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(57) Resumo: PROTOPORFIRINOGENIO OXIDASE TENDO
ATIVIDADE DE CONFERIR RESISTENCIA CONTRA ACIFLUORFEN
E GENE DA MESMA. A presente invengdo refere-se a
protoporfirinogénio oxidase tendo uma atividade de conferir resisténcia
ao acifluorfen e gene do mesmo sao proporcionados. O gene de
protoporfirinogénio oxidase de cianobactéria é identificado através de
introdugdo de um gene de protoporfirinogénio oxidase de Arabidopsis
em cianobactéria, ruptura de um gene de cianobactéria com um
transposon, selegdo de uma cepa mutante na qual o gene de
protoporfirinogénio oxidase estd rompido, identificagdo do gene de
protoporfirinogénio oxidase rompido e isolamento do gene de
protoporfirinogénio oxidase rompido. Esse procedimento é eficaz como
uma técnica de isolamento de gene quando uma proteina derivada de
outra espécie de organismo que é homoéloga a uma proteina conhecida
(por exemplo, protoporfirinogénio oxidase de cianobactéria) pode nao
ser encontrada em um banco de dados de gene de outra espécie.
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Relatdrio Descritivo da Patente de Invengéo para "PROTOP_OR'—
FIRINOGENIO OXIDASE TENDO ATIVIDADE DE CONFERIR RESISTEN-
CIA CONTRA ACIFLUORFEN E GENE DA MESMA".

Campo Técnico

A presente invencdo refere-se a protoporfirinogénio oxidases
tendo uma atividade de conferir resisténcié contra acifluorfen e se refere,
particularmente, a protoporfirinogéhio oxidases de cianobactérias, genes das
mesmas, transformantes nos quais o gene é incorporado, etc.

Técnica Antecedente

A protoporfirinogénio oxidase é uma enzima que catalisa a rea-
¢do em estagio final de sintese de heme e sintese de clorofila, isto é, catali-
sa a 'reagéb que remove seis elétrons de protoporfirinogénio IX para sinteti-
zar protoporfirina 1X. Heme é um co-fator de heme proteinas, tais como he-
moglobina e citocroma, e € uma molécula essencial para respiracdo, meta-
bolismo de energia e defesa contra estresse por oxigénio. A via sihtética de
heme comumente existe em microorganismos, plantas e animais e sintetiza
heme a partir de um &cido &-aminolevulinico precursor. Ainda, em plantas,
vias sintéticas de heme e clorofila compartilham etapas comuns do acido &-
aminolevulinico precursor em protoporfirina IX. Protoporfirinogénio oxidase €
considerada como exercendo um papel regulatério nessa via sintética. Em
plantas terrestres, a enzima protoporfirinogénio oxidase, a qual € responsa-
vel pelo sistema metabdlico de clorofila, pode ser uma enzima-alvo para
herbicidas de difenil éter (aqui depois referido como DPE em alguns casos).
Quando herbicidas de DPE inibem a atividade de protoporfirinogénio oxida-
se, protoporfirinogénio IX, um substrato da enzima, se acumulara no cloro-
plasto e eventualmente o protoporfirinogénio IX vazara para o citosol, onde
ele é oxidado em protoporfirina IX pela peroxidase. Quando exposta a luz e
oxigénio, a protoporfirina IX pode produzir oxigénio simples e mesmo outras
espécies de oxigénio reativas. Peroxidagcdo de lipidio e dano conferido a
membrana resultam em rapida morte de células vegetais (Lee et al., 1993,
Plant Physiol., 102, 881). Por outro lado, cianobactérias sao bem-conhecidas

por serem capazes de sobreviver na presenca de herbicida de DPE, embora



a razdo ou mecanismo para tal ndo seja conhecido em geral.

Genes de protoporfirinogénio oxidase ja foram isolados de varios
organismos. Por exemplo, o gene PPX1 (Acesso ao Genbank Y13465) e o
gene PPX2 (Acesso ao Genbank Y13466) de tabaco, o gene PPOX de Ara-
bidopsis thaliana (Acesso ao Genbank D83139), o gene HemY de Bacillus
subtilis (Acesso ao Genbank M97208), o gene PPX de camundongo (Acesso

“ao Genbank D45185), o gene PPX humano (Acesso ao Genbank D38537), o

gene PPX de Saccharorhyces cerevisiae (Acesso ao Genbank Z71381), o'
gene hemG de Escherichia coli (Acesso ao Genbank X68660) sdo conheci-
dos. | | -

Como uma aplicagédo de protoporfirinogénio oxidases, por exem-
plo, o Documento de Patente 1 descreve um método para expressar uma
protoporfirinogénio oxidase de Bacillus subtilis, a qUaI confere resisténcia
contra herbicidas de DPE em uma p'Iavnta e descreve uma planta transgéhica
expressando a referida protoporfirinogénio oxidase. Ainda, por exemplo, no
Documento de Patente 2, um gene de protoporfirinogénio oxidase de 1,7 kbp
de comprimento obtenivel de Arabidopsis é descrito como um gene de uma
proteina enzimatica em sistema de biossintese de porfirina, em que o gene €
adequado para cultura de planta e contém a seqijéhcia de nucleotideo de
reconhecimento de enzima de restricdo EcoR1 (5'-GAATTC-3') no sitio 1,3
- kbp de sua extremidade 5'. Além disso, por exemplo, o Documento de Pa-
tente 3 descreve um método simples para avaliagédo da atividade inibitoria
contra prétoporﬁrinogénio oxidase derivada de rato ou Chlamydomonas, o
referido método compreendendo as etapas de (1) cultura de transformantes,
os quais sdo gerados através de introdugdo de um fragmento de DNA com-
posto de promotor operavelmente ligado sendo operavel em uma célula
hospedeira e um gene de protoporfirinogénio oxidase em uma célula hospe-
deira que é deficiente em crescimento baseado em atividade de protoporfiri-
nogénio oxidase e expressam o gene de protoporfirinogénio oxidase presen-
te no fragmento de DNA, no meio na presenca ou auséncia de um composto
de teste e medicdo da taxa de érescimento dos transformantes sob cada

condi¢do, em que 0 meio ndo contém substancialmente um composto que



complementa a deficiéncia no crescimento baseado em protoporfirinogénio
oxidase; e (2) determinacgao da atividade inibitoria do composto de teste con-
tra atividade de protoporfirinogénio oxidasé através de determinagao do grau
de inibicdo sobre o crescimento de transformantes via contato do composto -
de teste baseado na diferenga no crescimento.

Por outro lado, em cianobactériaé, um gene analogo ao hemK de
E. coli foi especulado como sendo protoporfirinogénio dxidase a partir de
analise de seu banco de dados de gene. Depois, contudo, foi provado que o
referido gene hemK analogo de cianobactérias ndo era protoporfirinogénio
oxidase na verdade. Contudo, proteinas homoélogas a ‘protoporfi‘rinogénio
oxidases de outras espécies ja identificados ndo foram encontradas em bancos
de dados de genes de cianobactérias e protoporfirinogénio oxidase de ciano-

bactérias nao foi isolada (vide, por exemplo, Documento Nao Patenteavel 1).

Documento de Patente 1 Pedido de Patente Japonesa N2 09-107833
Documento de Patente 2 Pedido de Patente Japonesa Depositado Aberto a
Inspecéo Publica N 09-140381 |

Documento de Patente 3 Pedido de Patente Japonesa N2 11-346787

Documento Nao Patenteédvel 1 Dmitrii V.Vavilin, Wim F. J. Ver-
maas, Regulation of the tetrapy_rrole biosynthetic pathwéy leading to heme
and chlorophyll in plants and cyanobacteria, Physiologia Plantarum, Vol. 115,
pagina 9, 2002.

Descricdo da Invencio

Obijetivo a ser resolvido pela Invencao

Conforme descrito acima, proteinas homologas a protoporfirino-
génio oxidases conhecidas de outras espécies ndo foram encontradas nos
bancos de dados de gene de cianobactérias e protoporfirinogénio oxidase de
cianobactérias nio foi isolada até agora. Um objetivo da presente invengao €
proporcionar uma protoporfirinogénio oxidase tendo uma atividade de confe-
rir resisténcia ao acifluorfen e um gene da mesma e um trahsformante no |
qual o referido gene é incorporado etc. |

Meios para resolver o objetivo

Os presentes inventores tentaram sele¢do por complementagéo



usando E. coli deficiente de protoporfirinogénio oxidase com o objetivo de

isolamento de protoporfirinogénio oxidase de cianobactéria. Nesse método, |
fragmento gendmico de cianobactérias é introduzido em E. coli deficiente de

protoporfirinogénio oxidase e um gene que complementa a deficiéncia é

buscado para identifiéar 0 gene relacionado a oxidagé@o de protoporfirinogé-

nio IX em cianobactérias. Genes de protoporfirinogénio oXidase derivados de

Arabidopsis e Tabaco foram isolados através do mesmo método usando um

vetor diferente. Um ésbogo da selegdo por complementagcdo sera descrito
abaixo. |

Primeiro, DNA foi obtido de uma cianobactéria (Synechocystis_
PCC6803). Um vetor de fago AZaPIl (STRATEGENE) foi empregado para
construgdo da biblioteca de DNA. Uma vez que a seqiiéncia de nucleotideo
completa da referida cianobactéria ja foi reportada (aproximadamente 3.500
kb), a sequéncia do genoma de cianobactéria foi investigada cerca de seis
seqiiéncias de enzima de restrigao contidas no sitio de multiclonagem do
vetor. Trés enzimas, Xbal, Spel e EcoRlI, foram consideradas apropriadas
para construgao da biblioteca. Conseqlientemente, uma biblioteca de fago
foi construida baseada em tratamento com essas trés enzimas de restrigao.
Experimento de complementagéo foi realizado através de introdugao da bi- |
blioteca resultante em um E. coli deficiente de protoporfirinogénio oxidase e
- testagem da atividade de protoporfirinogénio oxidase dos transforméntes.
Complementagdo clara, contudo, nao foi observada. Vérias possibilidades
foram concebidas a partir desse resultado: por exemplo, o gene de protopor-
firinogénio oxidase de cianobactéria infelizmente traz sequiéncias dessas trés
enzimas de restricdo ou um promotor da referida cianobactéria ndo funciona
bem, etc.

Portanto, outra biblioteca foi construida usando digestao limitada
com a enzima de restricdo Tsp5091 e foi reexaminada. Tsp5091 é uma en-
zima de restrigdo de reconhecimento com quatro bases. Uma vez que as
enzimas de restricdo usadas na tentativa anterior de construir a biblioteca
(EcoRl, Spel e Xbal) reconhecerh seqUéncias de seis bases, ndo se pode

evitar gerar fragmentos de tamanho muito grande. Além disso, se o sitio de



reconhecimento dessas enzimas de restricdo existe dentro da sequiéncia do

gene de protoporfirinogénio oxidase de cianobactéria, um gene de protoporfi-

rinogénio oxidase de comprimento total ndo precisa ser clonado. Por outro

lado, digestao completa de DNA com uma enzima de restricdo de reconhe-
cimento com quatro bases produz um numero grande de fragmentos curtos

de varias centenas de bp. Para resolver eése problema, DNA foi digerido

incompletamente (digestao limitada) com a enzima de restricao de reconhe-

cimento com quatro basés para construir uma biblioteca. Mesmo com essa

biblioteca, deficiéncia de protoporfirinogénio oxidase em E. coli ndo foi com-

plementada.

Em seguida, os presentes inventores acreditaram que a forma
de plasmideo poderia restaurar o crescimento e excisar uma- grande quanti-
dade de plasmideos da biblioteca de fago genémibo de cianobactéria
Tsp5091 para construir a biblioteca de plasmideo genémico de cianobactéria
Tsp5091 para investigacdo. Contudo, restauragao de crescimento acentuada
nao foi observada em qualquer clone. A partir desse resultado, acredita-se
que a protoporfirinogénio oxidase de cianobactéria ndo complementa a defi-
ciéncia de protoporfirinogénio oxidase de E. coli ou a complementagao- é, se
houver, muito leve.

Entédo, os presentes inventores conduziram estudo intensivo pa-
ra resolver o objetivo acima. Baseados no conhecimento de que cianobacté-
rias tém resisténcia ao acifluorfen, os presentes inventores empregaram uma
sele¢do de mutante de cianobactéria usando um transposon, levando ao
isolamento de protoporfirinogénio oxidase de uma cianobactéria (Syne-
chocystis PCC6803) pela pfimeira vez, descobrindo que a protoporfirinogé-
nio oxidase tinha uma atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen e identi-
ficaram o0 gene da mesma, obtendo a presente invencao. Ainda, a presente
invencéo foi completada com a descoberta de que o procedimento de sele-
¢ao de gene usando o transposon € um método util para isolamento de um
gene quando uma proteina de outra espécie homéloga a uma proteina co-
nhecida ndo pode ser encontrada em um banco de dados de gene de outras

espécies.



