/802 arroz Oryza sativa 91,27 83,33
FUES 254/803 arroz Oryza sativa 92,06 83,33
FUES 255/804 sesame Sesamum indicum 85,71 73.81

FUES 256/805 sesame Sesamum indicum 85,71 74,6

FUES 257/806 sorgo Sorgo bicolor 88,1 7857
FUES 258/807 sorgo Sorgo bicolor 97,62 92,06
FUE S 259/808 sorgo Sorgo bicolor 97,62 92.06
FUE 5 260/809 cana de agucar | Saccharum officinarum 88,89 80,95
FUES 261/810 cana de aglicar | Saccharum officinarum 9762 93,65
FUE S 262/811 tabaco Nicotiana spp. 8571 70,63
FUE S 263/812 tabaco Nicotiana épp. 85,71 70,863
FUES 264/813 tabaco Nicotiana spp 85,71 70,63
FUESD 265/814 trigo Triticum spp. 80,48 76,98
FUES 266/815 trigo Trificurm spp 91,27 76,98
FUES 267/816 trigo Triticurn spp. 80,48 76,98
FUES 268/817 trigo Tticun spp. - 91,27 7.78
FUES 269/818 trigo Trticum spp 85,71 79,37
FUE 40 270/819 cevada Hordeum vulgare 85,89 7781

FUE 40 271/820 milho Zea mays 85,89 80,37
FUE 40 272/821 milho Zea mays 85,89 80,37
FUE 40 273/822 milho Zea mays 100 100

FUE 40 274/823 arroz Oryza sativa 85,89 7117
FUE 40 2751824 S0rgo Sorgo bicolor 86,5 73,01

FUE 40 276/825 sorgo Sorgo bicolor 86,5 73,01

FUE 40 277/826 sorgo Sorgo bicolor 90,8 86,5

FUE 40 ) 2781827 s0rgo Sorgo bicolor 91,41 87,73
FUE 40 279/828 sorgo Sorgo bicolor 91.41 87,73
FUEY 280/829 milho Zea mays 98,63 98,63
FUET 281/830 S0rgo Sorgo bicolor 87,67 86,3

FUEQ 282/831 milho Zea mays 100 100

FUE 8 283/832 s0rgo Sorgo bicolor 94 35 90,4

FUE 10 284/833 milho Zea mays 99,14 99,14
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Continuagdo da tabela 50

FUE 11 285/834 milho Zea mays 96,83 94 44
FUE 11 286/835 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 11 289/838 milho Zea mays 97,62 96,03
FUE11 290/839 milho Zea mays 98,41 96,63
FUE 11 ~291/840 milho Zea mays 96,83 96,63
FUE 11 292/841 milho Zea nays 97,62 97 62
FUE 11 293/842 milho Zea mays 98,21 §9,21
FUE 11 294/843 sorgo Sorgo bicolor 91,27 85,71
FUE 11 295/844 sorgo Sorgo bicolor 91.27 85,71
FUE 11 296/845 cana de aglcar | Saccharum officinarum 881 8413
FUE 11 297/846. trigo | Triticurn spp. 96,03 95,24
FUE12 298/847 milho Zea mays 892 98,93
FUE T2 299/848 milha Zea mays 99 47 99,2
FUE 12 300/849 milho Zea mays 99,73 99,2
FUE 12 301/850 arroz Oryza sativa 90,67 80,53
FUE 13 302/851 milho Zea mays 100 100
FUE 14 303/852 cevada Hordeum vulgare 85,33 77,23
FUE 14 304/853 cevada Hordeurmn vulgare 8578 79,56
FUE 14 305/854 cevada Hordeum vulgare 87.11 80,44
FUE 14 306/855 cevada Hordeum vulgare 88,44 81,78
FUE 14 307/856 cevada Hordeurn vulgare 88,44 81,78
FUE 14 308/857 milho Zea (mays 85,78 75,11
FUE 14 309/858 milho Zea mays 85,78 75,11
FUE 14 310/859 milho Zea mays 86,22 76
FUE 14 311/860 milho Zea mays 86,22 76
FUE 14 312/861 milho Zea mays 87,11 78,22
FUE 14 313/862 milho Zea mays 85,33 81.33
FUE 14 314/863 | milho Zea mays 92, 44 88,44
FUE 14 315/864 milho Zea mays 92 44 88,89
FUE 14 316/865 milho Zea mays 92,89 88,89
FUE 14 317/866 milho Zea mays 92,89 89,33
FUE 14 318/867 milho Zea mays 93,33 89,33
FUE 14 319/868 milho Zea mays 9333 89,33
FUE 14 320/869 milho Zea mays 94 67 90,22
FUE 14 321/870 milho Zea mays 100 100
FUE 14 322/871 milho. Zea mays 100 100
FUE 14 323/872 arroz Oryza sativa 85,33 7333
FUE 14 324/873 arroz Oryza sativa 85,33 1333
FUE 14 325/874 arroz Oryza sativa 85,33 74,22
FUE 14 326/875 arroz i Oryza saliva 85,33 74,22
FUE 14 327/876 arroz Oryza saliva 86 77.78
FUE 14 328/877 arroz Oryza saliva E] 77.78
FUE 14 329/878 arroz Oryza saliva 85,78 79,56
FUE 14 330/879 arroz Oryza sativa 85,78 79,56

