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Relatdrio Descritivo da Patente de Invengao para "MELHORIA
DO DESEMPENHO DE PLANTAS TOLERANTES AO FRIO E A SAIS COM
O GENE SNAC2 DO FATOR DE TRANSCRIGCAO DO ARROZ".
Campo Técnico

A presente invencao refere-se ao campo da biotecnologia de
plantas e, mais particularmente, ao isolamento de clones, a confirmagao da
funcéo e ao uso de um fragmento de DNA (gene) do arroz. O dito gene esta
associado com a tolerancia da planta ao estresse causado pelo frio e por
sais. O desempenho de tolerancia ao frio e a sais de uma planta transgénica
€ notavelmente melhorado através da transferéncia de uma regiao de tradu-
¢ado completa (Sequéncia codificadora) do gene ligado a um promotor forte
(Ubiquitin1) do milho a uma planta.

Técnica Antecedente

O crescimento de plantas &€ naturalmente sujeito a influéncia do
ambiente. Por exemplo, a seca, os danos causados por sais e a baixa tem-
peratura sempre levam a grande redugao da produgdo das plantas de culti-
vo, atribuindo assim um desafio ao desenvolvimento da agricultura em mui-
tas areas. Para lidar com ou para se adaptar ao efeito adverso do ambiente,
as plantas percebem as alteracdes das condigées ambientais extracelulares
e sinalizam as células através de varias vias. Em resposta, as células indu-
zem a expresséo de alguns genes que respondem para gerar algumas pro-
teinas funcionais, substancias de osmorregulacao e fatores de transcrigéo
para a transmisséao de sinais e para a regulagao da expressao génica, dos
quais todos protegem as células dos danos causados por estresse de seca,
alta salinidade, temperatura baixa e similares, de forma que as plantas sao
capazes de produzir respostas correspondentes para alteragées ambientais
(Xiong e outros, Cell signaling during cold, drought and salt stress. Plant Cell.
14 (supl), S165-S183, 2002). O fato destes genes funcionais poderem ser
expressos de forma apropriada durante uma resposta a um estimulo ambi-
ental é precisamente regulado por fatores de regulagdo, particularmente,
fatores de transcriggdo. Foi descoberto atualmente que a expressao de mem-
bros de familias de fatores de transcrigdo tais como AP2/EREBP, Dedo de
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Zinco, Myb, bZIP e NAC pode ser induzida ou inibida sob estresses ambien-
tais diferentes. Portanto, foi considerado que estes desempenham uma fun-
¢éo muito importante na regulagéo e no controle da resposta de uma planta
ao estresse ambiental. Além disso, o isolamento e a identificagdo dos fatores
de transcrigdo, que desempenham uma fungao critica na regulagdo e no
controle e podem ser aplicados para melhorar plantas de cultivo resistentes
ao estresse, tém uma enorme contribuicdo para a produgao de plantas de
cultivo. Atualmente, foram feitas tentativas para aumentar o desempenho
das plantas durante o estresse. Por exemplo, plantas transgénicas de Arabi-
dopsis que superexpressam DREB1A exibiam maior tolerancia a temperatu-
ra baixa e a seca que as plantas do tipo selvagem (Liu Q e outros, "Two
transcription factors, DREB1 e DREB2, with an EREBP/AP2 DNA domains
separate two cellular signal transduction pathways in drought- and low-
temperature-responsive gene expression, respectively, in Arabidopsis." Plant
Cell. 1998, 10: 1391-1406). O grupo de pesquisa de Thomashow na Michi-
gan State University (U.S.A.) também cultivou plantas com maior tolerancia
ao frio através da transformacao genética com o gene CBF1 de Arabidopsis.

.O arroz é uma das plantas de cultivo alimentares mais importan-
tes. O arroz com maior desempenho de tolerancia ao frio e a sais possui
significancia importante para o ser humano. Portanto, existe uma necessida-
de urgente para descobrir fatores de transcricdo associados ao desempenho
de tolerancia ao frio e a sais de forma a cultivar variedades melhoradas tole-
rantes ao frio e a refrigeragao.

Sumario da Invencio

Um objetivo da presente invengao é isolar um fragmento de DNA
gue contém segmentos codificadores completos de um gene de fator de
transcrigdo associado a tolerancia do arroz ao frio e a sais, clona-lo, e utilizar
0 gene para aumentar a tolerancia ao estresse do arroz e de outras plantas.
Uma analise estrutural deste gene mostrou que este pertence a familia dos
fatores de transcricao NAC especifica a planta e refere-se ao estresse, tal
como o chamado SNAC2.

A presente invencéao refere-se ao isolamento e ao uso de um



10

15

20

25

30

fragmento de DNA que contém o gene SNAC2, que confere a planta maior
capacidade de tolerancia em condigées de estresse tal como temperatura
baixa e similar. O dito fragmento de DNA &, por exemplo, mostrado na SEQ
ID NO: 1, a sequéncia de DNA altamente homéloga substancialmente equi-
valente a SEQ ID NO: 1 ou o subfragmento de sequéncia mostrado na SEQ
ID NO: 1 que possui substancialmente a mesma fungao.