Em outras palavras, a presente invencéo se refere a (1) uma
protoporfirinogénio oxidase tendo uma atividade de conferir resisténcia ao
acifluorfen a um organismo e sendo derivado de cianobactéria; (2) a proto-
porfirinogénio oxidase de acordo com (1) acima, em que a cianobactéria é
uma cianobactéria pertencendo ao género Synechocystis; e (3) a protoporfi-
rinogénio oxidase de acordo com (1) ou (2) acima, em QUe 0 organismo €
“uma planta. ‘ ,

A presente invengao também se refere a (4) uma proteina mos-
trada em qualquer um de (a) a (c¢) a segUir: (a) a proteina compree‘ndendo a
seqliéncia de aminoéacido mos_trada em SEQ ID NO: 2; (b) uma proteina ten-
‘do atividade de protoporfirinogénio oxidase, a qual compreende uma se-
quéncia de aminoacido em que um ou varios aminoacidos sé@o deletados,
substituidos ou adicionados na sequéncia de aminoacido mostrada em SEQ
ID NO: 2 e a qual tem uma atividade de conferir resisténcia ao acifluorfén a
um organismo; e (¢) uma proteina tendo atividade de protoporfirinogénio oxi-
dase, a qual tem 20% ou mais de homologia a seqiiéncia de aminoéacido
mostrada em SEQ ID NO: 2 e tem uma atividade de conferir resisténcia ao
acifluorfen a um organismo; e (5) a proteina de acordo com (4) acima, em
que a proteina é derivada de cianobactéria. '

A presente invencao também se refere a (6) um DNA de gene de
protoporfirinogénio oxidase que codifica a protoporfirinogénio oxidase de
acordo com qualguer um de (1) a (3) acima ou que codifica a proteina de
acordo com (4) ou (5) acima; (7) um DNA de gene de protoporfirinogénio
oxidase mostrado em (d) ou (e) a seguir: (d) o DNA de gene de protoporfiri-
nogénio oxidase compreendendo a sequéncia de nucleotideo mostrada em
SEQ ID NO: 1; ou (e) um DNA de gene de protoporfirinogénio oxidase que
compreende uma sequéncia de nucleotideo em que um ou varios nucleoti-
deos sao deletados, substituidos ou adicionados na SEQ ID NO: 1 e codifica
uma proteina tendo atividade de protoporfirinogénio oxidase e tendo uma
atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo; (8) um DNA
de gene de protoporfirinogénio oxidase que se hibridiza com um DNA com-

preendendo uma sequéncia complementar a sequéncia de nucleotideo mos-



trada em SEQ ID NO: 1 sob condi¢bes estringentes e codifica uma proteina
tendo atividade de protoporfirinogénio oxidase e tendo uma atividade de con-
ferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo; e (9) o DNA do gene de pro-
toporfirinogénio oxidase de acordo com (7) ou (8) acima, em que a proteina
tendo atividade de protoporfirinogénio oxidase € derivada de uma cianobac-
téria. |

A presente invengao também se refere a (10) um vetor recdmbi-‘
nante no qual o DNA do. gene de protoporfirinogénio oxidase de aéordo com
qualquer um de (6) a (9) acima é incorporado.

A presente invencao também se refere a (11) um transformante
no qual o vetor recombinante de acordo com (10) acima é introduzido; (12) o
transformante de acordo com (11) acima em que o transformante tem uma
resisténcia ao acifluorfen; (13) o transformante de acordo com (11) ou (12)
acima, em que o transformante é um microorganismo; e (14) o transformante
de acordo com (11) ou (12) acima, em que o transformante é uma planta; e
(15) o transformante de acordo com (14) acima, em que a capacidade' fotos-
_sintética é aumentada. ,

A presente-invengao também se refere a (16) um método para
avaliagdo de uma atividade inibitdéria contra protoporfirinogénio oxidase u-
sando o transformante de acordo com qualquer um de (11) a (15) acima; e
(17) um método de selegao para um inibidor de protoporfirinogénio oxidase
usando o transformante de acordo com qualquer um de (11) a (16) acima.

A presente invengao também se refere a (18) um método para
isolamento de um gene de protoporfirinogénio oxidase de cianobactéria,
compreendendo as etapas (f) a (j) a seguir: (f) introdugao de um gene de
protoporfirinogénio oxidase de Arabidopsis em uma cianobactéria; (9) ruptura
do gene de cianobactéria usando um transposon; (h) selecao de uma cepa
mutante gene de protoporfirinogénio oxidase-rompido; (i) identificacdo do
gene de protoporfirinogénio oxidase rompido; e (j) isolamento do gene de -
protoporfirinogénio oxidase rompido.

A presente invengédo também se refere a (19) um método para

uso da proteina de acordo com (4) ou (5) acima como protoporfirinogénio



oxidase; (20) um método para conversao de protoporfirinogénio IX em proto-
porfirina 1X através de contato artificial do protoporfirinogénio IX com a prote-
ina de acordo com (4) ou (5) acima; (21) um método para uso do DNA de
acordo com qualquer um de (6) a (9) acima como um gene de protoporfirino-
génio oxidase; e (22) um método para converséo de protoporfirinogénio IX
em protoporfirina IX através de contato do protoporfirinogénio IX com um
‘produto de expressao artificialmente expresso a partir do DNA de acordo
com qualquer um de (6) a (9) acima.

A presente inven¢do também se refere a (23) um método para
isolamento de um gene que codifica uma proteina tendo uma fungéo_exata a
_partir de um organismo especifico, compreendendo as etapas (1) a (5) a se-
guirr |

(1) geragdo de um transformante atravéé de introdugéo, no or-
ganismo especifico, de um gene que codifica uma proteina que complemen-
ta a detérminada fungcao, em que o gene é derivado de um outro organismo
gue nao o organismo especifico;

(2) geracdo de uma cepa mutante do transformante através de
ruptura aleatéria de um gene do transformante;

(3) selecdo de uma cepa mutante rompida no gene que codifica |
a proteina tendo a determinada fungdo através de uso de um agente que
~ atua sobre a proteina que complementa a determinada fungdo, mas nao a-
“tua sobre a proteina tendo a determinada fungdo ou através de alteragao
das condigbes de cultura;

(4) identificacdo do gene rompido que codifica a proteina tendo a
determinada funcao; e

(5) isolamento do gene rompido que codifica a proteina tendo a
determinada fungao.

A presente invengao também se refere ao (24) método para iso-
lamento de um gene de acordo com (23) acima, em que a mutagénese é
uma mutagénese usando um transposon; (25) o método para isolamento de
um gene.de acordo com (23) ou (24) acima, em que a proteina que comple-

menta a determinada funcédo derivada de um outro organismo que nao um



organismo especifico € protoporfirinogénio oxidase de Arabidopsis; (26) o
método para isolamento de um gene de acordo com (25) acima, em que 0
agente que atua sobre a proteina que corhplementa a determinada funcao,
mas nao atua sbbre a proteina tendo a determinada funcao, é acifluorfen; e -
(27) o método para isolamento de um gene de acordo com (25) ou (26) aci-
ma, em que a proteina tendo uma determinada fung@o no organismo especi-
fico é protoporfirinogénio oxidase de cianobactéria.

Breve Descricdo dos Desenhos

Figura 1: alinhamento da seqléncia de aminoacido de SEQ ID
NO: 2 e sequéncias de amino&cido codificadas por genes com -fungéao des-
conhecida derivados de cianobactérias. |

Figura 2: alinhamento da seqléncia de aminoacido de SEQ ID
NO: 2 e sequéncias de aminoacido codificadas por genes com fungao des-
conhecidas derivados de outros organismos.

Figura 3: é uma figura mostrando uma estrutura para rUptura do
gene slr1790 de Synechocystis (psir1790SKM, 6,4 kb).

Figura 4: é uma figura mostrando cromatogramas de: amostra
de protoporfirina 1X (A), extrato da cepa de gene slr1790 rompido (B) e extra-
to do tipo silvestre (C).

Figura 5: é uma figura mostrando uma vista esquematica de
pBl121. |

Figura 6: é uma figura mostrando uma vista esquematica de
pBlsir1790.

Melhor Modo para Realizagdo da Invencao

Protoporfirinogénio oxidase da presente invengao tem uma ativi-
dade de conferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo. A “protoporfiri-
nogénio oxidase tendo uma atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a
um organismo” aqui significa uma protoporfirinogénio oxidase que aumenta a
resisténcia ao acifluorfen do organismo quando a protoporfirinogénio oxidase
é introduzida em um organismo apropriado e apropriadamente expressa no
organismo. O aumento na resisténcia ao acifluorfen do organismo pode ser

avaliado, por exemplo, através de investigagdo se o valor de LC 50 do aci-
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fluorfen no organismo é aumentado a 48 horas ap6s a introdugéo da enzima
comparado com o valor antes de introdugcdo da enzima. Particularmente,
quando o organismo € uma planta, 0 aumento na resisténcia ao acifluorfen
da planta pode ser investigado, por exemplo, confirmando a diminuigao no
grau de etiolagao, amarelamento ou desseca¢do na planta expressando a-
propriadamente a enzima, comparado com a planta antés da expressao a-
propriada da enzima quando uma quantidade particular de acifluorfen é apli-
c_ada ao solo de cultura ou pode ser investigado confirmando o aumento na
quantidade de aplica¢do de acifluorfen por unidade de area reque‘rida para
causar o mesmo grau de etiolagdo, amarelamento ou_dessecagéo'na planta
expressando apropriadamente a enzima, comparado com a planta antes da
expressao apropriada da enzima. Ainda, o grau de aperfeicoamento na re-
sisténcia ao acifluorfen ndo esta particularmente limitado, mas é preferido
gue seja um aumento, de preferéncia, de 1,1 vez ou mais, mais preferivel-
mente 1,5 vez ou mais, ainda mais preferivelmente 2 vezes ou mais, mais
preferivelmente 3 vezes ou mais, no valor de LC 50 do acifluorfen contra o
organismo a 48 horas depois ou na quantidade de aplicagao de acifluorfen
por area unitaria requerida para causar 0 mesmo nivel de etiolagdo, amare-
lamento ou dessecagéo do que antes da introdugdo da enzima.

Ainda, a “protoporfirinogénio oxidase tendo uma atividade de
- conferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo” da presente invencéo
inclui o caso onde a protoporfirinogénio oxidase em si tem resisténcia ao
acifluorfen. Aqui, o termo “a protoporfirinogénio oxidase em si tem resistén-
cia ao acifluorfen” significa que a atividade especifica de protoporfirinogénio
oxidase em um solvente apropriado contendo 1 uM de acifluorfen permane-
- ce um quinquagésimo ou maior, de preferéncia um vigésimo ou mais ou,
mais preferivelmente, um décimo ou mais do que aquela na auséncia-de aci-
fluorfen. O termo “atividade de protoporfirinogénio oxidase” aqui significa
uma atividade enzimatica para oxidar protoporfirinogénio IX em protoporfirina
IX. A atividade especifica de protoporfirinogénio oxidase de uma proteina
pode ser facilmente verificadé, pof exemplo, através de contato da proteina

com protoporfirinogénio IX em um tampao apropriado ou solugdo salina e
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exame do rendimento de protoporfirina IX. Ainda, o “organismo” na expres-
sao “tendo uma atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a um orga-
nismo” ndo é particularmente limitado e pode ser uma planta ou um microor-
ganismo. Contudo, uma planta é preferida. Dentre plantas, Arabidopsis, ta-‘
baco, milho, arroz, a familia do trigo (tal como trigo e cevada) e batatas (tais
como batatas brancas) sao preferidos. | |

A protoporfirinogénio oxidase da presente invencédo pode ser ou
pode nao ser de cianobactérias na medida em que tenha uma atividade de
conferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo. Exemplos de cianobacté-
rias incluem, mas ndo estdo limitados a, cianobactérias bactérias pertencen-
do aos géneros S_ynebhocystis, Anabaena, Gloeobacter, Prochlorococcus,
SyneChocoécus, Rhodopseudomonas e, mais especificamente, Synechocys-
tis PCC6803, Anabaena PCC7120, Gloeobacter violaceus PCC7421, Proc-
hlorococcus marinus SS120, Prochlorococcus marinus MIT9313, Prochloro- -
coccus marinus MED4, Synechococcus WH8102 e Rhodopseudomonas pa-
lustris. Dentre esses, cianobactérias pertencendo ao género Synechocystis -
sao preferidas e Synech.ocystis PCC6803 é mais preferido. '

O termo “protoporfirinogénio oxidase derivada de cianobactéria”
aqui inclui, além de protoporfirinogénio oxidase que realmente existe em cia-
nobactéria, protoporfirinogénio oxidase expressa em um outro microorga-
nismo, etc., que nao cianobactéria usando técnicas recombinantes, etc., na
medida em que ela seja a mesma que a protopotfirinogénio oxidase que re-
almente existe em cianobactéria. |

Uma proteina da presente invengéo é qualquer uma das seguin-
tes proteinas: (1) uma proteina compreendendo a sequéncia de aminoacido
mostrada em SEQ ID NO: 2; (2) uma proteina tendo uma atividade de confe-
rir resisténcia ao acifluorfen a um organismo, tendo atividade de protoporfiri-
nogénio oxidase e compreendendo uma seqiiéncia de aminoacido na qual
ou varios aminoacidos sdo deletados, substituidos ou adicionados em qual-
quer uma de (i) a sequéncia de aminoacido mostrada em SEQ ID NO: 2, (ii)
as sequéncias de aminoé&cido das posi¢des de aminoacido 1 a 34 e 48 a 176
de SEQ ID NO: 2 ou (iii) as seqliéncias de aminoacido de posi¢des de ami-
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noéacido 1 a 34 e 48 a 193 de SEQ ID NO: 2; e (3) uma proteina tendo uma
atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a um‘organismo, tendo ativi-
dade de protoporfirinogénio oxidase e tendo uma homologia de 20% ou mais
a qualquer uma de (i) a sequéncia de aminoacido mostrada em SEQ ID NO:
2, (i) as sequéncias de aminoacido das posi¢cbes de aminoacido 1 a 34 e 48
a 176 de SEQ ID NO: 2 ou (iii) as sequéncias de aminoacido de posigdes de
aminoacido 1 a 34 e 48 a 193 de SEQ ID NO: 2. Aqui depois, essas protei-
nas da presente invengdo podem ser coletivamente referidas como “a(s)'
presente(s) proteina(s)”. |