434
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Continuagao da tabela 50

FUE 14 331/880 arroz Oryza sativa 86,67 80,89
FUE 14 332/881 arroz Oryza saliva 86.67 81,33
FUE 14 333/882 arroz Oryza sativa 86,67 81,33
FUE 14 ~ 334/883 arroz Oryza safiva 88 81,78
FUE 14 335/884 arroz Oryza sativa 87,56 81,78
FUE 14 336/885 arroz Oryza sativa 88 81,78
FUE 14 337/886 arroz Oryza sativa 87,56 81,78
FUE 14 338/887 arroz Oryza sativa 87,56 82,22
FUE 14 339/888 arroz Oryza sativa 87,56 82,22
FUE 14 340/889 arroz Oryza sativa 87,56 8267
FUE 14 341/890 arroz Ol];za saliva 87,56 82,67
FUE 14 342/891 arroz Oryza sativa 88 83,11
FUE 14 343/892 arroz Oryza sativa a8 83,11
FUE 14 344/893 sorgo Sorgo bicolor 86,22 76,44
FUE 14 345/894 sorgo Sorgo bicolor 86',227 76,44
FUE 14 346/895 sorgo Sorgo bicolor 86,22 77,33
FUE 14 347/896 sSorgo Sorghumbicolor 86,67 77,78 -
FUE 14 348/897 saorgo Sorgo bicolor 93,33 89,76
FUE 14 342/898 s0rgo Sorgo bicolor 93,78 89,78
FUE 14 350/899 sorgo Sorgo bicolor 93,78 89,78
FUE 14 351/900 sorgo | Sorgo bicolor 93,78 90,22
FUE 14 352/901 $0rgo Sorgo bicolor 93,78 90,22
FUE 14 353/902 sorgo Sorgo bicolor 94,67 90,67
FUE 14 354/903 trigo Trticum spp 8711 80,44
FUE 14 355/904 trigo Triticum spp 88,69 80,89
FUE 14 356/905 trigo Trticum spp 87,56 81,33
FUE 14 357/906 trigo Trticum spp 87,11 81,33
FUE 14 358/907 trigo Triticum spp. 88 81,78
FUE 14 359/908 trigo Triticum spp. 59,33 81,78
FUE 14 360/909 trigo Trticum spp. 90,22 83,11
FUE 14 361/910 trigo Triticum spp 89,33 83,11
FUE 15 362/911 milho Zea mays 100 100
FUE 15 363/912 sorgo Sorgo bicolor 89,32 88,26
FUE 16 364/913 milha Zea mays 88,21 83,59
FUE 16 365/914 milho Zea mays 100 100
FUE 16 366/915 S0rgo Sargo bicolor 87,69 83,59
~ FUE17 367/916 cevada | Hordeurn vulgare 88,84 79,68
FUE 17 368/917 cevada Hordeumn vulgare 88,84 79,68
FUETT 369/918 milho Zea mays 94 42 88,45
FUE17 370/8919 milhe Zea mays 100 100
FUE17 371/920 milho Zea mays 100 100
FUE 17 3721921 arroz Oryza sativa 89,24 78,49
FUE 17 373/922 sorgo Sorgo bicolor 96,02 52,03
FUE17 374/923 trigo Trticurm spp 58,45 79,28
FUE 17 375/924 trigo Tnticum spp. 89,64 80,08
FUE 30 376/925 milho Zea mays 97,8 97,8
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FUE 30 377/926 milho Zea mays 98,31 97,97
FUE 30 378/927 milho Zea mays 99,66 99,66
FUE 30 379/928 milho Zea mays 99,83 99,83
FUE 30 380/929 milho Zea mays 99,83 99,83
FUE 30 381/930 arroz Oryza saliva 87,46 79,15
FUE 30 382/931 arroz Oryza safiva 87,46 79,15
FUE 30 383/932 s0rgo Sorgo bicolor 91,69 85,93
FUE 30 384/933 cana de aglicar | Saccharum officinartm 92,03 87,29
FUE 31 385/934 milho Zea mays 99,15 98,98
FUE 31 386/935 arroz Oryza sativa 88,05 81,74
FUE 31 387/936 arroz Oryza sativa 88,05 81,74
FUE 31 388/937 trigo Triticurn spp. 8515 75.94
FUE 32 389/938 milho Zea mays 100 100
FUE 32 390/939 arroz Oryza sativa 89,47 85,65
FUE 33 391/940 cevada Hordeum vulgare 928 88,64
FUE 33 392/941 cevada ~ |Hordeumn vulgare 93,63 89,75
FUE 33 393/942 milha Zea mays 99,72 99,72
FUE 23 394/943 milho Zea mays 99,72 99,72
FUE 33 395/944 arroz Oryza sativa 83,35 90.3
FUE 33 396/945 arroz Oryza sativa 93,63 90,58
FUE 33 397/846 sorgo Sorgo bicolor 85,32 75,35
FUE33 398/947 sorgo Sorgo bicolor 8532 79,35
FUE 33 399/948 s0rgo Sorgo bicolor 97.51 96,68
FUE 33 400/949 sorgo Sorgo bicolor 97,78 96,95
FUE33 401/950 cana de agucar Saccharum officinarum 85,04 79.9
FUE 33 402/951 cana de aglicar | Saccharum officinarum 97.51 96.68
FUE 33 403/952 trigo Trticum spp. 93,35 89,75
FUE 34 Evo 404/953 milho Zea mays 96.25 94,58
FUE 34 Evo 405/954 milho Zea mays 96.25 94,56
FUE 34 Evo 406/955 arroz Oryza sativa 86,25 76,67
FUE 34 Evo 407/956 arroz | Oryza sativa 87,92 78,33
FUE 34 Evo 408/957 arroz Oryza sativa 925 85,83
FUE 34 Evo 409/958 arroz Oryza sativa 92,92 86,25
FUE 34 Evo 410/959 trigo Triticum spp 875 78,75
FUE 34 Pat - 411/960 milho Zea mays 100 100
FUE 34 Pat 412/961 larroz Oryza sativa 85,83 76,67
FUE 34 Pat 413/962 arroz Oryza sativa 87,5 78,33
FUE 34 Pat 414/963 arroz Oryza sativa 92,08 85,42
FUE 34 Pat 415/964 arroz Oryza sativa 925 85,83
FUE 34 Pat 416/965 trigo Triticumn spp 87,5 78,75
FUE 35 417/966 milho Zea mays 98,41 96,03
FUE 35 418/967 milho Zea mays 100 97,62
FUE 35 419/968 milho Zea mays 100 100
FUE 38 420/969 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 87,43 74,86
FUE 36 421/970 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 87,98 75,41
FUE 36 422/971 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 90,16 77,87
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FUE 36 423/972 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 90,16 77.87
FUE 36 424/973 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 90,98 80,87
FUE 36 425/974 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 92,35 82,51
FUE 36 426/975 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 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 36 430/979 cevada Hordeum vulgare 92,35 86,34
FUE 36 431/980 cevada Hordeum vulgare 97,27 93,72
FUE 36 432/981 cevada Hordeum vulgare 97,27 93,72
FUE 36 433/982 algodao Gossypium ssp 8716 .87
FUE 36 434/983 algodao Gossypium ssp 85,79 78.42
FUE 36 435/984 algodao Gossypium ssp. 89,60 82,24
FUE 36 436/985 algodao Gossypium ssp. 90,16 82,79
FUE 36 437/986 milho Zea mays 918 84,97
FUE 36 438/987 milho Zea mays 98,91 98,91
FUE 36 439/988 milho Zea mays 98,91 98,91
FUE 36 440/989 milho Zea mays 100 99,73