Um gene da presente invengao ou um gene homoélogo do mes-
mo pode ser obtido através da verificagdo de uma biblioteca de cDNA ou de
DNA genémico com um gene SNAC2 clonado utilizado como uma sonda. O
gene SNAC2 da presente invencao e quaisquer segmentos de DNA de inte-
resse ou segmentos de DNA homdlogos dos mesmos também podem ser
obtidos através da amplificacdo do DNA genémico, do mRNA e do cDNA
utilizando a tecnologia da PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Dessa
maneira, pode ser isolada uma sequéncia que contém o gene NAC2. Atra-
vés da transformacgéao de plantas com a dita sequéncia isolada em qualquer
vetor de expressdo que pode direcionar a expressdao de um gene exégeno
em planta, podem ser produzidas plantas transgénicas com maior tolerancia
a estresses de baixa temperatura e salinidade alta. De acordo com a presen-
te invengao, no processo de construgcdo do gene do presente pedido de pa-
tente dentro do vetor de expressdo da planta, qualquer promotor forte ou
promotor que pode ser induzido pode ser adicionado na posi¢ao que prece-
de o nucleotideo de inicio da transcri¢cdo ou alternativamente, pode ser utili-
zado um intensificador. Tal regido intensificadora pode ser o cédigo de inicio
ATG e o cdédigo de inicio de regides contiguas e similares, contanto que a
regido intensificadora esteja no mesmo quadro que a sequéncia codificadora
para garantir a tradugao de uma sequéncia completa.

O vetor de expressao que carrega um gene SNAC2 da presente
invencdo pode ser introduzido em células vegetais através de técnicas de
biotecnologia convencionais tais como plasmideo Ti, vetor viral de planta,
transformacdo de DNA direta, microinjecdo, eletroporagédo e similares
(Weissbach, 1998, Method for Plant Molecular Biology VI, Academy Press,
Nova York, pp. 411-463; Geiserson e Corey, 1998, Plant Molecular Biology
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(22 Edicao)).

O vetor de expressao que contém um gene SNAC2 da presente
invencao pode ser utilizado para transformar um hospedeiro, que é€ uma am-
pla variedade de plantas incluindo o arroz, para cultivar variedades de plan-
tas que possuem excelente resisténcia a sais e ao frio.

O gene da presente invencao é expresso através da indugéo do
estresse e, portanto, seu promotor € um promotor do tipo que pode ser indu-
zido. Através da insercao de um segmento promotor da presente invengao e
qualquer gene de interesse em um vetor de expressdo apropriado e da
transformacgao de um hospedeiro vegetal, & possivel induzir a expressao do
gene sob condi¢gbes de estresse, melhorando assim o desempenho de tole-
rancia das plantas em resposta ao estresse.

A presente invengao sera demonstrada adicionalmente de acor-
do com o que é descrito a seguir em associacdo as modalidades especifi-
cas.

Breve Descricdo das Figuras

A SEQ ID No: 1 na Listagem de Sequéncias mostra a sequéncia
do fragmento de DNA isolado e clonado de acordo com a presente invencgéo,
que compreende a regido que codifica o gene SNAC2.

A figura 1 mostra um fluxograma do isolamento e da identifica-
¢ao do gene SNAC2.

A figura 2 mostra o nivel de expressao do gene SNACZ2 medido
através da hibridizagao por Northern em pontos de tempo diferentes sob es-
tresses diferentes incluindo seca, sal, frio e ABA.

A figura 3 mostra a expressdao do gene SNAC2 em plantas
transgénicas, em que com a primeira faixa esta o controle e o resto s&o plan-
tas transgénicas independentes transgenicamente.

A figura 4 mostra o crescimento de familias transgénicas que
superexpressam SNAC2 no estagio de muda na fase de recuperacéo apos a
submiss3o ao estresse de temperatura baixa, em que a metade de cada
balde vermelho pequeno é plantada com os controles, a outra metade é

plantada com plantas transgénicas. O estresse te temperatura baixa refere-



10

15

20

25

30

se a uma condigdo em que a planta € submetida a 12 h de luz/12 h de escu-
riddo em uma incubadora a 4°C durante 5 dias, seguidos pela recuperagao
do crescimento sob condi¢gées normais.

A figura 5 mostra o crescimento de familias transgénicas que
superexpressam SNAC2 no estagio de muda em salinidade alta, em que a
figura 5A é uma fotografia tirada das mudas que germinaram durante 4 dias
antes de serem transplantadas para um meio MS contendo 150 mM de NaCl
onde cresceram durante 18 dias e a figura 5B mostra os resultados estatisti-
cos em relagdo ao peso e ao comprimento das raizes das plantas (B).

A figura 6 ilustra um ensaio de transativagido em levedura e um
ensaio de hibrido isolado de levedura que demonstram que o SNACZ2 possui
caracteristicas de ativagdo da transcricdo e de ligacado ao DNA, em que a
figura 6A € o ensaio de transativagao; a figura 6B é o ensaio de hibrido iso-
lado de levedura.

A figura 7 ilustra uma localizagdo subcelular do gene SNAC2
nas células vegetais. A figura 7A € um diagrama esquematico de um vetor
construido; a figura 7B é constituida das inspeg¢des visuais com microscopia
confocal, dentre as quais a figura 7B(i) € uma observagao da segao de calo
corada com o corante fluorescente iodeto de propidio, a figura 7B(ii) € uma
imagem da expressdo de GFP sob fluorescéncia verde, a figura 7B(iii) € o
resultado combinado das fluorescéncias vermelha e verde.

A Figura 8 ilustra o vetor PU1301.

A Figura 9 ilustra o vetor pPCAMBIA1391-EGFP.