A proteina de (2)"acima da presente invengéo ndo esta particu-
larmente limitada, na medida em que ela seja uma proteina tendo uma ativi-
dade de conferir resisténcia ao acifluorfen a um orga'nismo, tendo atividade
de protoporfirinogénio oxidase e compreendendo uma sequéncia de amino-
acido na qual um ou varios aminodcidos sdo deletados, substituidos ou adi-
cionados em qualquer uma de (i) a sequéncia de aminoacido mostrada em
SEQ ID NO: 2, (ii) as sequéncias de aminoacido de posi¢des de aminoacido
1 a 34 e 48 a 176 de SEQ ID NO: 2 ou (iii) as seqiéncias de aminoacido de
posi¢cdes de aminoacido 1 a 34 e 48 a 193 de SEQ ID NO: 2. Contudo, e-
xemplos preferidos incluem uma proteina tendo uma atividadé de conferir
resisténcia ao acifluorfen a um organismd, tendo atividade de protoporfirino-
- génio oxidase e compreendendo uma seqiéncia de aminoacido na qual um
ou varios aminoacidos sdo deletados, substituidos ou adicionados na se-
quéncia de aminoacido mostrada em SEQ ID NO: 2; uma proteina tendo
uma atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo, tendo
atividade de protoporfirinogénio oxidase, compreendendo uma seqiéncia de
aminoacido na qual um ou varios aminoacidos sdo deletados, substituidos
ou adicionados nas sequéncias de aminoéacido de posi¢des de aminoacido 1
a 34 e 48 a 176 e compreendendo uma sequléncia de aminoacido consistin-
do em quaisquer um de 10 a 16, de preferéncia quaisquer um de 12 a 14,
mais preferivelmente quaisquer 13 aminoacidos entre uma sequéncia de
aminoacido correspondendo'a referida seqiiéncia de aminoacido de posi-

cbes de aminoacido 1 a 34 e uma seqliéncia de aminoacido correspondendo
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a referida seqliéncia de aminoacido de posigdes de aminoacido 48 a 176;

uma proteina tendo uma atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a um

organismo, tendo atividade de protoporfirinogénio oxidase, compre‘endendo.

uma sequéncia de aminoacido na qual um ou varios aminoacidos séo dele-
tados, substituidos ou adicionados na sequéncia de aminoacido de posi¢oes

de aminoacido 1a34e 48a 193 e compreéndendo uma seqléncia de ami-

noacido consistindo em quaisquer 10 a 16, de preferéncia quaisquer 12 a 14,

mais preferivelmente quaisquer 13 aminoécidos entre uma sequéncia de

aminoéacido correspondendo a referida seqiéncia de aminoacido das posi-

¢bes de aminoacido 1 a 34 e uma seqliéncia de aminoéacido correspondendo

a referida sequéncia de amino&cido das posi¢oes 48 a 193 de aminoécido.

Aqui, uma éeqﬁéncia de aminoacido correspondendo a sequiéncia de amino-

acido das posi¢bes de aminoacido m a n significa uma seqiéncia de amino-

acido na qual um ou varios aminoacidos sdo deletados, substituidos ou adi- -
cionados na sequéncia de aminoacido das posi¢des de aminoacido m a n.

A “sequéncia de aminoacido na qual um ou varios aminoacidos
sao deletados, substituidos ou adicionados” acima significa uma seqiéncia de
aminoacido na qual qualquer nimero de aminoéacidos, por exemplo, 1 a 20,
de preferéncia 1 a 15, mais preferiveimente 1 a 10, ainda mais preferivel-
mente 1 a 5, mais preferivelmente 1 a 3 aminoacidos sdo deletados, substi-
tuidos ou adicionados.

O termo “tendo atividade de protoporfirinogénio oxidase” aqui
significa tendo uma atividade enzimética para oxidar protoporfirinogénio IX
em protoporfirina IX. A presenga da atividade de protoporfirinogénio oxidase
em uma proteina pode ser‘facilmente confirmada através de avaliagao da
produgdo de protoporfirinogénio IX apds contato da proteina com protoporfi-
rinogénio IX em um tamp&o ou solugéo salina apropriada. |

Ainda, a “proteina tendo uma atividade de conferir resisténcia ao
acifluorfen a um organismo” aqui significa uma proteina a qUaI aumenta a -
resisténcia ao acifluorfen do organismo quando a proteina € introduzida em
um organismo apropriado e apropriadamente expressa no organismo. Au-

mento na resisténcia ao acifluorfen do organismo pode ser avaliado, por e-
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xemplo, investigando se o valor de LC 50 de acifluorfen para o organismo é
~ aumentado em 48 horas apos a introducao de protél’na, comparado com 0
valor antes de introdugdo da proteina. Ainda, particularmente quando o or-
ganismo é uma planta, aumento na resisténcia ao acifluorfen da planta pode
ser investigado, por exemplo, confirmando uma diminui¢ao no grau de etio-
Iagéo, amarelamento ou dessecagao na planta expressando apropriadamen-
te a proteina na planta, comparado com a planta antes da expressao apro- -
priada da proteina quando uma quantidade particular de acifluorfen & aplica-'
da ao solo de cultura ou pode ser investigado confirmando o aumento na
quantidade de aplicagao de acifluorfen por unidade de area requerida para
‘causar o mesmo grau de etiolagdo, amarelamento ou dessecagéo na planta
expressando apropriadamente a proteina, comparado'com a planta antes da
expressao apropriada da proteina. Ainda, o grau de éperfeigoamento na re-
sisténcia ao acifluorfen ndo estd particularmente limitado mas, é preferido
QUe seja um aumento, de preferéncia, de 1,1 vez ou mais, mais preferiv‘eli-
mente 1,5 vez ou mais, ainda mais preferivelmente 2 vezes ou mais, mais
preferivelmente 3 vezes ou mais no valor de LC 50 do acifluorfen para o or-
ganismo 48 horas depois ou na quantidade de aplicagao de acifluorfen por
area unitaria requerida para causar o mesmo nivel de etiolagcdo, amarela-
mento ou dessecagao que aquele antes de introdugéo da proteina.

Ainda, a “proteina tendo uma atividade de conferir resisténcia ao
acifluorfen a um organismo” da presente invengao inclui o caso onde a prote-
ina em si ‘tem uma resisténcia ao acifluorfen. Aqui, a “proteina em si tem re-
sisténcia ao acifluorfen” significa que uma atividade especifica (com relagao
a atividade de protoporfirinogénio oxidase) da proteina em um solvente a-
- propriado contendo 1 uM de acifluorfen &, de preferéncia, um quinquagésimo
ou maior, mais preferivelmente um vigésimo ou mais ou, mais preferivelmen-
te, um décimo ou mais do que uma atividade especifica (referente a ativida-
de de protoporfirinogénio oxidase) da proteina na auséncia de acifluorfen. O
termo “atividade de protoporfirinogénio oxidase” aqui significa uma atividade
enzimatica para oxidar protoporfirinogénio IX em protoporfirina 1X. Atividade

especifica (referente a protoporfirinogénio oxidase) de uma proteina pode
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ser facilmente confirmada, por exemplo, através de contato da proteina com
protdporfirinogénib IX em um tampao ou solugédo salina apropriada e exami-
nando o rendimento de protoporfirina IX. Ainda, o “organismo” na expresséao
“tendo uma atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo”
nao esta particularmente limitado, mas plantas e microorganismos séo prefe-
ridos. Particularmente preferidas sao plantas.‘ ' _

A proteina (3) acima da presente invengao nao esta partichlar'—
mente limitada, na medida em que ela seja uma proteina tendo uma ativida-
de de conferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo, tendo atividade -de
protoporfirinogénio oxidase e tendo uma homologia de 20% ou mais a qual-
quer uma de (i) a sequéncia de aminoacido mostrada em in SEQ ID NO: 2
(slr 790), (i) as seqliéncias de aminoacido das posi¢cdes de aminoacido 1 a
34 ¢ 48 a 176 de SEQ ID NO: 2 ou (iii) as seqiéncias de aminoacido das
posicdes de aminoacido 1 a 34 e 48 a 193 de SEQ ID NO: 2. Contudo, a
homologia de qualquer uma de (i) a seqliiéncia de aminoacido mostrada em
SEQ ID NO: 2, (ii) as seqiiéncias de aminoacido das posi¢coes de aminoaci-
do1a34e 48 a 176 de SEQ ID NO: 2 ou (iii) as seqﬂéncias}de‘ aminoacido
das posicoes de aminoacido 1 a 34 e 48 a 193 de SEQ ID NO: 2 devera ser,
de preferéncia, 45% ou mais, mais preferivelmente 54% ou mais, ainda mais
preferivelmente 65% ou mais, mais preferivelmente 80% ou mais, ainda mais
preferivelmente 90% ou mais, mais preferivelmente 95% ou mais. O termo
“homologia as seqiiéncias de aminoacido das posicdes de aminodacido o a p
e q ar é X% ou mais” aqui significa que a homologia € X% ou mais a uma
sequéncia de aminoacido compreendendo sequiéncias de aminogcido das
posi¢coes de aminoacido o a}p e posi¢cdes de aminoacido gq a r nessa ordem,
entre as quais uma seqiéncia de aminoacido consistindo em quaisquer 10 a
16, de preferéncia 12 a 14 ou, mais preferivelmente, 13 aminoacidos esta
contida. A “proteina tendo atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a
um organismo” e “proteina tendo atividade de conferir resisténcia ao acifiuor-
fen a um organismo” na proteina de (3) acima e suas modalidades preferi-
veis tém o mesmo significado que aquela da proteina de (2) acima.

Além disso, busca baseada no BLAST por proteinas com aita
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homologia a sequéncia de aminoacido mostrada em SEQ ID NO: 2 revelou
varios genes de fungao desconhecida que codificam seqiéncias de aminoa-
cido tendo alta homologia a seqiiéncia de amino4cido mostrada em SEQ ID
NO: 2. Dentre essas, genes derivados de cianobactéria de fungdo desco-
nhecida sao mostrados na Tabela 1 abaixo. Também mostrada na Tabela 1
é a homologia (%) das seqiéncias de amihoécido codificadas por esses ge-
nes a seqléncia de aminoécido mostrada em SEQ ID NO: 2. Essas s&o
também abrangidas pelas prese'ntes proteinas. Enquanto isso, a seqiiéncia
de aminodcido da presente invencdo mostrada em SEQ ID NO: 26 a se-
quéncia de aminoacido codificada pelo gene slr1790 derivado de Syne-
chocystis PCC6803, a qual foi. revelada pelos presentes inventores conforme

descrito nos Exemplos abaixo.

Tabela 1

| Homologia a seqlén-

Género de cianobactérias Génes cia de aminoacido do.
| sir1790

Synechocystis sp. PCC6803 slr1790 -

Anabaena sp. PCC7120 alr5217 | 68

Gloeobacter violaceus PCC7421 glI3040 65

Prochlorococcus marinus SS120 Pro0955 55

Prochlorococcus marinus MIT9313 | PMTO0725 | 54

Synechococcus sp. WH8102 SYNW1243 | 56

Prochlorococcus marinus MED4 PMMO0881 46

Rhodopseudomonas palustris RPA0297 |27

Ainda, alinhamento das sequiéncias de aminoacido codificadas
pelos genes apresentados na Tabela 1 € mostrado abaixo na Figura 1.

No alinhamento da Figura 1, um asterisco é adicionado sob os
aminoacidos idénticos em todos os 7 genes, enquanto que um traco é adi-
cionado sob os aminoacidos idénticos em 4 a 6 genes. Conforme conhecido
da Tabela 1 e Figura 1, essas seqliiéncias de aminoacido de 7 cianobacté-
rias (exclusivas de Synechocystis PCC6803) tém alta homologia com a se-

qgiéncia de aminoéacido codificada pelo gene siri790 de Synechocystis
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PCC6803 e determinadas regides sao altamente conservadas. Portanto, as
proteinas codificadas por esses genes, além dd gene siri790 de Syne-
chocystis PCC6803, sao estimadas como sendo protoporfirinogénio oxida-
ses tendo uma atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a organismos, -
conforme com a proteina codificada pelo gene slr1790 de Synechocystis
PCC6803 (a sequéncia de aminoécidq de SEQ ID NO: 2). Além disso, o ali-
nhamento da Figura 1 mostra alta conservac¢ao da protopbrfirinogénio oxida-
se da presente invengdo nas sequéncias de aminoacido das posigoes de
aminodcido 1 a 34 e 48 a 193 da sequiéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 2
(correspondendo as sequéncias de nucleotideo das posi¢Ges de nucleotideo
1 a 102 e 142 a 582) e, especialmente, as sequéncias de aminoacido das
posicoes de aminoacido 1 a 34 e 48 a 176 da sequéncia de aminoacido de
SEQ.ID NO: 2 (correspondendo as sequéncias de nucleotideo das posigbes
de nucIeoﬁdeo 1 a 102 e 142 a 528), dentre a sequéncia de aminoacido de -
SEQ ID NO: 2 ou a sequéncia de nuclectideo de SEQ ID NO: 1. Assim, €
provavel que essas regides exercam um papel importante na propriedade
.das referidas enzimas. |

Ainda, dentre os genes mostrados, através de busca pelo BLAST,
codificar uma sequiiéncia de aminoacido tendo uma aita homologia a sequén-
cia de aminoacido de SEQ ID NO: 2, genes de outros organismos que nao
cianobactérias sdao mostrados na Tabela 2 abaixo. As presentes proteinas
também incluem produtos da expressao desses genes.