“FUE 36 441/990 alamo Populus spp 91,53 83,06
FUE 36 442/991 glamo Populus spp 8153 83,33
FUE 36 443/992 arroz Oryza sativa 90,98 83,06
FUE 36 444/993 arroz Oryza sativa 90,98 83,06
FUE 36 445/994 arroz Oryza sativa 91,26 86,61
FUE 36 446/995 arroz Qryza sativa 91,26 86,61
FUE 36 447/996 arroz Oryza sativa 96,17 29
FUE 36 448/997 arroz Qryza sativa 96,17 92.9
FUE 36 449/998 sorgo Sorgo bicolor 9262 87,16
FUE 36 450/999 sorgo Sorgo bicolor 99,18 89,18
FUE 36 451/1000 sorgo Sorgo bicolor 99,18 99,18
FUE 36 452/1001 soja Glycine max B87.7 77,87
FUE 36 ~ 453/1002 soja Glycine max 89,34 76,96
FUE 36 454/1003 soja | Glycine max 89,34 79,51
FUE 36 455/1004 soja Glycine max 89,34 78,51
FUE 36 456/1005 soja Glycine max 89,62 79,78
FUE 36 457/1006 soja Glycine max 92,35 84,15
FUE 36 458/1007 cana de aglicar | Saccharum officinarum 98,91 98,63
FUE 36 459/1008 cana de agucar | Saccharum officinarum 98,91 98.91
FUE 36 460/1009 girassol Helianthus annuus 87,43 76,78
FUE 36 461/1010 tabaco Nicotiana spp 91,53 8361
FUE 38 462/1011 tomate Solanum lycopersicum 877 78,69
FUE 36 463/1012 tomate Solanum lycopersicum 877 78,69
FUE 36 464/1013 tomate Solanum lycopersicum 92,62 847
FUE 36 465/1014 trigo Trticurm spp. 86,89 80,05
FUE 36 466/1015 trigo Trticum spp 91,53 8552
FUE 36 467/1016 trigop Triticum spp 97,27 93,99
FUE 37 468/1017 cevada Hordeum vulgare 91,55 83,1
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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 37 471/1020 arroz Oryza sativa 95,07 88,03
FUE 37 472/1021 arroz Oryza saliva 85,07 88,03
FUE 37 473/1022 cana de aglcar Saccharum officinarum 97,18 93,66
FUB 37 474/1023 trigo Triticum spp 91,55 83,1