Exemplos

No estagio inicial da presente invencao foi obtido o clone de ¢cD-
NA 99C10 derivado da variedade de arroz MingHui 63 (uma variedade de
arroz que € amplamente cultivada na China). Este cDNA na forma que € ob-
tido € um cDNA de comprimento completo do gene SNAC2, que &€ um fator
de transcricdo associado com a resisténcia a seca. Sdo mostradas a seguir
as razbes pelas quais este cDNA foi utilizado: (1) foi observado ap6és uma
andlise utilizando uma técnica de chip de cDNA que a quantidade de ex-

pressao do clone de cDNA 99C10 na variedade de arroz "ZhongHan 5" (uma
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variedade de arroz disponivel publicamente fornecida pela Shanghai Aca-
demy of Agricultural Sciences, China) era aumentada em 3,5 vezes apds um
tratamento de estresse de seca durante 15 dias. Os resultados do sequenci-
amento indicavam que o gene era OsNAC6 (numero de acesso AK068392).
Em vista da diferenga significativa na quantidade de expressdo do clone a-
pds o tratamento para seca e suas caracteristicas funcionais, foi considerado
que o gene representado pelo clone 99C10 estava envolvido na regulagado e
no controle da expressdo do gene sob estresses; (2) de acordo com a anali-
se do perfil de expressao do gene sob estresse (ver a figura 2), foi observa-
do que o nivel de expressdo do gene era notavelmente maior durante os
tratamentos para estresse; (3) as plantas transgénicas com superexpressao
do gene de comprimento completo possuem tolerancia significativamente
maior ao frio e a salinidade aita (ver as figura s 4 e 5). Tudo isso mostra que
o0 gene SNAC2 é um gene associado ao estresse envolvido na regulagao e
no controle da resisténcia ndo somente a seca, mas também a salinidade
alta e ao frio.

A presente invengao se tornara mais evidente com as descrigoes
dos exemplos a seguir, que estao relacionados com aos métodos para o iso-
lamento e para a clonagem do fragmento de DNA que compreende a regiao
codificadora completa do gene SNAC2 e para a verificagdo da fungao do
gene SNAC2 com base nos resultados anteriores no estagio inicial da pre-
sente invencgao (fluxograma destes métodos como mostrado na figura 1).
Partindo da descrigdo e dos exemplos a seguir, um perito na arte pode de-
terminar as caracteristicas basicas da presente invengéo e considerar que
quaisquer alteragoes e modificacbes podem ser feitas adicionalmente na
presente invengdo para a adaptagdo aos varios usos e condigdoes sem se
afastar do espirito e do dmbito da presente invengao.

Exemplo 1: Isolamento e Clonagem do Fragmento de DNA que Contém o
Segmento do Gene SNAC?2

Os iniciadores do gene F

(5-TAGAATTCGACGAGGAGCTGGTGATGC-3,

SEQ ID NO: 5, iniciador especifico mais o sitio de clivagem enzimatica Eco-
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Rl) e
R (6-TAGGATCCCCTCGTCGTCGTTCAGTCC-3,
SEQ ID NO: 6, iniciador especifico mais o sitio de clivagem enzimatica Ba-
mHl) foram planejados de acordo com o quadro aberto de leitura do vetor
pGAD-Rec2 com base na sequéncia do clone de cDNA de comprimento
completo. Os produtos da PCR obtidos foram digeridos duplamente, purifi-
cados com cloroférmio:isopentanol e ligados ao vetor pGAD-Rec2 submetido
a mesma digestdo dupla. A E. coli DH10B (obtida na Invitrogen Inc.) foi
transformada e os clones positivos foram selecionados e verificados com o
mesmo método de digestdao enzimatica, produzindo o vetor de transforma-
¢ao de levedura pGAD-SNAC?2.
Exemplo 2: Deteccéo da Expressio que Pode ser Induzida do Gene SNAC2
Endégeno do Arroz

A variedade de arroz "Zhonghan 5" como uma matéria-prima foi
tratada separadamente sob estresse causado por seca, frio e alta salinidade
assim como ABA no estégjio de 3 folhas. O tratamento de seca foi realizado
através da imersdo da raiz da muda em 20% de polietileno glicol (de nome
comercial PEG6000) durante Oh, 0,5h, 1h, 2h, 4h, 6h, antes da amostragem.
O tratamento com frio foi realizado colocando a muda em uma incubadora a
4°C durante Oh, 1h, 8h, 12h, antes da amostragem. O estresse causado por
alta salinidade foi realizado através da imersao da raiz da muda em 200
mM/L de solugcéo de NaCl durante Oh, 4h, 8h, 16h, antes da amostragem. O
tratamento com ABA foi realizado através da imersdo da raiz da muda em
100 pM/L de solugdo de ABA durante Oh, 0,5h, 3h, 6h, 12h, 24h antes da
amostragem. Os RNAs totais das folhas foram extraidos (utilizando o rea-
gente Trizol, Invitrogen), entdo submetidos a transferéncia em membrana do
RNA (de acordo com os métodos experimentais de "Molecular Cloning", Sci-
ence Press, Peking, 1999) e finalmente um hibrido de Northern com SNAC2
foi utilizado como uma sonda. O resultado mostrou que a expressdo do gene
SNAC?2 clonado na presente invencéo pode ser induzida pela seca, pelo frio,
pela alta salinidade e pelo ABA (mostrado como na figura 2), portanto consi-

derado um fator de transcricdo associado ao estresse.
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Exemplo 3: Construgéo e transformagao do vetor de superexpresséo do ge-
ne SNAC2

O Exemplo 2 anterior mostrou que a expressao do gene SNAC2
da presente invengao pode ser induzida pela seca, pelo frio, pela alta salini-
dade e pelo ABA. Para ilustrar melhor a fungao deste gene, o gene SNAC2
foi superexpresso no arroz e verificado através do fenétipo de plantas trans-
génicas. O processo compreende as etapas a seguir de: digestdo dupla do
plasmideo pGEM-SNAC2 com o clone positivo obtido no Exemplo 1 com
BamH! e Kpnl; recuperagdo de fragmentos exdgenos; ao mesmo tempo, cli-
vagem enzimatica do vetor de transformacgio genética pU1301 com o pro-
motor forte do milho Ubiquitin1 (que é reconstruido com base em um vetor
de transformagao genética vegetal comum pCAMBIA1301 do Australia
CAMBIA Laboratory (Center for the Application of Molecular Biology to Inter-
national Agriculture), que carrega o promotor forte do milho Ubiquitin1 com
caracteristicas constitutivas e de superexpressao, mediadas por Agrobacte-
rium) da mesma maneira; extragado e purificagdo dos produtos clivados en-
zimaticamente como cloroférmio:isopentanol (24:1) apds a clivagem enzima-
tica. A reacao de ligagao foi realizada através da utilizagdo dos fragmentos
da clivagem enzimatica que compreendem o gene SNAC2 e o vetor pU1301
clivado enzimaticamente (mostrado como a Figura 8), transformando E. coli
DH10p3 (obtida na Invitrogen Inc.). Os clones positivos foram verificados a-
través da clivagem enzimatica para a obtengado de um vetor transformado.