Tabela 2

Homologia a sequéncia de a-

Espécie de organismo | Gene L
_ minoacido do sir1790 (%)

Synechocystis sp. PCC6803 | sir1790 -

Pseudomonas aeruginosa PAO661 | 35
Helicobacter pylori 026018 33
Brucella melitensis Q8YJTO |29
Agrobacterium tumefaciens

Q8uUBL7 |25
(cepa C58 / ATCC33970)

Ainda, alinhamento das sequéncias de aminoacido codificadas
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pelos genes mostrados na Tabela 2 é mostrado na Figura 2.

| No alinhamento da Figura 2, um asteriséo € adicionado sob os
aminodcidos idénticos em todos os 5 genes, enquanto que um traco € adi-
cionado sob os aminoacidos idénticos em 3 genes. Conforme conhecido da
Tabela 2 e Figura 2, essas seqliéncias de aminoacido de 4 espécies (exclu-
sivas de Synechocystis PCC6803) tém alta homologia com a seqiéncia de
“aminoacido codificada pelo gene sIr1790 de Synechocystis PCC6803 e de-
terminadas regides sdo altamente conservadas. Portanto, as proteinas codi-
ficadas por esses genes, além do gene de Synechocystis PCC6803, também
sdo estimadas como sendo protoporfirinogénio oxidases tendo uma ativida-
de de conferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo, conforme com a
proteina codificada pelo gene slr1790 de Synechocystis PCC6803.

A presente invengdo também se refere a um método para uso
das presentes proteinas acima como protoporfirinogénio oxidase. O “uso
como protoporfirinogénio oxidase” aqui significa, por exemplo, uso da pre-
sente proteina em uma reagdo na qual o produto da reagéo, protoporfirina
IX, é produzido através de contato artificial da prese‘nte proteina com o subs-
trato, protoporfirinogénio IX, in vitro ou in vivo. A descoberta de que as pre-
sentes proteinas tém atividade de protoporfirinogénio' oxidase é uma desco-
berta totalmente nova primeiro mostrada na presente invengao. Ainda, o
" termo “contato artificial”, no método para conversao de protoporfirinogénio IX
em prdtoporﬁrina IX através de contato artificial de protoporfirinogénio IX
com a presente proteina, significa um contato artificial in vitro ou in vivo e
nao inclui, por exemplo, um contato nao-artificial em uma célula cianobacte-
riana.

O DNA do gene de protoporfirinogénio oxidase da presénte in-
vengao é qualquer um dos seguintes DNAs de gene de protoporfirinogénio
oxidase: (1) um DNA de gene de protoporfirinogénio oxidase que codifica a
protoporfirinogénio oxidase da presente invengdo ou as presentes proteinas;
(2) um DNA de gene de protoporfirinogénio oxidase compreendendo a se-
quéncia de nucleotideo mostrada ém SEQ ID NO: 1; (3) um DNA de gene de

protoporfirinogénio oxidase que codifica uma proteina tendo atividade de
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protoporfirinogénio oxidase e tendo uma atividade de conferir resisténcia ao
acifluorfen a um organismo e compreende uma sequéncia de nucleotideo na
qual um ou varios nucleotideos s&o deletédos, substituidos ou adicionados
em qualquer uma de (i) a sequéncia de nucleotideo mostrada em SEQ ID
NO: 1; (i) as sequéncias de nucleotideo das posi¢gdes de nucleotideo 1 a
102 e 142 a 528 de SEQ ID NO: 1 ou v(iii) aé sequéncias de nucleotideo das
posicdes de nucleotideo de 1 a 102 e 142 a 528 de SEQ ID NO: 1; e (4) um
DNA de gene de protopbrfirinogénio oxidase que codifica uma proteina ten-
do uma atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo e
tendo atividade de protoporfirinogénio oxidase e se hibridiza com um DNA
complementar a qualquer uma de (i) a seqliéncia de nucleotideo mostrada
em SEQ ID NO: 1, (ii) as seqléncias de nucleotideo das posi¢gbes de nucleo-
tideo 1 a 102 e 142 a 528 de SEQ ID NO: 1 ou (iii) as sequéncias de nucleo-
tideo das posi¢oes de nucleotideo de 1 a 102 e 142 a 528 de SEQ ID NO: 1 -
sob condi¢cbes estringentes. Esses DNAs de gene de protoporfirinogénio. o-
xidase da presente invengcao podem ser coletivamente referidos como “o
presente DNA de gene”. ' |

O DNA (2) acima da presente invencao nao esta particularmente
limitado, na medida em que ele seja um DNA de gene de protoporfirinogénio
oxidase que codifica uma proteina tendo uma atividade de conferir resistén-
cia ao acifluorfen a um organismo e tendo atividade de protoporfirinogénio
oxidase e compreende uma sequéncia de nucleotideo na qual um ou vérios
nucleotideos sao deletados, substituidos ou adicionados a uma de (i) a se-
quiéncia de nucleotideo mostrada em SEQ ID NO: 1; (ii) as sequéncias de
nucleotideo das posicbes de nuclebtideo 1 a 102 e 142 a 528 de SEQ ID
NO: 1 ou (iii) as sequiéncias de nucleotideo das posi¢des de nucleotideo de
12102 e 142 a 528 de SEQ ID NO: 1. Contudo, o seguinte pode ser, de pre-
feréncia, exemplificado: um DNA de gene de protoporfirinogénio oxidase que
codifica uma proteina tendo uma atividade de conferir resisténcia ao acifluor- -
fen a um organismo e tendo atividade de protoporfirinogénio oxidase e com-
preendendo uma seqiiéncia de nucleotideo na qual um ou varios nucleoti-

deos sdo deletados, substituidos ou adicionados na seqiéncia de nucleoti-
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deo mostrada em SEQ ID NO: 1; um DNA de gene de protoporfirinogénio
oxidase que codifica uma proteina tendo uma atividéde de conferir resistén-
cia ao acifluorfen a um organismo e tendo »a_tividade de protoporfirinogénio
oxidase, compreende uma sequéncia de nucleotideo na qual um ou varios
nucleotideos sao deletados, substituidos ou adicionados nas sequéncias de
nucleotideo das posicdes de nucleotideo 1 a 102 e 142 a 528 de SEQ ID
NO: 1 e compreende uma seqiiéncia de nucleotideo consistindo em quais-
quer 30 a 48 (multiplos de trés apenas), de preferéncia 36 a 42 (multiplos de
trés apenas), mais preferivelmente 39 nucleotideos entre a sequéncia de
nucleotideo correspondendo a referida sequéncia de nucleotideo das posi-
‘¢Oes de nucleotideo 1 a 102 e a sequéncia de nucleotideo correspondendo a
referida sequiéncia de nucleotideo das posigdes de nucleotideo 142 a 528;
um DNA de gene de protoporfirinogénio oxidase que codifica uma proteina
tendo uma atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo e
tendo atividade de protoporfirinogénio oxidase, compreende uma sequiéncia
de nucleotideo na qual um ou varios nucleotideos sao deletados, substitui-
dos ou adicionados nas seqiiéncias de nucleotideo das posicdes de nucleo-
tideo 1 a 102 e 142 a 582 da SEQ ID NO: 1 e compreende uma sequiéncia
de nucleotideo consistindo em quaisquer 30 a 48 (multiplos de trés apenas),
de preferéncia 36 a 42 (multiplos de trés apenas), mais preferivelmente 39
- nucleotideos entre a seqiiéncia de nucleotideo correspondendo a seqiiéncia
de nucleotideo das posicdes de nucleotideo 1 a 102 e a seqliéncia de nucle-
otideo correspondendo a sequéncia de nucleotideo das posi¢cdes de nucleo-
tideo 142 a 582. Aqui, a sequiéncia de nucleotideo correspondendo as se-
giéncias de nucleotideo das posicdes de nucleotideo m a n significa uma -
sequéncia de nucleotideo na qual um ou varios nucleotideos sao deletados,
substituidos ou adicionados na sequéncia de nucleotideo das posi¢coes de
nucleotideo m a n.

A “seqliéncia de nucleotideo, na qual um ou varios nucleotideos
sdo deletados, substituidos ou adicionados” acima significa uma sequéncia
de nucleotideo na qual qualquer hUmero de nucleotideos, por exemplo, 1 a

20, de preferéncia 1 a 15, mais preferivelmente 1 a 10, ainda mais preferi-
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velmente 1 a 5, mais preferivelmente 1 a 3 nucleotideos séo deletados,
substituidos ou adicionados.

Por exemplo, DNA compreend.endo uma seqUéncia de nucleoti-
deo na qual varios nucleotideos s&o deletados, substituidos ou adicionados
(DNA mutante) pode ser preparado usando quaisquer métodos conhecidos
por aqueles habilitados na técnica (por exefnplo, sintese quimica, procedi-
mento de engenharia genética, mutagénese, etc.). Especificamente, DNAs
mutantes podem ser obtidos através de ihtrodugéo de uma mutagao no DNA
compreendendo a sequéncia de nucleotideo mostrada em SEQ ID NO: 1
através de métodos tais como contato com um agente mutagénico, radiagao
de raios ultravioleta ou procedimento de engenharia genética. Mutagénese
de sitio especifico, a qual € uma técnica de engenharia genética, é util por-
que ela permite a introducdo de uma mutagao especificé em um sitio especi-
fico e pode ser realizada de acordo com um método descrito, por exemplo, -
em Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor La-
boratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989 (aqui depois referido como
Molecular Cloning 22 ed.) Expressdo desse DNA mutante usando um siste-
ma de expressao apropriado permite a aquisicdo de proteinas compreen-
dendo uma sequéncia de aminoacido na qual um ou varios aminodcidos sao
deletados, substituidos ou adicionados. '

O “DNA {que se hibridiza sob condigbes estringentes” significa
um DNA obtido através de realizagdo do método de hibridizagdo-em coldnia,
método de hibridizagdo em placa ou método de hibridizacao de southern blot
usando um acido nucléico, tal como DNA ou RNA, como uma sonda. Especi-
ficamente exemplificado é ufn DNA. identificado realizando uma hibridizagcao
usando um filtro, ao qual DNAs derivados de placa ou colénia ou fragmentos
dos referidos DNAs sao fixados, na presenca de NaCla 0,7a 1,0 Ma65°Ce
subseqUente lavagem do filtro a 65°C usando cerca de 0,1 a 2 x solugdo de
SSC (composicdo de 1 x solugdo de SSC é cloreto de sddio a 150 mM e ci-
trato de sédio a 15 mM). Hibridizacbes podem ser realizadas de acordo com
o método descrito em Molecular Cloning 22 ed., etc.

Exemplos do DNA que se hibridiza sob condi¢gdes estringentes
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incluem um DNA tendo homologia, acima de um determinado nivel, a uma
sequéncia de nucleotideo do DNA sonda. Exemplos .do DNA preferido inclu-
em, por exemplo, um DNA tendo homologia de 60% ou mais, de preferéncia
70% ou mais, mais preferivelmente 80% ou mais, ainda mais preferivelmente
90% ou mais, particularmente de preferéncia 95% ou mais e, ainda mais pre-
ferivelmente, 98% ou mais a qualquer uma das seguintes sequiéncias de nu-
cleotideo: a sequéncia de nucleotideo mostrada em SEQ ID NO: 1; as se-
qﬂénbias de nucleotideo das posicoes de nucleotideo 1 a 102 e 142 a 528
da SEQ ID NO: 1; ou as sequéncias de nucleotideo das posi¢oes de nucleo-
tideo 1 a 102 e 142 a 528 da SEQ ID NO: 1. Aqui, na presente 'invengéo,_
“homologia de X% ou mais as sequéncias de nucleotideo das posigcoes de
nucleotideo s a t e u a v” significa que a homologia é X% ou mais a uma se-
quéncia de nucleotideo compreendendo as sequéncias de nucleotideo das
posicoes de nucleotideo s ate das posicdes de nucleotideo u a v nessa or-
dem e uma Seqﬂéncia de nucleotideo consistindo em quaisquer 30 a 48
(multiplos de 3 apenas), de preferéncia 36 a 42 (mdltiplos de' trés apenas),
mais preferivelmente 39 nucleotideos entre as seqUéncias de nucleotideo
das posi¢bes de nucleotideo s a t e das posi¢des de nucleotideo u a v: Ain-
da, exemplos preferidos do DNA que se hibridiza sob'condigées estringentes
incluem um DNA que codifica uma seqiiéncia de aminoéacido tendo uma ho-
"~ mologia de 20% ou mais, de preferéncia 45% ou mais, mais preferivelmente
54% ou mais, ainda mais preferiveimente 65% ou mais, ainda mais preferi-
velmente 80% ou mais, mais preferivelmente 90% ou mais, ainda mais pre-
ferivelmente 95% ou mais a qualquer uma das seguintes sequéncias de a-
minoacido: a sequéncia de aminoacido mostrada em SEQ ID NO: 2; as se-
quéncias de aminoéacido das posi¢des 1 a 34 e 48 a 176 de SEQ ID NO: 2;
‘ou as sequéncias de aminoacido das posi¢des de aminoacido 1 a 34 e 48 a
193 de SEQ ID NO: 2.