FUE 38 475/1024 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 86,79 69,97
FUE 38 476/1025 Arabidopsis Arabidopsis thallana 86,79 6997
FUE 38 477/1026 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 86,79 70,27
FUE 38 478/1027 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 85,89 73,27
FUE 38 479/1028 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 85,89 13.27
FUE 38 480/1029 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 85,80 73,27
FUE 38 481/1030 cevada Hordeum vulgare 85,29 67.57
FUE 38 482/1031 cevada Hordeurm vulgare 85,29 67,57
FUE 38 483/1032 cevada Hordeum vulgare 85,59 6817
FUE 38 484/1033 cevada Hordeumn vulgare 85,89 69,37
FUE 38 486/1034 cevada Hordeum vulgare 85,89 e iz
FUE 38 486/1035 cevada - Hordeum vulgare 86,19 AT
FUE 38 487/1036 cevada Hordeum vulgare 86,19 PLAT
FUE 38 488/1037 cevada Hordeum vulgare 85,59 73,87
FUE38 489/1038 algodao | Gossypium ssp. 85,89 69,97
FUE 38 490/1039 algodao Gossypium ssp. 85,29 69,97
FUE 38 491/1040 algodao Gassypium ssp. 85,89 72,97
FUE 38 492/1041 algodao Gossypium ssp 87,08 72.97
FUE 38 493/1042 algodao Gossypiuim ssp 85,89 73,27
FUE 38 494/1043 algodao Gossypium ssp 86.79 73,87
FUE38 495/1044 algoddo Gossypium ssp. 86,49 7417
FUE 38 496/1045 algodao Gossypium ssp. 89,79 77,48
FUE 38 497/1046 uva Vitis ssp 86,79 72,97
FUE 38 498/1047 uva Vitis ssp 86,79 72,97
FUE 38 499/1048 uva Vitis ssp. 90,09 80,18
FUE 38 500/1049 milho Zea mays 85,29- 67,87
FUE 38 501/1050 milho Zea mays 85,29 67,87
FUE 38 i 502/1051 milho Zea mays 85,29 68,47
FUE 38 503/1052 milho Zeamays 85,59 A7
FUE 38 504/1053 milho Zea mays 85,89 AT
FUE 38 505/1054 milho Zea mays 85,89 7107
FUE 38 506/1055 milho [Zea mays 85,89 i d
FUE 38 507/1056 milho Zea mays 85,89 7147
FUE 38 508/1057 milhe Zea mays 85,89 71,47
FUE 38 509/1058 milho Zea mays 86,19 73,87
FUE 38 510/1059 milho Zea mays 86,19 74,77
FUE 38 - 511/1060 milho Zea mays 86,19 74,77
FUE 38 512110861 milho Zea mays 100 100

FUE 38 513/1062 alamo. Populus spp 89,49 79,28
FUE 38 514/1063 alamo Populus spp 89,49 79,88
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FUE 38

515/1064

arroz Oryza sativa 85,59 6817
FUE 38 516/1065 arroz Oryza sativa 85,59 68,17
FUE 38 517/1066 arroz Oryza sativa 85,59 68,77
FUE 38 518/1067 arroz Oryza sativa 85,59 68,77
FUE 38 519/1068 arroz Oryza sativa 87,39 72,07
FUE 38 520/1069 arroz Oryza sativa 87,39 72,07
FUE 38 521/1070 arroz Oryza sativa 86,79 73,57
FUE 38 522/1071 arroz Oryza sativa 86,79 73.57
FUE 38 5231072 arroz Oryza sativa 85,89 73,87
FUE 38 524/1073 arroz Oryza sativa 85,60 73,87
FUE38 | 5251074 arroz Oryza sativa 86,79 75,3
FUE38 | 526/1075 arroz Oryza sativa 86,79 75,38
FUE 38 527/1076 arroz Oryza sativa 96,4 91,59
FUE 38 528/1077 arroz Oryza sativa 96,4 91,59
FUE 38 529/1078 sorgo Sorgo bicolor 85,29 67.87
FUE 38 530/1079 sorgo Sorgo bicoilor 85,29 67,87
FUE 38 531/1080 sorgo Sorgo bicolor 86,19 69,07
FUE 38 532/1081 sorgo Sorgo bicolor 85,89 1,77