O vetor transformado foi introduzido na variedade de arroz
"ZhongHua 11" (uma variedade de arroz disponivel publicamente fornecida
pelo China National Rice Research Institute) utilizando um sistema de trans-
formacgao genética de arroz mediado por Agrobacterium. Uma planta trans-
génica foi entao finalmente obtida através do pré-cultivo, da infestagcédo, do
co-cultivo, da verificagéo do calo com resisténcia a higromicina, da diferenci-
acdo, do enraizamento, do estabelecimento de mudas e do transplante. O
sistema de transformag@o genética de arroz (subespécies de arroz japonica)
mediado por Agrobacterium foi otimizado com base no método relatado por

Hiei e outros (Ver: Efficient transformation of Rice, Oryza sativa L., mediated
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by Agrobacterium and sequence analysis of the boundaries of the T-DNA,
1994, Plant Journal 6:271-282).

A planta de arroz transgénica obtida foi denominada de TO50U.
A presente invengao obteve no total 23 plantas de arroz transgénicas inde-
pendentes.
Exemplo 4: Verificagdo de Resisténcia ao Frio da Familia T2 Transgénica
para o Gene SNAC2 no Estagio de Muda

Para verificar se a resisténcia ao frio de plantas de arroz trans-
génicas foi aumentada e se tal aumento estava relacionado a um gene
SNAC?2 introduzido, a expressdo do gene SNAC2 em uma parte das plantas
de arroz transgénicas foi detectada através da tecnologia de hibridizag&o de
Northern na presente invengao (a figura 3 mostra os resultados da hibridiza-
¢ao de Northern, em que o método era 0 mesmo que o utilizado no Exemplo
2) e uma parte das familias de plantas da geragao T2 da presente invengao
foi verificada em relacdo a resisténcia ao frio. As etapas especificas eram as
seguintes: as sementes das familias da geragdo T2 foram germinadas em
meio MS contendo 50 mg/mL de higromicina durante 5 dias, apds os quais
as mudas que possuiam substancialmente o mesmo nivel de germinagéo
foram transplantadas em pequenos baldes vermelhos, dos quais a metade
foi plantada com plantas superexpressas transgénicas e a outra metade foi
plantada com plantas de controle do tipo selvagem. Quando as plantas cres-
ceram até o estagio de 4 folhas, estas foram submetidas ao tratamento de
baixa temperatura a 4°C. Apds 5 dias de tratamento, foi observado que nao
ocorreram quaisquer alteragbes significativas nos fendtipos das plantas
transgénicas ou das plantas de controle. Entretanto, apés estas terem sido
mudadas para as condigcdes normais para a recuperagdo do crescimento
durante 3 dias, foi observado que a maior parte das plantas de controle tinha
folhas que estavam enroladas e ficaram murchas, enquanto apenas algumas
das folhas das plantas transgénicas ficaram murchas; 7 dias apds a recupe-
ragdo do crescimento, quase todas as plantas de controle morreram, en-
quanto, em contraste, quase 50% da familia superexpressa transgénica so-

breviveram (figura 4). Isto provou que o gene SNAC2 estava, sem duvida,
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relacionado a resisténcia ao frio e sua superexpressdo podia aumentar a
resisténcia ao frio de plantas transgénicas e que o aumento da resisténcia
de plantas de arroz transgénicas estava certamente relacionado ao gene
SNAC?2 introduzido.
Exemplo §: Verificagéo de Resisténcia a Salinidade da Familia T2 Transgé-
nica para o Gene SNAC2 no Estagio de Muda

Foi provado no Exemplo 4 que o desempenho de resisténcia ao
frio de plantas transgénicas para o gene SNAC2 da presente invengdo no
estagio de muda era significativamente maior que o do controle. Para verifi-
car se SNAC?2 é capaz de proteger as plantas contra outros estresses, o de-
sempenho de crescimento das plantas em um ambiente de alta salinidade foi
comparado neste exemplo. A comparagédo é instruida como a seguir: a gera-
cao T2 da familia de superexpressao transgénica foi germinada em meio MS
contendo 50 mg/L de higromicina durante 4 dias, entdo as mudas tran_sgéni-
cas e as mudas de controle, que tinham o mesmo crescimento, foram trans-
plantadas em caixas quadradas pequenas possuindo meio MS contendo 150
mmols/L de NaCl para manter o crescimento. O crescimento foi observado e
18 dias depois, foi feita uma medida no comprimento da raiz e na altura das
plantas de cada muda jovem. Foi observado que ndo havia diferenga no
comprimento da raiz entre a planta transgénica com superexpressao de
SNAC2 ou com expressido que pode ser induzida de SNAC2 e a planta de
controle crescida na condigdo de alta salinidade. Entretanto, havia uma dife-
renga evidente na altura da planta. O crescimento da planta de controle era
substancialmente inibido na condigéo de alta salinidade, atingindo apenas
60% daquele da familia de superexpressao transgénica (figura 5). Isto mos-
trava que a muda transgénica com superexpressdo de SNAC?2 tinha maior
tolerancia a salinidade que a planta de controle, sugerindo que a planta
transgénica para SNAC2 da presente invengao pode aumentar substancial-
mente a resisténcia a salinidade nas plantas.
Exemplo 6: Gene SNAC?2 que possui Propriedades de Ativagao da Transcri-
¢éo e de Ligacdo ao DNA

As 3 repeticoes em tandem da regidao promotora OsERD1 de 90
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bp

(5™
CCCCGCGCGACGTCGACAAGTCGACAAGTGCGAGGAGCTAGCCATGT
GGGTCGTGCCCGCGCGCGCCACGGCACGGCAACCCCGGAAACG-3!,
SEQ ID NO:7) compreendendo as sequéncias centrais CATGTG e CACG
foram sintetizadas no local com sitios de EcoRIl e Sacl em ambas as extre-
midades e foram ligadas diretamente no vetor de levedura pHIS2. Os clones
positivos foram verificados e selecionados com o mesmo método de diges-
tdo enzimatica, produzindo o vetor de transformagdo de levedura pHIS2-cis.