A presente invengdo é também dirigida a um método para uso
do presente DNA como um gene de protoporfirinogénio oxidase. O termo
“uso corho um gene de protoporﬁfinogénio oxidase” se refere, por exemplo,

ao uso em uma reagao na qual o presente DNA e artificialmente expresso in
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vitro ou in vivo e o produto da expressédo de protoporfirinogénio oxidase é
colocado em contato com seu substrato, protoporfirinogénio IX, para produzir
um produto da reagao, protoporfirina IX. A descoberta de que os produtos da
expressao dos presentes DNAs tém atividade de protoporfirinogénio oxidase
é uma descoberta totalmente nova primeiro mostrada na presente invengao.
Com o uso do presente DNA como um gene} de protoporfirinogénio oxidase,
por exemplo, resisténcia ao acifluorfen pode ser conferida a um organismo
ndo tendo resisténcia ao acifluorfen. Ainda, o termo “artificialmente expres-
so0”, no método da presente invengao para conversao de protoporfirinogénio
IX em protoporfirina IX através de contato do protoporfirinogénio IX com um
produto da expressao artificialmente expresso a partir do presente DNA", se
refere a urﬁa expressao artificial in vitro ou in vivo e néo inclui, por exemplo,
expressdo ndo-artificial em uma célula cianobacteriana.

Um método para isolamento da presente proteina ou presente -
DNA de gene néo esta particularmente limitado e as presentes proteinas ou
os presentes DNAs de gene podem ser obtidos usando um método comu-
mente conhecido, tais como métodos de genética molecular ou métodos en-
zimaticos. Contudo, para isolar um DNA de gene que codifica uma protopor-
firinogénio oxidase tendo baixa homologia a protoporfirinogénio oxidases
conhecidas, é preferido usar um método para isolamento de um gene de
protoporfirinogénio oxidase compreendendo as etapas de: (f) introdugao de
um gene de protoporfirinogénio oxidase de Arabi'dopsis em cianobactéria; (g)
ruptura de um gene de cianobactéria usando um transposon; (h) selegcao de
uma cepa mutante de gene rompido de protoporfirinogénio oxidase; (i) identi-
ficacdo do gene de protoporﬁrinogénio oxidase rompido; e (j) isolamento do
gene de protoporfirinogénio oxidase rompido. |

Um organismo fonte pode ser um organismo nao resistente ao
acifluorfen, mas preferido ¢ um organismo resistente ao acifluorfen. Aqui a-
baixo, um método usando um organismo resistente-ao acifluorfen como uma -
fonte sera descrito. '

Antes de mutagénese, o gene de protoporfirinogénio oxidase de

um organismo relacionado a um organismo fonte € introduzido no organismo
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fonte e 0 gene de protoporfirinogénio oxidase do organismo relacionado é
expresso no organismo fonte, de modo que o organismo fonte pode crescer
mesmo quando a protoporfirinogénio oxidase do organismo fonte se torna
rompida. Ainda, uma profoporfirin_ogénio oxidase derivada do organismo re-
lacionado que é confirmado ndo mostrando resisténcia ao acifluorfen é usa-
da. Em seguida, mutagénese usando um transposon € realizada no orga-
nismo fonte. Os mutantes obtidos sdo selecionados com relagao ao acifluor-
fen (herbicida de difenil éter). O organismo fonte mostra resisténcia ao aci-
fluorfen, mas a protoporfirinogénio oxidase do organismo relacionado n&o
(isto é, sensivel). Portanto, a_' fonte (cepa deficiente de protoporf'irinogénio'
‘oxidase) na qual o gene de protoporfirinogénio oxidase do organismo rela-
cionado é introduzido mostra sensibilidade ao acifiuorfen. Assim, cepas mu-
tantes mostrando crescimento normal na auséncia do tratamento com aciflu-
orfen, a0 mesmo tempo em que mostram sensibilidade ao acifluorfen qQan-
do tratadas com acifluorfen, s@o selecionadas. Por exemplo, o gene pode
ser identificado através de analise da cepa mostrando sensibilidade ao aci-
fluorfen para o sitio de insergcdo de transposon com um método descrito no
Exemplo 3, etc. Dessa forma, o gene fonte derivado que codifica protoporfi-
rinogénio oxidase que mostra resisténcia ao acifluorfen pode ser isolado.

Na presénte invengdo, um organismo usado como uma fonte de
- gene de protoporfirinogénio oxidase é, de preferéncia, um organismo tendo
uma enzima mostrando baixa homologia & protoporfirinogénio oxidases co-
nhecidas.'Na presente invengdo, o gene mostrando baixa homologia a pro-
toporfirinogénio oxidase conhecida significa, especificamente, por exemplo,
um gene tendo uma homologia de menos de 20% ao gene PPX1 de tabaco
" (Acesso ao Genbank Y13465) a nivel de aminoéacido. Na presente invengao,
um organismo usado como uma fonte do gene de protoporfirinogénio oxida-
se é, de preferéncia, um procariota, mais preferivelmente cianobactéria, ain-
da mais preferivelmente uma cepa resistente a glicose de Synechocystis
(Synechocystis sp. PCC6803) porque essa cepa € facil de obter e lidar. Es-
sas cepas bacterianas podem ser facilmente obtidas, por exemplo, do Insti-

tuto Pasteur. Cultura dessa cepa pode ser realizada de acordo com um mé-
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todo comumente conhecido. E preferivel, contudo, cultivar sob luz continua a
30°C com meio de cultura BG11 (Hihara Y, et al. Plant Physiol(1998) 117:
pagina 1205) ajustado para uma concentracao final de 5 mM.

Um método para obtengao ou preparo de um presente DNA de
gene nao esta particularmente limitado. O presente DNA de gene pode ser
isolado, por exemplo, de uma biblioteca de DNA gendmico de um organismo
tal como Synechocystis PCC6803 ou outra cianobactéria usando iniciadores
ou sondas apropriadas projetadas baseado na informagao de sequéncia de
nucleotideo mostrada em SEQ ID NO: 1 ou na informagédo de séqﬂéncia de
aminoacido mostrada em SEQ ID NO: 1 descrita aqui. Alternativamente, eles
podem ser preparadoé através de sintese quimica de acordo com métodos
convencionais. Além disso, aquisicao e clonagem, etc. de DNA gendmico
podem ser realizadaé de acordo com métodos convencionais. Métodos para
selecionar a biblioteca de DNA gendmico para o presente DNA de gene in-
cluem, por exemplo, métodos convencionais comumente usados po'r aqueles
versados na técnica (por exemplo, um método descrito em Molecular Clo-
-ning 22 ed.). Ainda, gehes mutantes ou genes homélogos podem ser isola-
dos através de selecdo de outros organismos, etc., sob condigdes apropria-
das usando um fragmento de DNA tendo a sequéncia de nucleotideo mos-
trada em SEQ ID NO: 1 ou uma parte da mesma para um DNA compreen-
dendo uma sequéncia de nucleotideo tendo alta homologia ao referido DNA.
Alternativamente, ele também pode ser preparado através do método antes
mencionado para geragao de um DNA mutante. .

O vetor recombinante da presente invengao nao esta particular- .
mente limitado, na medida ém que ele seja um vetor no qual um presente
DNA de gene é incorporado. O vetor recombinante da presente invengao
pode ser construido através de introdugao apropriada do presente DNA de
gene em um vetor de expressdo. Por exemplo, uma estrutura trazendo o
presente DNA de gene ligado a jusante de um promotor apropriado pode
ser, de preferéncia, exemplificado. Como um vetor de expressao, aqueles
capazes de se replicar independentemente em sua célula hospedeira ou ca-

pazes de ser incorporados em um cromossoma de sua célula hospedeira
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sao preferidos. Ainda, um vetor de expressdo compreendendo genes de
uma sequéncia regulatoria ou um fator de transcri¢éo, tal como um promotor
ou um terminador, relevante para a expresséio de um gene da presente in-
vengao pode, de preferéncia, ser usado.

Exemplos de um vetor de expressao para ba_ctérias incluem ve-
tores conhecidos ou comercialmente disponiveis, tais como as linhagens
'pUC (por exemplo, pUC118 (TaKaRa) e pUC19 [Gene 33, 103(1985)]), li-
nhagens pGEM (por exemplo, pGEMEX-1 (Promega)), pKK223-2 (Pharma-
cia), pBluescriptll SK(+), pBluescriptll SK(-) (Stratagene). |

Exemplos de um promotor para bactérias incluem, por exemplo,
o promotor de fago T7, promotor trp (P trp), promotbr lac (P lac), promotor
recA, promotor APL, promotor APR, promotor Ipp, promotor PSE, promotor
SPO01, promotor SP02 e promotor penP. | .

Exemplos de um vetor de expressdo para células de planta in-
cluem plG121-Hm [Plant Cell Report, 15, 809-814 (1995)], pBI121 [EMBO J.
6, 3901-3907 (1987)], pLAN411 e pLAN421 (Plant Cell Reports 10(1991)
286-290). Ainda, exemplos de um promotor para plantas incluem o promotor
35S de virus mosaico da couve-flor (Mol. Gen. Genet (1990) 220, 389-392),
um promotor de deSidrogenase de 4lcool derivado de milho (Maydica 35
(1990) 353-357) e um promotor do gene IRE derivado de Arabidopsis (Pedi-
- do de Patente Japonesa Depositado Aberto a Inspecédo Publica No. 2000-
270873).

O transformante da presente invengao n&o esta limitado, na me-
dida em que ele seja um transformante no qual o vetor acima da presente
invengao é incorporado. Exemplos de hospedeiros incluem microorganismos
(tais como bactérias), plantas e animais. Dentre 0s mesmos, microorganis-
mos e plantas sao preferidos. Exemplos especificos de bactérias incluem
bactérias pertencendo aos géneros Escherichia, Pseudonocardia, Strep-
tomyces, Bacillus, Streptococcus e Staphylococcus. Ainda, exemplos especi-
ficos de plantas incluem Arabidopsis, tabaco, milho, arroz, a familia do trigo
(tal como trigo e cevada), batatas (tais como batatas brancas).

Exemplos de um método para introdugéao do vetor recombinante
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acima da presente invengdo em um microorganismo hospedeiro incluem mé-

todos descritos em muitos manuais de laboratério padrao, tal como Molecu-

lar Cloning 22 ed. (por exemplo, eletroporagdo, transdugéo ou transforma-

¢ao0). Ainda, exemplos de um metodo para introdugao do referido vetor re-
combinante da presente invengao incluem o método com pistola de particu-

las, 0 método de eletroporacdo e o método cbm Agrobacterium.

- Acredita-se que um transformante, de prefeféncia uma planta
transformada, no qual o. vetor recombinante da presente invengéo 'é introdu-
zido, tenha resisténcia ao acifluorfen. Aqui, o “transformante tendo resistén-
cia ao acifluorfen” significa um transformante cuja resisténcia ao acifluorfen é
aumentada comparado com a resisténcia antes de introdugdo do vetor re-
combinante da presente invengdo. O aumento na resisténcia ao acifluorfen
do transformante podé ser avaliado, por exemplo, investigando se o valor de
LC50 do acifluorfen para o transformante estd aumentado em 48 horas apés -
a introdugao do vetor recombinante comparado com o valor antes da intro-
ducgao do vetor recombinante. Particularmente, quando o organismo é uma
planta, 0 aumento na resisténcia ao acifluorfen da planta pode ser investiga-
do, por exemplo, confirmando uma diminuigdo no grau de etiolagcao, amare-
lamento ou dessecagao na planta expressando apropriadamente o vetor re-
combinante na planta, comparado com a planta antes da expressao apropri-
ada do vetor recombinante quando uma quantidade particular de acifluorfen
é aplicada ao solo de cultura ou pode ser investigado confirmando o aumen-
to na quantidade de aplicacdo de acifluorfen por unidade de area requerida
para causar 0 mesmo grau de etiolagdo, amarelamento ou dessecag¢édo na
planta expressando apropriédamenie o vetor recombinante na planta, com-
parado com a planta antes da expressao apropriada do vetor recombinante.
Ainda, o grau de aperfeicoamento na resisténcia ao acifluorfen nao esta par-
ticularmente limitado, mas é preferido que seja um aumento, de preferéncia,
de 1,1 vez ou mais, mais preferivelmente 1,5 vez ou mais, ainda mais prefe- -
rivelmente 2 vezes ou mais, mais preferiveimente 3 vezes ou mais no valor
de LC50 do acifluorfen para o organismo a 48 horas depois ou na quantida-

de de aplicagdo de acifluorfen por area unitaria requerida para causar o
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mesmo nivel de etiolacdo, amarelamento ou dessecagéo que aquele antes
da introdugao do vetor recombinante. |

A presente proteina pode ser pfeparada em grande quantidade,
por exemplo, através de cultura de um transformante da presente invencéo
em um meio.de cultura apropriado para produzir e acumular a presente pro-
teina na cultura e, entao, coleta da presente particularmente da referida cul-
tura. Ainda, no caso de uma planta transformada, quando o acifluorfen é pul-
verizado como um agroquimico/herbicida, a planta transformada cujo cres-'
cimento é objetivado pode crescer, mas ervas daninhas sensiveis 'ao aciflu-
orfen sdo mortas, de modo que a planta transformada cujo crescimento é
objetivado pode crescer seletivamente.