FUE 38 533/1082 sorgo Sorgo bicolor 87,39 72,07
FUE 38 534/1083 sorgo Sargo bicolor 98,1
FUE 38 535/1084 sorgo Sorgo bicolor 991 7.6
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 38 539/1088 soja Glycine max 86,49 71,47
FUE 38 540/1089 soja Glycine max 86,79 71,77
FUE 38 541/1090 soja Glycine max 85,89 72,67
FUE 38 542/1091 soja Glycine max 85,29 7327
FUE 38 543/1092 soja Glycine max 86,79 7417
FUE 38 544/1093 soja Glycine max 86,79 7417
FUE 38 545/1094 soja Glycine max 85,59 75,38
FUE 38 546/1095 soja Gn’ycfngmax 88,29 77,78
FUE 38 547/1096 soja Glycine max 88,29 78,08
FUE 38 548/1097 sBja Glycine max 88,89 78.38
FUE 38 549/1098 cana de aglcar | Saccharum officinarum 85,29 67,87
FUE 38 550/1099 cana de aglicar | Saccharum officinarum 86,49 72,07
FUE 38 551/1100 cana de agUcar Saccharum officinarum 88,79 75-08
FUE 38 552/1101 cana de aglcar | Saccharum officinarum 99,4 §7.9
FUE 38 553/1102 tabaco Nicotiana spp 86,79 12,97
FUE 38 554/1103 tabaco Nicotiana spp 86,79 72,97
FUE 38 555/1104 tabaco Nicotiana spp 87,39 75,38
FUE 38 556/1105 tabaco Nicotiana spp 87,99 76,28
FUE 38 557/1106 tabaco Nicotiana spp. 87,99 76,28
~ FUE 38 558/1107 tomate Solanum lycopersicum 86,19 69,67
FUE 38 559/1108 tomate Solanum lycopersicum 86,49 72,37
FUE 38 560/1109 tomate Solanum lycopersicum 90,69 78,38
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FUE 38 561/1110 ;lomate Solanum lycopersicum 90,69 78,38
FUE 38 562/1111 trigo Tnticum spp. 85,59 68,17
FUE 38 563/1112 trigo Triticurn spp 85,89 69,67
FUE 38 564/1113 trigo ) Triticum spp 86,19 i
FUE 38 565/1114 trigo Tnticurm spp 85,89 71.47
FUE 38 566/1115 trigo Triticurn spp 85,89 71.47
FUE 38 567/1116 trigo Tnticum spp. 86,49 R
FUE 38 568/1117 trigo Trticum spp 85,59 73,87
FUE 38 569/1118 trigo Triticum spp 93,69 86,49
FUE 39 57011119 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 91,93 81.17
FUE 39 571/1120 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 91,93 8117
FUE 3¢9 57211121 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 91,83 81.17
FUE 39 573/1122 Arabidopsis Arabidopsis thallana 91,48 81.61
FUE 39 574/1123 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 91,48 81,61
FUE 39 575/1124 canola Brassica ssp. 3013 79,82
FUE 39 576/1125 cevada Hordeum vulgare 93,27 79,82
FUE 39 57711126 cevada Hordeum vulgare 83,27 79,82
FUE 39 5781127 cevada Hordeum vulgare 90,58 80,72
FUE 39 579/1128 cevada Hordeurn vulgare 80,58 80,72
FUE 39 580/1129 |cevada Hordeum vulgare 98,65 94,62
FUE 39 581/1130 cevada Hordeum vulgare 98,65 94 62
FUE 39 58211131 algodao Gossypium ssp 93277 80,72
FUE 39 - 583/1132 algodao Gossypium ssp 93,27 g1,61
FUE 39 584/1133 algoddo Gossypium ssp 9417 82,06
FUE 39 585/1134 algodao " |Gossypium ssp 94,62 82,06
FUE 39 586/1135 algodao Gossypium ssp. 94,17 82,06
FUE 39 587/1136 algodao Gossypium ssp 9417 82,96
FUE 39 588/1137 algodao Gossypium ssp. 95,07 83,86
FUE 39 589/1138 uva Vitis ssp. 93,72 82,96
FUE 39 ~ 590/1139 uva Vitis ssp 9327