As etapas especificas para a execugdo do ensaio de transativa-
¢ao eram as seguintes:

1. O gene SNAC2 de comprimento completo foi fundido ao vetor
de expressao de levedura pDEST32 (obtido na Invitrogen Inc.).

Os iniciadores do gene foram planejados de acordo com o gua-
dro aberto de leitura do vetor pDEST32 com base na sequéncia do clone de
cDNA de comprimento completo (utilizando o software Primer 5.0). Os pro-
dutos da PCR obtidos foram purificados por PEG8000, antes de serem sub-
metidos a uma reagdo de recombinagdo BP com um vetor intermediario
pDONR221 (obtido na Invitrogen Inc.). O sistema de reagdo estava em um
volume de 5 pL, incluindo 200 ng do produto da PCR, 50 ng de pDONR221,
2 uL de 5X BP Clonase Reaction Buffer e 2 uL. de BP Clonase Mix e foi in-
cubado para reacdo a 25°C durante aproximadamente 5 h. Uma E. coli
DH10B (obtida na Invitrogen Inc.) foi transformada com o produto de reagéao
para selecionar os clones positivos. Os plasmideos dos clones positivos de-
sejados foram finalmente submetidos a uma reagao de recombinacgéo LR, de
forma que o fragmento génico carregado pelo plasmideo do clone positivo
desejado foi fundido ao vetor de expressdo de levedura pDEST32. A dita
reacao de recombinacgdo LR é instruida como a seguir: uma E. coli DH10B
(obtida na Invitrogen Inc.) foi transformada a 25°C durante aproximadamente
5 h com 100 ng de plasmideo positivo da reacdo BP, 50 ng de pDEST32, 2
puL de 5X LR Clonase Buffer e 2 uL de LR Clonase Mix e os clones positivos

foram selecionados.
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2. Preparagao e transformacéao de levedura competente (CLON-
TECH, Yeast Protocols Handbook) através do método de acetato de litio (Li-
Ac)
1) Reagente e Férmula
A. Meio YPD:

20 g de Difco peptona

10 g de Extrato de levedura

20 g de glicose
diluidos com agua destilada até 1 L e esterilizados durante 15 minutos.
B. Meio SD/Leu:

6,7 g de Base de nitrogénio de levedura sem aminoacidos

20 g de P6 de Agar

20 g de glicose

0,69 g de -Leu DO Supplement (obtido na CLONTECH Inc.)
diluidos com agua destilada até 1 L e esterilizados durante 15 minutos.
C. Tampao 10 TE: 0,1 M de Tris-HCI, 10 mM de EDTA, pH 7,5, esterilizado
D. 10 LiAc: 1 M de acetato de litio, pH 7,5, esterilizado
E. Solugdo de PEG/LiAc

Concentragao Final Para preparar 10 mL de solugao
PEG4000 40% 8 mL de 50% de PEG
Tampéao TE 1X 1mL de 10X TE
LiAc 1X 1 mL de 10X LiAc

2) Etapas:

A. A coldnia isolada de levedura com didmetro de 2 a 3 mm foi
dispersa com 1 mL de solugdo de YPD e entdo transferida para um frasco
triangular contendo 10 mL de meio YPD.

B. Cultivada sob a rotagdo de 250 rpm a 30°C durante 16 a 18 h,
de forma que a DO600>1,5.

C. Aproximadamente 5 mL da solugdo de levedura mencionada
anteriormente foram transferidos para outro frasco triangular contendo 50 mL
de meio YPD e a concentragao foi detectada para obter DO600 = 0,2-0,3.

D. Cultivados a 30°C durante 3 h (230 rpm), neste ponto DO600
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= 0,4 a 0,6 (se a DO600<0,4, a cultura pode estar com problema).

E. A solugédo de levedura foi transferida para um tubo de centri-
fuga de 50 mL e centrifugada a 1000xg durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

F. O sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspen-
sas com agua duplamente destilada esterilizada e centrifugadas a 1000xg
durante 5 minutos a temperatura ambiente.

G. O sobrenadante foi descartado, as células de levedura foram
misturadas de forma homogénea com 1 mL de 1xTE/1xLiAc recém-
preparado.

H. 200 ng do DNA do plasmideo de fusdo foram colocados em
um tubo de centrifuga de 1,5 mL e 100 pyL de células competentes de leve-
dura foram adicionados e misturados de forma homogénea, entdo 600 pL de
PEG/LiAc foram adicionados, misturados de forma homogénea através de
centrifugagdo em velocidade alta e cultivados a 30°C durante 30 min (200
rpm).

I. 70 uL de DMSO (100%) foram adicionados, invertidos suave-
mente varias vezes, colocados em banho de agua a 42°C durante 15 min e
ent&do colocados em gelo durante 2 min.

J. Centrifugados a 14000 rpm durante 5 segundos a temperatura
ambiente, o sobrenadante foi descartado e as células foram dispersas com
500 pL de 1x tampéo TE.