Para uma planta transgénica da presente invengao, aperfeigoa-
mento na capacidade fotossintética é preferida, embora nao seja requerido,
e aperfeigoamento na capacidade fotossintética na presencga de acifluorfen é
mais preferido. Espera-se que a planta transformada da presente invengéao
seja aperfeicoada quanto a sua capacidade fotossintética porque ela expres-
sa muita protoporfirinogénio oxidase. O aperfeicoamento na capacidade fo-
tossintética pode ser confirmado comparando-se a capacidade fotossintética
da planta hospedeira antes da introdugdo do vetor recombinante da presente
invengado e a capacidade fotossintética da planta transformada apds a intro-
- dugao. O aperfeicoamento na capacidade fotossintética pode ser confirma-
do, pof exemplo, comparando as taxas fotossintéticas calculadas a partir de
medig¢Oes obtidas usando um sistema de medi¢do de transpiragéo e fotos-
sintese ou comparando o peso seco de plantas cultivadas sob as mesmas
condig¢des durante um determinado periodo.

Um transformante de acordo com a presente invéngéo pode ser
usado para um método para avaliagao da atividade inibitéria contra protopor-
firinogénio oxidase. Exemplos do referido método incluem, mas nao estao
limitados a, um método de avaliagdo compreendendo as etapas de: (1) cultu-
ra do hospedeiro do referido transformante na presen¢a de uma substancia
de teste e registro de sua curva dé crescimento; (2) cultura do referido trans-

formante na presenga da mesma substéancia de teste conforme na etapa (1)
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e registro de sua curva de crescimento; e (3) comparagéo das curvas de
crescimento obtidas nas etapas (1) e (2).

Além disso, um transformanté da presente invencdao também
pode ser usado para um metodo de sele¢do para um inibidor de protoporfiri- -
nogénio oxidase. Exemplos do referido método de sele¢do incluem 0 mesmo
método conforme 0 método de avaliagdo acirha. ' _

Acifluorfen é um dos herbicidas de difenil éter. Uma vez que as
presentes proteinas tém atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a um
organismo, elas também teriam uma atividade de conferir a um organismo
uma. resisténcia contra outros herbicidas de difenil éter similar quanto ao
mecanismo de agao. O mesmo também se aplicaria para a presenté proto-
porfirinogénio oxidase e os transformantes da presenie invengao.

Em seguida, um método para isolamento de um gene que codifi-
ca uma proteina tendo uma determinada fungéo (por exemplo, protoporfiri- -
nogénio oxidase) de um organismo especifico (por exemplo, cianobactéria)
sera explicado.

Esse método para isolamento de um gene compreende as eta-
pas (1) a (5) a seguir:

(1) geragdo de um transformante através de introdugdo, no or-
ganismo especifico, de um gene que codifica uma proteina que complemen-
ta a determinada fungdo, em que o gene é derivado de um outro organismo
que nao o organismo especifico; '

(2) geragéo de uma cepa mutante do transformante através de
ruptura aleatdria dos genes do transformante;

(3) selegao de Uma cepa mutante rompida no gene que codifica
a proteina tendo a determinada fungdo usando um agente que atua sobre a
proteina que complementa a determinada fun¢géo, mas nao atua sobre a pro-
teina tendo.a determinada fungao ou através de troca das condi¢des de cul-
tura;

(4) identificagcdao do gene rompido que codifica a proteina tendo a
determinada fungao; e

(5) isolamento do gene rompido que codifica a proteina tendo a
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determinada fungdo. Esse método é especialmente eficaz com uma técnica
de isolamento de gene quando uma proteina de outra espécie que € homé-
loga a uma proteina conhecida (por exemplo, protoporfirinogénio oxidase
derivada de Arabidopsis) ndo pode ser encontrada no banco de dados de
gene da outra espécié (por exemplo, protoporfirinogénio oxidase derivada de
cianobactéria). |

Exemplos da mutagénese acima incluem um tratamento por mu-
tagénese de uma célula com um agente, tal como metanossulfonato de étila'
(EMS), N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), 2,6-diaminopuriha (DAP‘)
ou semelhante, e um tratamento por mutagénese de uma célula com raios
ultravioleta. Contudo, uma mutagénese usando um transpossoma, o qual
permite a introdugdo de uma mutagéo a nivel de gene, pode, de preferéncia,
ser exemplificado. Transpossomas sédo complexos de transposon e transpo-
sase e proporcionam facil introdugéo de uma mutacao a nivel de gene em
uma variedade de microorganismos (Hoffman, L.M., Jendrisak, J.J., Mevis_,
R.J., Coryshin, LY. e Rezhikof, S.W. Genetica, 108, 19-24 (2000)). Por e-
xemplo, como um método usando um transpossoma, um metodo usando
transpossoma EZ::TN® <KAN-2> Tnp (EPICENTRE) etc., € conhecido. -

Métodos de mutagénese usando um transposon sdo conhecidos
na técnica como uma ferramenta poderosa para analise de gene. Mutantes
- gene rompido podem ser selecionados, por exemplo, usando um marcador
de resisténcia a antibiético conhecido introduzido por um transposon.

Selecédo adicional dos mutantes gene rompido obtidos usando
um agente que atua sobre uma proteina que complementa a determinada
funcdo, mas nao atua sobre uma proteina tendo a determinada fungao ou
através de troca das condigcbes de cultura permite sele¢ao de um mutante no
qual um gene que codifica uma proteina tendo a determinada fungdo é rom-
pido. As sequéncias de nucleotideo adjacentes ao transposon podem ser
determinadas usando, por exemplo, 0 método de término de cadeia (Sanger
F.S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 75: 5463-5467(1977)). Essa analise
de sitio de insercao de tag de trénsposon permite a identificagcdo do gene

rompido que codifica a proteina tendo a determinada fungao.
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Exemplos preferidos do “agente que atua sobre uma proteina
que complementa a determinada fungao, mas nao atua sobre uma proteina
tendo a determinada fungdo” acima incluem acifluorfen (tipo difenil-éter), pi-
raflufen-etila (tipo fenilpirazola), flumioxazina (tipo dicarboxiimido), o qual"
atua sobre protoporfirinogénio oxidase de Arabidopsis, mas nao atua sobre
uma protoporfirinogénio oxidase derivada de‘cianobactéri‘a. '

Incidentalmente, heme e clorofila sao sintetizadas a partir de um
precursor em comum, acido d-aminolevulinico (ALA). Em plantas, E. colj,
etc., o ALA é sintetizado via a reagdo com trés etapas denominada “via C5”
compreendendo as etapas de: (1) produgdo de glutamil-tRNA a partir de aci-
do glutamico através da acdo de sintase de glutamil-tRNA; (2) produgéo de
1-semialdeido de glutamato a partir do glutamil-tRNA produzido através da
acdo de reductase de glutamil-tRNA; e (3) produgao de ALA a partir do 1-
semialdeido de glutamato produzido através da acao de aminomutase de 1--
semialdeido de glutamato. Em ahimais ou bactérias pertencendo a0 género
Agrobacterium, em contraste, o ALA € sintetizado via uma reagao em uma -
etapa denominada “via C4” a partir de succinila CoA e glicina através da a-
¢do de sintase de ALA. Conforme descrito acima, bactérias pertencendo ao
género Agrobacterium sintetizam ALA através da “via C4” e se sabe que a
enzima sintase de ALA existe, embora 0 gene da mesma nao seja identifica-
do. Em tal caso, o gene de sintase de ALA de bactérias pertencendo ao gé-
nero Agrobacterium pode ser identificado através de co-infecgédo das bacté-
rias pertencendo ao género Agrobacterium com genes que codificam sintase
de glutamil-tRNA, reductase de glutamil-tRNA e aminomutase de 1-
semialdeido de glutamato derivadaé de planta rompendo aleatoriamente um
gene nas bactérias transformadas pertencendo ao'género Agrobacterium
usando um transposon ou semelhante para gerar cepas mutantes, selecio-
nando as cepas mutantes com relagdo a uma cepa mutante que cresce na
auséncia de gabaculina, a qual é um inibidor de aminomutase de 1-
semialdeido de glutamato e € morta na presenca de gabaculina e analisando
o sitio de inser¢do de tag de transposon na cepa mutante selecionada. Por-

tanto, exemplos de “agente que atua sobre uma proteina que complementa



32

a determinada fungdo, mas ndo atua sobre uma proteina tendo a determina-
da fungdo” acima incluem gabaculina, a qual atua sobre aminomutase de 1-
semialdeido de glutamato de uma planta ou E. coli e ndo atua sobre a sinta-
se de &cido &-aminolevulinico (ALA) de um animal ou bactéria pertencendo
ao género Agrobacterium. ,

| Além disso, exemplos de um método de selegcéo via troca de
condicbes de cultura para uma cepa mutante na qual um gene que codifica
uma proteina tendo uma determinada fungdo é rompido incluem: como um'
método de sele¢do baseado em condigdes de temperatura, por exemplo, um
método compreendendo cultu_ka de mutantes gene rompido em temperatura
de cultura normal e em alta (ou baixa) temperatura para selecionar mutantes
mostrando diferenga no crescimento; como um método de selegdo baseado
em condigbes de luz, por exemplo, um método compreendendo cultura de
mutantes gene rompido sob condigées normais de iluminacado e sob condi-
(;6e_s de alta (ou baixa) iluminagdo para selecionar mutantes mostrando dife-
renga no crescimento; e como um método de selegdo baseado em condi-
¢oes de pH, por exemplo, um método compreendendo cultura de mutantes
gene rompido em condigbes de pH normal e em condi¢bes de alto (ou baixo)
pH para selecionar mutantes mostrando diferenga no crescimento.

A presente invengdo serd ainda descrita em detalhes com refe-

- réncia aos Exemplos a seguir. Contudo, o escopo técnico da presente inven-
cao no estara limitado por esses Exemplos.

[Exemplo 1 |

(Introducdo de gene de protoporfirinogénio oxidase derivado de Arabidopsis

em cianobactéria)

RNA total foi extraido de folhas de roseta de Arabidopsis usando
o kit de extragcdo de RNA RNeasy (Qiagen). mRNA de Poli(A)+ foi purificado
do RNA total usando um método convencional. O mRNA de Poli(A)+ foi usa-
do como um template para a sintese de cDNA usando o kit ReverTra-Plus
(TOYOBO). Um gene de protoporfirinogénio oxidase de Arabidopsis (1,6
kbp) foi amplificado através de PCR usando o cDNA sintetizado como um
template, um iniciador ATHPPOX.Ase1f (SEQ ID NO: 3) contendo um sitio
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de enzima de restricao Asel, um iniciador ATHPPOX.r (SEQ ID NO: 4) e Taq
Polimerase TaKaRa LA (TAKARA). Entado, o produto de PCR foi digerido
com Asel. A PCR foi realizada com 28 ciclos de désnaturagéo (94°C, 30 s),
anelamento (52°C, 45 s) e extensao (72°C, 120 s).

pFS10, o qual pode ser usado para transformagao de cianobac-
térias e tem o gene de resisténcia a canamicina, foi usado como um vetor
(Jansson et al. Methods Enzymol (1998) 297: pagina 166); O vetor pFS10 foi
digerido com as enzimas de restricdo Ndel e Hindll e ligado ao produto de
PCR antes mencionado do gene de protoporfirinogénio oxidase para gerar
um vetor recombinante. Esse vetor recombinante foi transformado em E. coli
(JM109) através do rﬁétodo de choque térmico, os transformantes foram,
entdo, selecionados sobre lamina de agar LB contendo canamicina. A colb-
nia que emergiu foi cultivada em meio liquido LB contendo canamicina e o
plasmideo foi purificado da cultura. Em uma etapa posterior de mutagénese -
usando transposon, a resisténciai a canamicina sera usada como um marca-
dor selecionavel. Portanto, remogao do gene de resisténcia a canamicina e
.introdugao de outro gen.e de resisténcia a antibidtico (gene de resisténcia ao
cloranfenicol) sdo requeridas.

PCR primaria foi realizada com os iniciadores Chloram.r (SEQID
NO: 5) e SPE2Xbat.r (SEQ ID NO: 6) tendo um sitio Xbal, Taq Polimerase
Pyrobest (TAKARA) e vetor pFS10 como um template. A PCR foi realizada
com 25 ciclos de desnaturacdo (98°C, 10 s), anelamento (55°C, 45 s) e ex-
tensdo (72°C, 30 s) e um produto de PCR de aproximadamente 500 bp foi
proporcionado. Em seguida, PCR secundaria foi realizada usando o gene de
resisténcia ao cloranfenicol bomo um template, com o produto de PCR obti-
do, um iniciador Chloram.Xba1.f (SEQ ID NO: 7) e Taq Polimerase }Pyrobest
(TAKARA). A PCR foi realizada com 25 ciclos de desnaturagéo (98°C, 10 s),
anelamento (50°C, 45 s) e extensdo (72°C, 90 s). O produto de PCR, o qual
continha um gene de resisténcia ao cloranfenicol, foi digerido com a enzima
de restricdo Xbal.