FUE 39 591/1140 uva Vitis ssp. 93,72

FUE 39 592/1141 milho Zea mays 94,62

FUE 39 593/1142 milho Zea mays 93,27 79,82
FUE 39 594/1143 milho Zea mays 92,83 80,27
FUE 39 . 595/1144 milho Zea mays 93,27 80,72
FUE 39 596/1145 milho Zea mays 94,17 80,72
FUE 39 597/1146 milho Zea mays 100 100

FUE 39 598/1147 milha Zea mays 100 100

FUE 39 599/1148 péssego Prunus persica 93,27 81.17
FUE 39 600/1149 alamo Populus spp 93,27 82,06
FUE 39 601/1150 alamo Populus spp ) 93,27 2,06
FUE 39 ) 602/1151 alamo’ Populus spp 92,38 B251
FUE 39 ~ 603/1152 “alamo Fopulus spp 9417 82,95
FUE 39 604/1153 alamo Fopulus spp 9417 82,96
FUE 39 605/1154 arroz Oryza sativa 9462 80,72
FUE 39 606/1155 arroz Oryza sativa 94,62 81,17

Ago
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FUE 39 607/1156 arroz Oryza sativa 83,72 82,96
FUE 39 608/1157 arroz Oryza sativa 93,72 82,96
FUE 39 609/1158 arroz Oryza sativa 95,07 91,93
FUE 3¢9 610/1159 arroz Oryza sativa 95,07 91,83
FUE 39 611/1160 sorgo Sorgo bicolor 95,52 8117
FUE 39 612/1161 sorgoe Sargo bicolor 95,52 8117
FUE 39 613/1162 sorgo Sorgo bicofor 199,55 98,65
FUE 39 614/1163 soja Glycine max 8372 82,51
FUE 39 615/1164 soja Glyeine max 93,72 82,51
FUE 39 616/1165 soja Glycine max 94,62 83,41
FUE 39 617/1166 soja Glycine max 9462 83,41
FUE 39 618/1167 cana de agucar Saccharum officinarum 9417 81,61
FUE 39 619/1168 girassol Helianthus annuus 91,03 7743
FUE 39 620/1169 girassol Helianthus annuus 93,27 82,96
FUE 39 621/1170 tabaco Nicotiana spp 87 77.58
FUE 39 622/1171 tabaco Nicotiana spp ' 89,69 78,9
FUE 39 623/1172 tabaco Nicotiana spp 92,83 82,51
FUE 39 624/1173 tomate Solanum lycopersicum 89,69 79,82
FUE 39 625/1174 tomate Solanum lycopersicum 91,48 81,17
FUE 39 626/1175 tomate Solanum lycopersicum 92,38 82,51
FUE 39 627/1176 trigo Triticum spp. 93,27 79,82
FUE 39 628/1177 trigo Trticum spp. 92,83 82,96
FUE 39 629/1178 trigo Triticum spp. 99,1 94,62
FUE 41 630/1179 milho Zea mays 98,76 88,76
FUE 41 631/1180 milho Zea mays 100 100
~ FUE 41 632/1181 sorgo Sorgo bicolor 96,27 T g2ss
FUE 41 633/1182 S0rgo Sorga bicolor 96,69 83,79
FUE 41 534/1183 SOrgo Sorgo bicolor 96,89 23,79
FUE 43 635/1184 cevada Hordeum vulgare 91,27 85,71
FUE 43 636/1185 cevada Hordeum vulgare 91,27 85,71
FUE 43 637/1186 milho Zea mays 100 100
FUE 43 6381187 arroz Oryza sativa 90,48 85,71
FUE 43 639/1188 arroz Oryza sativa 90,48 85,71
'FUE 43 640/1189 sorgo Sorgo bicolor 99,21 87,62
FUE 43 641/1190 sorgo Sorgo bicolor 99,21 97,62
FUE 43 642/1191 cana de aglcar | Saccharum officinarum 86,51 85,71
FUE 43 643/1192 cana de aguicar | Saccharum officinarum 98 41 97,62
FUE 43 644/1193 trigo Tnticum spp 91,27 85,71
FUE 44 645/1184 cevada Hordeum vulgare 87,72 83,04
FUE 44 646/1195 cevada Hordeum vulgare 88,3 84,21
FUE 44 647/1196 milho Zea mays 98,83 98,25
FUE 44 648/1197 arroz Oryza sativa 80,06 80,7
FUE 44 649/1198 arroz Oryza sativa 91,81 85,38
FUE 44 650/1199 sorgo Sorgo bicolor 86,55 82,46
FUE 44 651/1200 s0rgo Sorgo bicolor 96,49 9181
FUE 44 652/1201 [cana de agUcar | Saccharum officinarum g3,57 86,55

1%
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FUE 44 653/1202 cana de aglcar | Saccharum officinarum 94,74 87,72
FUE 44 654/1203 cana de aglcar | Saccharum officinarum 97,08 91,81
FUE 44 655/1204 cana de a§ucar Saccharum officinarum 97,08 92,4
FUE 44 656/1205 trigo Triticum spp. 87,72 83,63
FUE 44 657/1206 trigo Triticum spp. 88,89 84,21
FUE 44 658/1207 trigo Triticum spp. 88,89 84,8
FUE 44 659/1208 trigo Tnticum spp. 90,64 85,96
FUE 45 660/1209 cevada Hordeum vulgare 86,83 78,44
FUE 45 661/1210 cevada Hordeum vulgare 86,63 78,44
FUE 45 662/1211 milho Zea mays 98,2 94,01
FUE 45 663/1212 milho Zea mays 100 100
FUE 45 664/1213 arroz Oryza sativa 88,62 80,24
FUE 45 665/1214 arroz Oryza sativa 88,62 80,24
FUE 45 666/1215 sorgo Sorgo bicolor 100 98,2
FUE 45 667/1216 cana de aglicar | Saccharum officinarum 100 982
FUE 45 668/1217 trigo Triticum spp 85,03 76,65
FUE 45 669/1218 trigo Triticum spp 85.03 7425
FUE 45 670/1219 trigo Thiticum spp 85,03 1725
FUE 45 671/1220 trigo Triticum spp 85,63 77.84
FUE 45 67211221 trigo Trticum spp 97,01 85,21
FUE 46 6731222 milho Zea mays 100 100
FUE 47 674/1223 milho Zea mays 89,72 85,77
FUE 47 675/1224 milho Zea mays 100 100
FUE 47 676/1225 milho Zea mays 100 100
FUE 47 677/1226 milho Zea mays 100 100
FUE 47 678/1227 cana de agucar | Saccharum officinarum 88,14 86,17
FUE 48 679/1228 cevada Hordeum vulgare 89,29 81,75
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 miho Zea mays 99,34 99,21
FUE 48 683/1232 arroz Oryza sativa 86,64 79,23
FUE 48 684/1233 arroz Oryza sativa 86,64 79,23
FUE 48 ) 685/1234 arroz Oryza sativa 86,64 79,23
FUE 48 686/1235 arroz Oryza sativa 90,34 84.26
FUE 48 687/1236 arroz Oryza sativa 90,34 84,26
FUE 48 688/1237 sorgo Sorgo bicolor 94,05 90,61
FUE 48 689/1238 sorgo Sergo bicolor 94,05 90 61
FUE 48 690/1239 trigo Trticum spp 89,68 81,35
FUE 48 691/1240 trigo Tnticum spp 89 42 81,61
FUE 49 692/1241 milho Zea mays 96,03 92,82
FUE 49 693/1242 milho Zea mays 98,11 97,35
FUE 49 694/1243 milho Zea mays 99,24 93,68
FUE49 | 695/1244 arroz i Oryza sativa 89,04 81,1
FUE 49 696/1245 arroz Oryza sativa 89,04 81,1
FUE 49 697/1246 trigo Triticum spp 86,96 a3
FUE 49 698/1247 trigo Triticurm spp 87,33 7132