K. 100 uL de células transformadas foram revestidas uniforme-
mente sobre uma placa de -Leu/SD, cultivados de forma invertida em uma
incubadora a 30°C durante 2 a 4 dias, até que os clones aparecessem.

3. Verificacdo da atividade de transcricdo do gene SNAC2 e do mutante de
delegcdo do mesmo com base na expressao do gene repoérter LacZ no ensaio
de beta-galactosidase

1) Reagente e Formulagéo

A. Tampéao Z

Na;HPO47H,0 16,1 g/L
NaH;PO4-H>O 5,5 g/L
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KClI 0,75 g/L
MgSO4-7H,0O 0,246 g/L
pH ajustado em 7,0 e esterilizado.

B. Solugao estoque de X-gal (20 mg/mL)

C. Solugao de tampéo Z/solugéo de X-gal:

100 mL de tampao Z:

0,27 mL de B-mercaptoetanol

1,67mL de solugdo estoque de X-gal

2) Etapas:

A. Foi permitido que o clone transformado crescesse até 1 a 3
mm (30°C, 2 a 4 dias)

B. Papel de filtro Watman esterilizado redondo de tamanho a-
propriado foi colocado sobre a placa asséptica de 10 cm, aproximadamente
2,5 a 5 mL de tampéao Z/solugédo de X-gal foram adicionados para umedecer
o papel de filtro e foi evitada a formacgao de bolhas.

C. Outro papel de filtro esterilizado limpo foi colocado através de
uma pinga sobre a placa de Petri com o clone em crescimento e o papel de
filtro foi ligeiramente pressionado para se aderir o clone ao papel de filtro.

D. Quando o papel de filtro estava umedecido, este foi descober-
to através da pinga e o papel de filtro foi colocado em nitrogénio liquido du-
rante 10 s com a superficie aderida com os clones com a face para cima,
entdo foi descongelado a temperatura ambiente para romper as células de
levedura.

F. O papel de filtro com a superficie aderida com os clones com
a face para cima foi colocado cuidadosamente sobre o papel de filtro ume-
decido anteriormente e foi evitada a formagao de bolhas.

G. O papel de filtro foi colocado a 30°C (30 min a 8 h) e o fato do
gene ter a fungdo de ativagio foi determinado de acordo com a ocorréncia
de ponto azul.

As etapas de implementagao especificas do ensaio de um hibri-
do de levedura eram como a seguir:

1. O gene SNAC2 de comprimento completo foi fundido ao vetor
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de expresséo de levedura pGAD-Rec2 (obtido na CLONTECH Inc.).
Os iniciadores do gene F

(5-TAGAATTCGACGAGGAGCTGGTGATGC-3,
iniciador especifico mais o sitio de clivagem enzimatica EcoRl) e

R (6-TAGGATCCCCTCGTCGTCGTTCAGTCC-3,
iniciador especifico mais o sitio de clivagem enzimatica BamHl) foram plane-
jados de acordo com o quadro aberto de leitura do vetor pGAD-Rec2 com
base na sequéncia do clone de cDNA de comprimento completo. Os produ-
tos da PCR obtidos foram digeridos duplamente, purificados com clorofor-
mio:isopentanol e ligados ao vetor pGAD-Rec2 submetido a mesma digestao
dupla. A E. coli DH10B (obtida na Invitrogen Inc.) foi transformada e os clo-
nes positivos foram selecionados e verificados com o0 mesmo método de di-
gestdo enzimatica, produzindo o vetor de transformagao de levedura pGAD-
SNAC2.

2. As 3 repeti¢cdes da sequéncia da regido promotora OsERD1
de 90 bp contendo as sequéncias centrais CATGTG e CACG fofam ligadas
no vetor pHIS2 (obtido na CLONTECH Inc.).

As 3 repeticbes em tandem da regido promotora OsERD1 de 90
bp
(5™
CCCCGCGCGACGTCGACAAGTCGACAAGTGCGAGGAGCTAGCCATGT
GGGTCGTGCCCGCGCGCGCCACGGCACGGCAACCCCGGAAACG-3Y)
compreendendo as sequéncias centrais CATGTG e CACG foram sintetiza-
das no local com sitios de EcoRIl e Sacl em ambas as extremidades e foram
ligadas diretamente no vetor de levedura pHIS2. Os clones positivos foram
verificados e selecionados com o mesmo método de digestao enzimatica,
produzindo o vetor de transformagao de levedura pHIS2-cis.

3. As células competentes foram preparadas e a transformacao
foi realizada com um vetor de levedura (0o método era o mesmo que o do
ensaio de transativagéo). As células transformadas com o vetor binario dese-
jado (preparando ao mesmo tempo o controle positivo e o controle negativo)

foram revestidas sobre uma placa de Petri de SD/Leu-/Trp-, entao cultivadas
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em uma incubadora a 30°C, até que o tamanho de colbnia fosse de aproxi-
madamente 2 mm.

4. A mesma colbnia foi cultivada por estriamento em uma placa
de Petri de SD/Leu-/Trp-/His- contendo 0 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM e 40
mM de 3-AT e 0 desempenho de crescimento foi observado.
Exemplo 7: Localizagao subcelular de SNAC2