Enquanto isso, o vetor recombinante antes mencionado constru-

ido através de ligagdo do gene de protoporfirinogénio oxidase de Arabidop-
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sis com vetor pFS10 também foi digerido com Xbal para remover o gene de
resisténcia a canamicina e, entdo, ligado com o fragmento de gene de resis-
téncia ao cloranfenicol digerido com Xbal descrito acima para obter um novo
vetor recombinante. Esse vetor recombinante foi transformado em E. coli
(JM109) e os transformantes foram, entéo, selecionados sobre meio de agar
LB contendo cloranfenicol. A colénia que emergiu foi cu‘Itivada em meio li-
quido LB contendo cloranfenicol e o plasmideo foi purificado da cultura. Sy-
nechocystis PCC6803 foi transformado com esse plasmideo para gerar Uma'
cepa de Synechocystis transgénica expressando protoporfirinogénib oxidase
derivada de Arabidopsis (aqui depois referida como “cepa AT” em alguns
casos). O método de transformagéo de Synechocysfis PCC6803 foi realiza-
do de acordo com Williams JG. Methods Enzymol (1998) 167: pagina 766.
[Exemplo 2] | '

(Geracao de mutante de cnanobactena usando um transposon)

Genoma extraido de Synechocystis PCC6803 foi parmalmente
digerido com Tsp5091 e uma biblioteca de plasmideo genémico foi construi-
da usando o kit lambda ZAP |l vector (Stratagene). Um transposon foi inseri-
do na biblioteca de plasmideo genémico usando o kit de Insergao
EZ:: TNTM<KAN-2> (Epicentre) de acordo com um manual descrito pela Epi-
centre. Com essa biblioteca de plasmideo genémico tag de transposon-
“inserida de Synechocystis, a cepa AT foi transformada através de recbmbi-
nacao homéloga para gerar mutantes de Synechocystis expressando proto-
porfirinogénio oxidase derivada de Arabidopsis.

[Exemplo 3]

(Selecdo de mutantes deficientes em protoporfirinogénio oxidase de ciano-

bactéria)

Os mutantes de Synechocystis gerados no Exemplo 2 foram se-
lecionados com relacdo a mutantes deficientes de protoporfirinogénio oxida-
se de cianobactéria usando sensibilidade ao acifluorfen como um marcador
selemonavel Procedimentos especificos sdo descritos abaixo.

Os mutantes de Synechocystls gerados no Exemplo 2 foram co-

locados sobre meio de dgar BG11 contendo acifluorfen em uma concentra-
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¢éo final de 500 uM e cultivados estaticamente sob radiagao continua com
uma luz fluorescente branca (intensidade da luz: 30 umols s™ m?) a 30°C
durante duas semanas. Cultura sobre meio de agar BG11 isento de acifluor-
fen foi também realizada da mesma forma. Baseado nos resultados dessas
culturas, nove mutantes que cresceram na auséncia de acifluorfen, mas ain-
da morriam na presenga de acifluorfen, forém selecionados. Dentre esses
nove mutantes, um mutante, o crescimento do qual foi nﬁais inibido, foi de-
nominado mutante 3216 e o sitio de inser¢ao de tag de transposon foi anali-
sado conforme descrito abaixo. Descobriu-se que a tag de transposon tinha
sido inserida dentro de um dominio regulatério transcricional putativo da pro-
teina sir1790.

(Andlise genética de mutante de cianobactéria)

Dois métodos foram considerados como uma forma de determi-
nar o sitio de insergao da tag de transposon.

(1) Uma vez que um gene de resisténcia a canamicina é introdu-
zido como uma tag no transposon usado, essa resisténcia a antibidtico €
usada para selegao. | |

Especificamente, DNA é obtido de um mutante e fragmentado
usando uma seqiéncia de enzima de restricdo n&o incluida no gene de re-
sisténcia a canamicina. Um vetor ndo contendo um gene de resisténcia a
canamicina é digerido com a mesma enzima de restricdo conforme usado
para clivagem de DNA. Esses séo ligados e transformados em E. coli. Plas-
mideo foi purificado de um clone o qual tinha crescido sobre um meio con-
tendo canamicina e, entao, a seqi]énCia ¢é analisada.

(2) Uso do método de PCR invertida.

. DNA ¢é obtido de um mutante conforme em (1) e fragmentado
usando uma sequéncia de enzima de restricao nao incluida na tag de trans-
poson. Esse é autoligado (circularizado) e submetido a reagao de PCR com
iniciadores projetados ao exterior da tag de transposon. O prbduto de PCR
amplificado € sequenciado.

Primeiro, o método de (1) usando uma resisténcia a antibiético

foi empregado para investigagao.
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(1) Investigacdo usando resisténcia a canamicina

Extracdo de DNA de mutante de cianobactéria

Um mutante de cianobactéria (mutante 3216) foi cultivado em
meio liquido BG11 a 30°C sob luz durante 12 dias. Apéds a cultura, as células
foram coletadas e DNA foi extraido através do método com SDS. Como um
resultado, aproximadamente 800 ug de DNA de mutanté de cianobactéria
foram obtidos. |

Digestao com enzimas de restricao

Enzimas ’de restricdo EcoRI e Sacl foram usadas para digerir 0
DNA de mutante de cianoba¢téria e um vetor (pUC118), respectiv_amente.
Apés o tratamento com enzima de restricdo, DNA de Imutante de cianobacté-
ria fragmentado foi purificado usando uma coluna giratoria. O vetor foi trata-
do com fosfatase alcalina de forma a evitar auto-ligagéo. '
Ligacdo |

O comprimento médio dos fragmentos proporcionados através
de digestdo com as trés enzimas de restricdo acima € calculado, a partir de
um banco de dados, como sendo de 6 kb e 10 kb para EcoRl e Sacl, respec-
tivamente. Em vista do comprimento médio dbs fragmentos, a proporcao
molar de inserto/vetor foi ajustada para 3/1 ou 9/1 e ligada a 12°C durante
16 horas.
- Transformacédo em E. coli

Uma aliquota de mistura de liga¢ao foi transformada em E. coli
(JM109) através do método de choque térmico a qual foi, entdo, submetida a
uma sele¢do sobre meio de agar LB contendo canamicina. Como um resul-
tado, nenhuma formagéo de coldnia foi observada sobre o meio de agar LB
contendo canamicina.

Ligacdo usando uma quantidade muito excessiva do inserto na
propor¢ao de inserto/vetor também resultou no mesmo. O método de sele-
cao utilizando uma resisténcia a antibiotico seria teoricamente possivel, nes-
se caso, contudo, haveria alguns problemas, tais como condi¢des inapropri-
adas de proporgao de inserto/vetor. Embora haja espag¢o para estudo das

condigoes, é determinado investigar usando o método de PCR invertida,
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conforme mostrado em (2).

(2) Investigacdo usando o método de PCR invertida

O mutante 3216, o qual mostré um forte fendtipo, foi investigado.
DNA foi obtido conforme descrito acima e as enzimas de restricdo EcoRl e
Kpnl foram usadas. Apés tratamento com as enzimas de restricao, fragmen-
to de DNA foi purificado com uma coluna glratorla
Auto-ligacao

0o fragmentd de DNA purificado usando uma coluna giratéria foi
autoligado a 12°C durante 16 horas.
12e 22 PCR

Uma vez q‘ue.hé uma preocupacao a respeito da amplifiCégéo de

bandas nao-especificas para o0 método de PCR invertida, a rea¢do de PCR
foi realizada em duas etapas. | A

Dois conjuntos de iniciadores dirigidos ao exterior da tag de -
transposon foram projetados. Pa.ra a 22 PCR, iniciadores de seqUéhcia inclu-
idos no kit foram usados.

(iniciadores para 12 PCR)
KAN-2-fr (SEQ ID NO: 17)
KAN-2-rev (SEQ ID NO: 18)
(iniciadores para 22 PCR)
KAN-2FP1 (SEQ ID-NO: 19)
KAN-2RP1 (SEQ ID NO: 20)

A 12 PCR foi realizada usando um fragmento genémicd autoliga-
do como um template. A 12 PCR foi realizada com 30 ciclos de 98°C durante
10 s (desnaturacgao), 55°C durante 30 s (anelamento) e 72°C durante 7 min
(extensao) usando iniciadores com uma concentracao final de 0,5 uM cada e
taq polimerase EX (Takara).

As concentragdes finais do template usando a mistura de reacgao
de ligacao foram investigadas para trés diluigbes (1:50, 1:250 e 1:1250). -
Uma quantidade de 5 pul dos produtos de PCR foi examinada através de ele-
troforese em gel de agarose. '

A eletroforese mostrou amplificacdo de uma banda especifica
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em torno de 7 kb apenas quando o fragmento digerido com EcoRlI foi usado

“como um template. O produto da 12 PCR foi purificado com uma coluna gira-
toria para remover os iniciadores e, entao, USadb como um template para a
22 PCR. ‘ _

A 22 PCR foi realizada com 3 ciclos de 98°C durante 10 s (des-
naturacédo), 60°C durante 30 s (anelamento) e 72°C dufante 5 min (exten-
s0), seguido por 20 ciclos de 98°C durante 10 s (desnaturagéo), 58°C du-
rante 30 s (anelamento) e 72°C durante 5 min (extensdo) usando iniciadores'
com uma concentracao final de 0,5 UM cada e taq polimerase EX (Takara).

Uma quantidade de 5 w do produto de PCR foi examiha_da atra-
vés de eletroforese em gel de agarose.

Como um resultado, de acordo com o design de iniciador, ampli-
ficagdo de uma banda foi observada em uma posigéd inferior aquela do pro-
duto de 12 PCR em varias centenas de bp. Ao mesmo tempo, contudo, am-
plificacdo de bandas ndo-especificas também foi observada.

Clonagem de TA e purificacao de plasmideo

A condicao da 22 PCR foi investigada. Contudo, a amplificagao
de bandas nao-especificas nao péde ser removida. Portanto, a banda em
torno de 7 kb especificamente amplificada na 12 PCR foi recuperada do gel e
usada como um inserto para clonagem dé TA (vetor pGEM-T Easy, Prome-
- ga), a qual foi, entao, transformada em E. coli (JM109) através do método de
choque térmico e os transformantes foram selecionados sobre meio de agar
LB contehdo ampicilina. Quatro colonias foram selecionadas a partir das co-
I6nias que emergiram sobre a ldmina e foram cultivadas em meio liquido LB
contendo ampicilina e, entao, purificacdo de plasmideo foi realizada usando
o procedimento "miniprep." Uma vez que o inserto pode ser excisado do ve-
tor pGEM-T Easy através de tratamento com EcoRlI, os plasmideos purifica-
dos foram tratados com EcoRI e examinados atraves de eletroforese em gel
de agarose.

A eletroforese do plasmideo 1 e do plasmideo 2 mostrou bandas
em torno de 5 kb, 3 kb (vetbr) e 1,8 kb. Uma vez que o tamanho total das

bandas derivadas do inserto era aproximadamente 7 kb, esses clones foram
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determinados como sendo clones de interesse. A possivel causa de propor-
cionar trés bandas clivadas, incluindo a banda derivada de vetor, através de
tratamento com EcoRI dos plasmideos 1 € 2 é a formagcdo de um concata-
mero ao invés da forma circular na etapa inicial de ligagdo. Isso ndao pode
afetar a andlise de sequiéncia. Portanto, o plasmideo 1 foi submetido a uma
reagao de sequéncia. |

Sequienciamento

A sequéncia de nucleotideo do plasmideo 1 foi analisada através
de seqtienciamento de ciclo de acordo com o método com didedxi. Como
iniciadores de seqliéncia, KAN-2FP1 e KAN-2RP1 usados na 22 PCR foram
empregados. Uma vez que os iniciadores de sequéncia se anelam ao DNA
da regiao de tag de transposon, a parte inicial dos dados de sequéncia obti-
dos é para o DNA da regido de tag de transposon. Uma seqﬁéncié repetida.
invertida € uma sequéncia de reconhecimento de Transposase Terminal em -
Mosaico de Transposon de 19 bp encontrada na jungcao do DNA alvo e da
tag de transposon dentro do clone transposon-inserido. Essa seqtiéncia po-
de ser usada para distinguir o alvo da tag de transposon. Insergéo de trans-
poson transposase-catalisada gera uma duplicagdo de sequiéncia do sitio
alvo de 9 bp p}ara proteger os lados do transpdson inserido.