485
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FUE 50 699/1248 milho Zea mays 8973 99,73
FUE 50 700/1249 cana de aglcar | Saccharum officinarum 91 .42 88,2
FUE 50 701/1250 cana de agUicar | Saccharum officinarum 92,49 89,23
FUE 51 702/1251 cevada Hordeum vulgare 915 84,75
FUE 51 703/1252 cevada Hordeum vulgare 91,5 84,75
FUE 51 704/1253 cevada Hordeum vulgare 94,121 86,45 -
FUE 51 705/1254 milho Zea mays 100 100
FUE 51 706/1255 arroz Oryza saliva 92,59 854
FUE 51 707/1256 arroz Oryza sativa 92,59 85,4
FUE 51 i 708/1257 arroz Qryza sativa 95,86 93,46
FUE 51 709/1258 arroz Oryza sativa 96,08 93,68
FUE 51 710/1258 sorgo Sorgo bicolor '82,16 83,22
FUE &1 711/1260 sorgo Sorgo bicolor 92,16 83,22
FUE 51 712/1261 cana de agUcar | Saccharum officinarum 92,16 83,88
FUE 51 71311262 cana de aclcar | Saccharum officinarum 98,91 98,26
FUES] 714/1263 trigo Triticum spp. 91,29 84,97
FUE 51 715/1264 trigo Triticum spp. 9477 88.89
FUE 52 716/1265 cevada Hordeum vulgare 89,35 83.8
FUE 52 717/1266 cevada Hordeum vulgare 89,35 83,8
FUE 52 718/1267 milho Zea mays 100 99,77
FUE 52 719/1268 milho Zea mays 100 99,77
FUES2 720/1269 arroz Oryza sativa 90,05 85,8
FUE 52 72111270 arroz QOryza saliva 90,05

FUES2 72211271 arroz Oryza sativa 90,05

FUE 52 72311272 sorgo Sorgo bicolor 93,06

FUE 52 72411273 cana de aglcar | Saccharum officinarum 94,68

FUE 52 72511274 trigo Triticum spp. 89,35

FUE 53 726/1275 cevada Hordeum vulgare 86,86

FUE 53 72711276 milho Zea mays 95,98

FUE 53 7281277 milho Zea mays 100

FUES3 729/1278 arroz Oryza sativa 93,57

FUE 53 730/1279 arroz Oryza sativa 93,57 86,86
FUE 53 731/1280 trigo Triticum spp. 89 54 80,43
FUE 54 732/1281 milho Zea mays 90,84 88,77
FUE 54 733/1282 milho Zea mays 96,74 96,74
FUE 54 734/1283 sorgo Sorgo bicolor 87,32 83,7
FUE 54 735/1284 sorgo Sorgo bicolor 87,32 83,7
FUE 54 736/1285 sorgo Sorgo bicolor 90,22 86,59
FUE 54 737/1286 cana de agucar Saccharum officinarum 90,94 87.32
FUE 54 738/1287 cana de aglcar Saccharum officinarum 90,94 732
FUE 55 739/1288 milho Zea mays 92 31 89,62
FUE 100 740/1289 cevada Hordeum vulgare 88,89 81,77
FUE 100 741/1280 cevada Hordeum vulgare 88,89 81,77
FUE 100 7421291 milho Zea mays 8519 74,64
FUE 100 - 74311292 milho Zea mays 85,19 7464
FUE 100 744/1293 milho Zea mays 98,29 98,01
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Continuagéao da tabela 50

FUE 100 745/1294 milho Zea mays 89972 99,72

FUE 100 746/1295 arroz Oryza sativa 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 100 749/1298 sorgo Sorgo bicolor 87 46 78,06

FUE 100 750/1299 sorgo Sorgo bicolor 87,46 78,06

FUE 100 751/1300 sorgo Sorgo bicolor 92,02 88.03

FUE 100 752/1301 cana de aglicar Saccharum officinarum 89,17 78,63

FUE 100 753/1302 cana de aglcar Saccharum officinarum 91,45 87,75

FUE 100 754/1303 trigo Triticum spp. 87,18 79,77

FUE 101 755/1304 milho Zea mays 100 100

FUE 101 756/1305 arroz Oryza sativa 91,76 84,82

FUE 101 757/1306 arroz Oryza sativa 91,76 84,82

FUE 102 758/1307 milha Zea mays 87,2 83,65

FUE 102 759/1308 milho Zea mays 94,31 93.84

FUE 102 760/1309 milho Zea mays 96,21 96.21

FUE 501 761/1310 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 87,13 75,86

FUE 501 762/1311 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 87,59 76,55

FUE 501 763/1312 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 100 100

FUE 502 764/1313 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 100 100

FUE 503 765/1314 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 100 100

FUE 504 766/1315 Aratidopsis Arabidopsis thaliana 100 100

FUE 505 767/1316 Arabidopsis Arabidopsis thaliana 100 100

E apreciado gque determinadas
caracteristicas invencao, gue sao, para clareza,
descritas no contexto de configuracdes separadas, tambeéem
podem ser fornecidas e combinacao uma i g =
configuracdo. De forma oposta, diversas caracteristicas da
invencdo, que sdo, para brevidade, descritas no co le
uma unica configuracao, podem também Ser aCldas
Separadamente ou em qualguer sub-combinacdo adequada
Embora a invengdo tenha sido

descrita em conjunto com suas configuracdes, fica vidente

gque muitas

aparentes para agqueles

correspondente,

alternativas,

alternativas,

modificacbes e variacdes

tem a

modificacdes e

com habilidade na técnica.