Para determinar a localizagdo da expressdo do gene SNAC2 em
uma célula, foi construida uma proteina de fusdo GFP-NLS (sinal de locali-
zacgao nuclear). Ou seja, o perfil de expressao do gene na célula foi determi-
nado de acordo com a expressdo de GFP. Era sabido que o sinal de locali-
zacgao nuclear (NLS) do gene NAC pode estar localizado em 71-83 AA de
acordo com os artigos publicados anteriormente sobre o gene NAC (Miki
Fujita, Kazuo Shinozaki e outros, A Dehydration-induced NAC protein, RD26,
is involved in a novel ABA-dependent stress-signaling pathway." Plant J
(2004) 39, 863-876 e Honghong Hu e outros, "Over expressing a NAM, A-
TAF and CUC (NAC) transcription factor enhances drought resistance and
salt tolerance in rice." Proc Natl Acad Sci USA, 2006, 103: 12987-12992).
Neste contexto, a localizagdo subcelular do gene foi determinada de acordo
com a regido de expressao na célula desta sequéncia fundida com GFP. O
fragmento de 1-144 AA da sequéncia da presente invencao foi fundido com
um vetor pCAMBIA1391-GFP (que carrega o promotor ubiquitin1), através
do que a localizagao celular da proteina SNAC2 pode ser deduzida de acor-
do com a localizagéo de expressdo de GFP na célula em plantas transgéni-
cas Psnac2: Z/ISNAC2-GFP. O vetor pCAMBIA1391-EGFP (ver a figura 9) foi
reconstruido com base no pCAMBIA1391 (um vetor de transformagao gené-
tica de plantas comumente utilizado no mundo), em que o gene GUS carre-
gado foi substituido pelo gene EGFP, com o promotor Ubiquitin1 precedendo
a GFP. O vetor pCAMBIA1391 era do Australia CAMBIA Laboratory (Center
for the Application of Molecular Biology to International Agriculture) e esta
disponivel publicamente.

O método para a construgio do vetor génico fundido foi descrito
como a seguir: os iniciadores PF (5-GGATCCCTCCTCTCCTCTTCCCAT,
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SEQ ID NO: 8, mais ligante de sito BamHl) e PR (5-
GAATTCGTTCTTCTTGCGG, SEQ ID NO: 9, mais ligante com EcoRl) foram
planejados; o vetor pPGEM-SNAC2 construido no Exemplo 1 anterior foi utili-
zado como molde. O gene SNAC2 foi amplificado através de um programa
de amplificagdo de pré-desnaturagdo a 94°C durante 3 min; 30 ciclos de
94°C durante 30 s, 55°C durante 30 s, 72°C durante 3 min; extensdo a 72°C
durante 5 min; e o produto amplificado sofreu digestdo dupla com EcoRI e
Hindlll e foi ligado em um vetor pCAMBIA1391-EGFP que foi submetido a
mesma digestdo dupla. O calo de arroz foi transformado com o vetor de fu-
sd0 p1391-GFP-NLS utilizando um método de transformacao genética medi-
ado por agrobactéria (0 mesmo que o método utilizado no Exemplo 3), o calo
com resisténcia foi obtido sob pressido seletiva com higromicina (métodos
especificos que sdo descritos no Exemplo 3) e a expressdo de GFP foi ob-
servada sob microscopia fluorescente (ver a figura 7A). O calo com resistén-
cia expressa foi dividido em partes e observado sob microscopia confocal
para determinar a expressao intracelular de GFP. A figura 7B mostra que a
GFP é expressa somente nos nucleos sob a observagao por microscopia
confocal, que indica que a sequéncia de 1-144 AA ja inclui o NLS, de forma
que a GFP podia ser localizada nos ndcleos, isto é, a proteina SNAC2 foi
localizada nos nucleos. Este exemplo provou que o fragmento de 1-144 AA
da sequéncia de acordo com a presente invengdo inclui um NLS intacto e
que a proteina SNAC2 fica localizada no nucleo da célula.
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<211> 1529

<212> cDNA

<213> Oryza sativa

<220>

<221> ORF

<222> (113)..(1024)
GCCAAGCCCTCCTCTCCTCTTCCCAACACTAGTAGGATAAAGCCACAGA
GAGAGCAGTAGTAGTAGCGAGCTCGCCGGAGAACGGACGATCACCGG
AGAAGGGGGAGAGAGATGAGCGGCGGTCAGGACCTGCAGCTGCCGCC
GGGGTTCCGGTTCCACCCGACGGACGAGGAGCTGGTGATGCACTACCT
CTGCCGCCGCTGCGCCGGCCTCCCCATCGCCGTCCCCATCATCGCCG
AGATCGACCTCTACAAGTTCGATCCATGGCAGCTTCCCCGGATGGCGC
TGTACGGAGAGAAGGAGTGGTACTTCTTCTCCCCGCGAGACCGCAAGT
ACCCGAACGGGTCGCGGCCGAACCGCGCCGCCGGGTCGGGGTACTG
GAAGGCGACCGGCGCCGACAAGCCGGTGGGCTCGCCGAAGCCGGTG
GCGATCAAGAAGGCCCTCGTCTTCTACGCCGGCAAGGCGCCCAAGGG
CGAGAAGACCAACTGGATCATGCACGAGTACCGCCTCGCCGACGTCGA
CCGCTCCGCCCGCAAGAAGAACAGCCTCAGGTTGGATGATTGGGTGCT
GTGCCGGATTTACAACAAGAAGGGCGGGCTGGAGAAGCCGCCGGCCG
CGGCGGTGGCGGCGGCGGGGATGGTGAGCAGCGGCGGCGGCGTCCA
GAGGAAGCCGATGGTGGGGGTGAACGCGGCGGTGAGCTCCCCGCCG
GAGCAGAAGCCGGTGGTGGCGGGGCCGGCGTTCCCGGACCTGGCGG
CGTACTACGACCGGCCGTCGGACTCGATGCCGCGGCTGCACGCCGAC
TCGAGCTGCTCGGAGCAGGTGCTGTCGCCGGAGTTCGCGTGCGAGGT
GCAGAGCCAGCCCAAGATCAGCGAGTGGGAGCGCACCTTCGCCACCG
TCGGGCCCATCAACCCCGCCGCCTCCATCCTCGACCCCGCCGGCTCC
GGCGGCCTCGGCGGCCTCGGCGGCGGCGGCAGCGACCCCCTCCTCC
AGGACATCCTCATGTACTGGGGCAAGCCATTCTAGACGACCAAAAAAAA
AAAAAAACAACCGCATTGGCAGCAATGGTGTCACTGAACACCGTGCAG
GCTAGCTAGCTTCATGGCCGGTGAACTTTGACTCAGGCGAGCCGCCGG
AGTTGACTCAAAGATAATTAAAAGAAGTGTTTTAAGTGGATTGGATTGGA
TTAGACAGAGGAGATGAGGACTCGAGAAAGGCGGCGATGAGACCGTG



19

GTTGGGGGGACCCTGGCCTGGACTGAACGACGACGAGGCAGCAGCAG
AAAGATGGTGCAATTGCATCGGGTGGCATGTCAGTGTGTGTGTATAGTG
GCATGTACATAGTACATGGTGATTGATTCGGTATACAGGGGGCTAGCTT
TCCTGTTTCTGTTTCTTCATTGGTTAATTATTACTCCCATTATAAGGTCTT

CTTCAGGGTTGCTAGCTTAATTAATTAATTAATTAGCCCAGTGGTTGAAG
TGTAAGTCAAAATTCATCAAGTCAGAGACTGGAATAATACAATACAGTAC
TGC
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REIVINDICAGOES

1. Planta transformada caracterizada pelo fato de que compre-
ende uma construcao de DNA recombinante que compreende um promotor
funcional em uma célula vegetal posicionado para fornecer a expressao de
um polinucleotideo que possui uma sequéncia com pelo menos aproxima-
damente 70%, 75%, 80%, 85%, 90% ou 95% de identidade em relacgao a-
quele nas posigdes 112-1023 da SEQ ID NO:1.

2. Planta transformada caracterizada pelo fato de que compre-
ende uma construciao de DNA recombinante que compreende um promotor
funcional em uma célula vegetal posicionado para fornecer a expresséao de
um polinucleotideo que codifica um polipeptideo pelo menos aproximada-
mente 70%, 75%, 80%, 85%, 90% ou 95% idéntico ao codificado pela se-
quéncia de polinucleotideo nas posi¢cdoes 112-1023 da SEQ ID NO:1.

3. Planta transformada de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que a dita planta € uma planta de cultivo.

4. Processo de produgao de uma planta transformada que pos-
sui uma propriedade melhorada, caracterizado pelo fato de que compreende
a transformagdo de uma planta com uma construgdo recombinante que
compreende um promotor funcional em uma célula vegetal posicionado para
fornecer a expresséo de um polinucleotideo que codifica um polipeptidéo atil
para aumentar a tolerancia ao frio, a tolerdncia a seca ou a tolerancia a sais
de uma planta, em que o dito polinucleotideo possui uma sequéncia com
pelo menos aproximadamente 70%, 75%, 80%, 85%, 90% ou 95% de identi-
dade em relagao aquele nas posi¢oes 112-1023 da SEQ ID NO:1.

5. Processo de produgao de uma planta transformada que pos-
sui uma propriedade melhorada, caracterizado pelo fato de que o dito pro-
cesso compreende a transformagao de uma planta com uma construgao re-
combinante que compreende um promotor funcional em uma célula vegetal
posicionado para fornecer a expressdo de um polinucleotideo que codifica
um polipeptideo util para aumentar a tolerancia ao frio, a tolerancia a seca
ou a tolerancia a sais de uma planta, em que o dito polipeptideo & pelo me-

nos aproximadamente 70%, 75%, 80%, 85%, 90% ou 95% idéntico ao codi-
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ficado pela sequéncia de polinucleotideo nas posigdes 112-1023 da SEQ ID
NO:1.

6. Processo de acordo com a reivindicagao 4 ou 5, caracterizado
pelo fato de que a dita planta transformada é uma planta de cultivo.

7. Planta que exibe uma propriedade melhorada quando compa-
rada a planta de controle, caracterizada pelo fato de que a caracteristica al-
terada € selecionada do grupo que consiste em maior tolerancia ao frio, mai-
or tolerancia a privacdo de agua e maior tolerancia a sais ou combinagdes
das mesmas, em que a planta possui maior expressdo ou atividade de um
polipeptideo codificado por um polinucleotideo que possui pelo menos apro-
ximadamente 70%, 75%, 80%, 85%, 90% ou 95% de identidade aquele nas
posi¢cdes 112-1023 da SEQ ID NO:1.

8. Planta que exibe uma propriedade melhorada quando compa-
rada a planta de controle, caracterizada pelo fato de que a caracteristica al-
terada é selecionada do grupo que consiste em maior tolerancia ao frio, mai-
or tolerancia a privagdo de agua e maior tolerancia a sais ou combinagoes
das mesmas, em que a planta possui maior expressao ou atividade de um
polipeptideo pelo menos aproximadamente 70%, 75%, 80%, 85%, 90% ou
95% idéntico ao codificado pela sequéncia de polinucleotideo nas posi¢cdes
112-1023 da SEQ ID NO:1.

9. Planta transformada de acordo com a reivindicagao 7 ou 8,

caracterizada pelo fato de que a dita planta € uma planta de cultivo.
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RESUMO
Patente de Invencado: "MELHORIA DO DESEMPENHO DE PLANTAS TO-
LERANTES AO FRIO E A SAIS COM O GENE SNAC2 DO FATOR DE
TRANSCRIGCAO DO ARROZ".

A presente invengao refere-se a um gene NAC responsivo ao
estresse (SNAC2) de arroz que compreende (a) uma sequéncia de DNA que
€ mostrada na posi¢cdes 112-1023 da SEQ ID NO:1 ou (b) uma sequéncia de
DNA que codifica a mesma proteina que a codificada por (a). A presente
invengao refere-se ainda ao uso do dito gene no aumento da tolerancia de
plantas a seca e ao estresse salino.
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