intencdo de

abranger

que ficam

denLro

do

g4
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espirito e amplo escopo das reivindicacbes anexas. Todas as
publicacdes, patentes e pedidos de patente e numeros de

Acessao de GenBank mencionados nesta especificacdo saoc neste

ato 1incorporados em sua totalidade na especificacédo, na

mesma medida como se cada publicacdo, patente ou pedido de
patente individual ou numero de Acessdao de GenBank estava
especificamente e individualmente indicado como sendo agqui
incorporado por referénciz. Além disso, a citacao ou
identificacdo de qualquer referéncia neste pedido ndo sera
interpretada como uma admissdo de que tal referéncia esté
disponivel como técnica anterior da presente invencao.

Legendas das figuras

FIGURA 1a

A Seca induz o desenvolvimento do sisterna radicular

B Totalmente irrigada

© Levemente irrigada N
D Sistema radicular do milho em cerca de 8 semanas

FIGURA 1b

E Abordagem de prospecgéo de dados utilizada para descoberta de gene

F Eficiéncia do Uso de Fertilizante / Tolerancia ao Estresse Abiotico

G Aumento da capacidade de disparo submersao

H Remodelar a arquitetura radicular

Genes relacionados ao nitrogénio

J Genes especificos de disparo

K Genes associados a seca

L Genes especificos da raiz N
FIGURA 6

U1 Quantificagdo da area de roseta de planta usando Analise de Imagem Digital

U2 Imagem original

U3 Imagem processada i

U4 Andlise da imagem

Us Tabela de resultados

FIGURA 8

LY1 [ A Expresséo Evo provoca ramificagéo de planta intensificada
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REIVINDICACOES

1. "METODO PARA AUMENTAR A
TOLERANCIA DE UMA PLANTA A UMA CONDICAO DE ESTRESSE
ABIOTICO”, caracterizado pelo fato de que compreende
expressar exogenamente dentro da planta uma
sequéncia de &cido nucleico definida pela SEQ ID NO:
1331, que codifica o polipeptideo que possui a
sequéncia de aminodcido descrita na SEQ ID NO: 167,
ou uma sequéncia degenerada da SEQ ID NO: 1331 que
codifica o dito polipeptideo que possui a sequéncia
de aminodcido descrita na SEQ ID NO: 167, assim
aumentando a tolerdncia de uma planta a condicdo de

estresse abidtico.

2. "METODO PARA AUMENTAR A
BIOMASSA, O VIGOR, E/OU O RENDIMENTO DE UMA PLANTA”,
caracterizado pelo fato de que compreende expressar
exogenamente dentro da planta uma sequéncia de acido
nucleico definida pela SEQ ID NO: 1331, que codifica
o0 polipeptideo que possui a sequéncia de aminodcidos
descrita na SEQ ID NO: 167, ou uma sequéncia
degenerada da SEQ ID NO: 1331 que codifica o dito
polipeptideo que possui a sequéncia de aminodcido
descrita na SEQ ID NO: 167, assim aumentando a
biomassa, o vigor e/ou o rendimento de uma planta.

3. "METODO PARA AUMENTAR A
EFICIENCIA DE USO DE FERTILIZANTE E/OU ABSORCAO DE
UMA  PLANTA”, caracterizado pelo fato de que

compreende expressar exogenamente dentro da planta

Petica0 870200069177, de 03/06/2020, pag. 12/17
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uma sequéncia de acido nucleico definida pela SEQ ID
NO: 1331, que codifica o polipeptideo que possui a
sequéncia de aminodcidos descrita na SEQ ID NO: 167,
ou uma sequéncia degenerada da SEQ ID NO: 1331, que

5 codifica o dito polipeptideo que possui a sequéncia
de aminodcido descrita na SEQ ID NO: 167, assim
aumentando a eficiéncia de uso de fertilizante e/ou
a captacao de uma planta.

4, "METODO”, de acordo com

10 a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que
referido estresse abidtico é selecionado do grupo
consistindo de salinidade, seca, temperatura baixa,
temperatura alta, toxicidade de metal pesado,
anaerobiose, osmdético e deficiéncia de nutriente.

15 5. "METODO”, de acordo com
a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que
referido estresse abidtico é selecionado do grupo
consistindo de salinidade, seca, osmdético e
deficiéncia de nutriente.

20 6. "METODO”, de acordo com
a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que
referido estresse abidtico é selecionado do grupo
consistindo de salinidade e osmdético.

7. "METODO”, de acordo com

25 a reivindicacdo 4 ou 5, caracterizado pelo fato de
que referido nutriente é nitrogénio.

8. "METODO”, de acordo com

a reivindicacgcao 1, caracterizado pelo fato de que a

PeticB0 870200069177, de 03/06/2020, pag. 13/17
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referida sequéncia de &cido nucleico € selecionada
do grupo consistindo das SEQ ID NOs: 1331 e 58.
9. "METODO”, de acordo com
a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que a
5 referida condicdo ¢ uma condicdo de deficiéncia de

fertilizante.

Petica0 870200069177, de 03/06/2020, pag. 14/17
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TRANSPORTADOR DE AMONIO PUTATIVO
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FIG.5A

NITRATO DE AMONIO mM
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