Em vista do acima, a sequéncia obtida foi analisada e descobriu-
se que a tag de transposon estava inserida entre 256677th T e 256685th G
(sequiéncia terminal em mosaico e seqiéncia de sobreposicdo de 9 bp). Es-
sa posi¢ao nao esta incluida na regiao de ORF, mas considerada como sen-
do um dominio regulatério transcricional da proteina putativa a jusante
sIr1790 (256698-257279, 193 aa). |

. Dos nove mutantes os quais cresceram na auséncia de acifluor-
fen, mas sdo mortas na presenca de acifluorfen, os oito mutantes que nao o
mutante 3216, foram analisados da mesma forma. A tag de transposon esta-
va inserida no mesmo gene em todos os mutantes conforme o mutante 3216
(slr1790).
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Exemplo 4 .
(Geracao de mutante gene de proteina slr1790-rompido)

Para determinar se o gene de slr1790 (600 bp a partir de 256698
a 257279 do genoma de Synechocystis) codifica protoporfirinogénio oxidase
ou nao, ruptura do gene de slr1790 em Synechocystis PCC6803 foi realizada

usando um vetor recombinante o qual codifica um gene de resisténcia a ca-
‘namicina inserido dentro da regiao de codificagdo do slr1790. Uma vez que a
cianobactéria pode ser transformada atraves de recombinagéao homologa
iniciadores foram projetados baseado na sequéncia entre 700 bp a montante
e 600 bp a jusante do gene de sIr1790 (1,9 kbp a partir de 255999 a 257920
~do genoma de Synechocystis). A sequiéncia incluindo 700 bp a montante e
600 bp a jusante do gene de sir1790 foi amplificada através de PCR usando
DNA extraido de Synechocystis PCC6803 como urh template, iniciadores
SIr1790 km EcoRI f (SEQ ID NO: 8) e Sir1790 km Hindlll r (SEQ ID NO: 9) e
Taq Polimerase TaKaRa EX (Takara) para obter um produto de PCR. A PCR
foi realizada com 28 ciclos de desnaturagao (98°C, 10 s), anelamento (565°C,
30 s) e extensao (72°C, 120 s). O produto de PCR resultante foi ligado ao
vetor pGEM-T Easy (Promega).

_ O vetor incluindo a sequéncia contendo o gene de sIr1790 foi
transformado em E. coli (cepa JM109) através do método de choque térmico
e os transformantes foram selecionados sobre meio de agar LB coniendo
ampici'lina. A colonia que emergiu foi cultivada em meio liquido LB contendo
ampicilina e um plasmideo (pslr17908S) foi purificado da cultura. Em seguida,
PCR foi realizada usando o gene de resisténcia a canamicina (1,3 kbp) inclu-
ido na tag de transposon como um template, iniciadores os quais continham
um sitio Nhel, Km Nhel f (SEQ ID NO: 10) e Km Nhel r (SEQ ID NO: 11) e
Taq Polimerase TaKaRa EX (Takara) para amplificar um produto de PCR
compreendendo o gene de resisténcia a canamicina. A PCR foi realizada
com 28 ciclos de desnaturagao (98°C, 10 s), anelamento (58°C, 30 s) e ex-
tensdo (72°C, 80 s). O produto de PCR obtido foi digerido com Nhel e ligado
ao sitio Nhel no meio do gene de élr1790 do vetor. Esse plasmideo foi trans-

formado em E. coli (JM109) através do método de choque térmico e os
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transformantes foram selecionados sobre meio de agar LB contendo cana-
micina. A colénia que emergiu foi cultivada em meio liquido LB contendo ca-
namicina € um plasmideo (pslr1790SKM) foi purificado da cultura. Essa es-
trutura para ruptura do gene slr1790 é mostrada na Figura 3. Synechocystis
PCC6803 foi transformado com esse plasmideo psir1790SKM e mutantes gene
de slr1790-rompido foram selecionados atraVés de -cultura do transformante
resultante sobre meio de agar BG11 contendo canamicina. A transformagao de
Synechocystis PCC6803 foi realizada de acordo com um método descrito ante-
riormente (Williams JG. Methods Enzymol (1998) 167: pagina 766).

Exemplo 5
(Analise de mutante gene de proteina slr1790-rompido)

Quando protoporfirinogénio oxidase € rompida, acumulo de pro-
toporfirinogénio IX, o qual € um substrato, é esperado. Contudo, pfotoporfiri-
nogénio IX é tao instavel que ele reage facilmente com o oxigénio no ar e -
oxida facilmente em protoporfirina IX durante o processo de extragao. Por-
tanto, ruptura de protoporfirinogénio oxidase pode ser determinada através
de medi¢do da quantidade de protoporfirina IX apos operagéo de extragéo
em ar. Medicdo da quantidade de protoporfirina IX para o mutante gene de
sir1790-rompido foi realizada como segue. | ‘

O mutante gene de sir1790-rompido obtido no Exemplo 4 foi cul-
tivado em 50 ml de meio liquido BG11 aerado usando um tubo de ensaio sob
iluminagao continua com uma luz fluorescente branca (intensidade de ilumi-
nacdo: 30 umols s m™?), a 30°C durante 1 semana para obter uma solugéo
de cultura. Pigmentos contendo protoporfirina IX foram extraidos da solugédo
de cultura obtida usando acétona é 90% para obter uma solucao de extrato
de pigmento. Essa solu¢do de extrato de pigmento foi submetida a HPLC e
andlise por HPLC foi realizada usando uma coluna de octilsilica (Waters
Symmetry C8 (150 x 4,6 mm)) e metanol (eluente) sob as condigbes de uma
taxa de fluxo de 1,2 ml/min e forno da coluna ajustado a 40°C (bomba LC-
10ATVP e AutoSampler SIL-10ADVP sao da Shimadzu Corp.). Protoporfirina
IX foi monitorada usando o comprimento de onda de excitagdo de 405 nm e

comprimento de onda de fluorescéncia de 633 nm (detector de fluorescéncia
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RF-10AXL é da Shimadzu Corp.). O resultado é mostrado na Figura 4C. Ain-
da, ao invés do mutante gene de slr1790-rompido, analise de Synechocystis
PCC6803, no qual o gene ndo é rompido, foi realizada da mesma forma e o
resultado € mostrado na Figura 4B. Ainda, cromatograma de uma amostra
de protoporfirina IX € mostrado na Figura 4A.

Conforme mostrado na Figura 4, 20 vezes ouv mais protoporfirina
IX foi acumulada no mutante gene de slr1790-rompido do que uma cepa na
qual o gene nao é rompido. A partir disso e do fato de que a enzima nao ’i-'
dentificada entre as enzimas relacionadas ao metabolismo de ciahobactéria
de protoporfirinogénio 1X ou protoporfirina IX & apenas protoporfirinogénio
oxidase, foi revelado que o sIr1790 codifica protoporfirinogénio oxidase.
Também, o sIr1790 tem homologia extremamente baixa & protoporfirinogénio
oxidases conhecidas. Homologias de protoporfirinogénio oxidases conheci-
das ao sIr1790 a nivel de aminoacido s&o mostradas na Tabela 3.

Tabela 3

Protoporfirinogénio oxidases conhécidas Homologia ao sir1790 (%)
| PPX1 de tabaco
12,2
(Acesso ao Genbank Y13465)
PPX2 de tabaco 125
(Acesso ao Genbank Y13466) '
PPOX de Arabidopsis thaliana 125
(Acesso ao Genbank D83139) ’
HemY de Bacillus subtilis 134
(Acesso ao Genbank M97208) -
PPX de camundongo 13.6
(Acesso ao Genbank D45185) ’
PPX humana
13,6
(Acesso ao Genbank D38537)
PPX de Saccharomyces cerevisiae 119
(Acesso ao Genbank Z71381) ’
hemG de E. coli _
14,9
(Acesso ao Genbank X68660)
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Exemplo 6 »
(Introducao de sir1790 de protoporfirinogénio oxidase de cianobactéria em

Arabidopsis) |
Como um vetor de expressao para plantas, pBl121 foi usado. A’

Figura 5 mostra uma vista esquematica do pBl121.

Protoporfirinogénio oxidase de planta € uma enzima que existe
em cloroplastas e mitocéndrias. Dessa vez, contudo, o sinal de localizagao
no cloroplasta de derivado de clorofila Arabidopsis, uma oxigénio. (CAO, A-
cesso ao Genbank BT002075) foi ligada ao gene de sir1790 e introduzida de
forma a expressar slr1790 em cloroplasta. Para previsao do sinal de locali-
zacao, TargetP (http://Www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) foi usado. O proce-
dimento detalhado é como segue.

O vetor pBl121 (14,8 kbp) foi tratado com as enzimas de restri-
¢ao BamHI e Sacl para remover um gene GUS (1,9 kbp) e a parte do vetor
(12,9 kbp) foi purificada do gel. Ainda, usando o cDNA de Arabidopsis obtido
no Exemplo 1 como um template, o sinal de localizagao em cloroplasta CAO-
‘derivado (0,2 kbp) foi amplificado através de PCR usando iniciadores
BamSma CAO fr. (SEQ ID NO: 12) e Sac CAO rev. (SEQ ID NO: 13) tendo
os sitios de reconhecimento de enzimas de restricao BamBI e Sacl, respec-
tivamente, e KOD-Plus-polimerase (TOYOBOQO). A PCR foi realizada com 30
ciclos de desnaturagao (94°C, 15 s), anelamento (55°C, 30 s) e extensao
(68°C, 15 s). '

O produto de PCR obtido foi ligado no vetor pTA2 tendo resis-
téncia a ampicilina (TOYOBO, vetor de clonagem de TA para KOD-Plus, 2,9
kbp), entado, transformado em E. co]i (JM109) através do método de choque
térmico e os transformantes foram selecionados sobre meio de agar LB con-
tendo ampicilina. A colénia que emergiu foi cultivada em meio liquido LB con-
tendo ampicilina e, entdo, um plasmideo (pTACAOQ) foi purificado. O plasmi-
deo pTACAO foi digerido com as enzimas de restricio BamHI e Sacl para -
excisar o sinal de localizacao em cloroplasta o qual foi, entao, purificado do
gel. O sinal de localizacdo em cloroplasta purificado derivado de CAOQ foi

ligado como um inserto no vetor pBI121, do qual um gene GUS tinha sido
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removido antecipadamente. Esse foi transformado em E. coli (JM109) e os
transformantes foram selecionados sobre meio de égar LB contendo cana-
micina. A colénia que emergiu foi cultivada em meio liquido LB contendo ca-
namicina e, entdo, um plasmideo (pBICAOQ, 13,1 kbp) foi purificado. O pBI-
CAO foi digerido com a enzima de restricdo Sacl e tratado com CIP para evi-
tara auto-ligacao e, entdo, o fragmento de vetor foi purificado do gel.

| Em seguida, o gene de slr1790 (0,6 kbp) foi amplificado através
de PCR usando genoma extraido de Synechocystis como um template, os
iniciadores Sac slr1790fr. (SEQ ID NO: 14) e Sac sIr1790 rev. (SEQ ID NO:
15), nos quais um sitio de reconhecimento de enzima de restrido Sacl é
incluido e KOD-Plus-polimerase (TOYOBO). A PCR foi realizada com 30 ci-
clos de desnaturacdo (94°C, 15 s), anelamento (55°C, 30 s) e extensdo
(68°C, 35 s). O produto de PCR obtido foi ligado ao \)etor pTA2 tendo resis-
téncia & ampicilina, entdo, transformado em E. coli (JM109) através do }mé-
todo de choque térmico e os transformantes foram selecionados sobre meio
de agar LB contendo ampicilina. A colénia que emergiu foi cultivada em meio
liquido LB contendo ampicilina e, entdo, um plasmideo (pTAslr1790Sac) foi
purificado. O plasmideo pTAslr1790Sac, foi digerido com a enzima de restri-
¢do Sacl para excisar o gene de sir1790, o qual foi, eAntéo, purificado do gel.
O gene de sIr1790 purificado foi ligado como um inserto no pBICAO que ti-
" nha sido digerido com a enzima de restricdo Sacl antecipadamente, o qual
foi, entéo, transformado em E. coli (JM109) através do método de choque
térmico e os transformantes foram selecionados sobre meio liquido LB con-
tendo canamicina e um plasmideo (pBlslr1790, 13,6 kbp) foi purificado. Uma
vista esquematica do pBlsir1790 é mostrada na Figura 6.

Em seguida, Arabidopsis foi transformado através do método in
planta usando a cepa C58 de Agrobacterium tumefaciens, no qual pBlslr1790
foi introduzido através do método de congelamento.

A cepa C58 de Agrobacterium tumefaciens abrigando o pBisir1790
foi suspensa em 300 mL de tampao de transformagéo (5% de sacarose, 0,02%
de silwetlL-77) em uma densidade bacteriana em torno de OD600 = 0,8 — 1,0.

Em seguida, a parte acima do solo de Arabidopsis plantada em vaso tendo
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brotos foi embebida na suspensio acima mencionada durante 30 segundos
e, entdo, cada vaso foi coberto com um saco plastico durante dois dias. Apés
descobrir, a cultura foi continuada para obter sementes. A cultura foi realiza-
da em uma camara de crescimento (24 h de luz, temperatura: 22°C, intensi-
dade da luz: 70 umols ~' m?). As sementes obtidas foram esterilizadas e ino-
culadas sobre 1/2 meio de Murashige-Skoog contendo 35 ppm de canamici-
na e 0,6% de agar [T. Murashige e F. Skoog Physiol. Plant (1962) 15: pagina
473] para obter transformantes (Iinhagém slr). Os transforman‘tes foram
transplantados para a terra e cultivados em uma camara de crescimento pa-
ra obter sementes de segunda geracgao.

Exemplo 7
(Efeito resisténcia de transformantes contra acifluorfen)

Para a segunda geracgéo de transfo_rmantes nos quais a introdu-
¢do do gene foi confirmada, resisténcia ao acifluorfen foi investigada.

Introdugéo do gene foi confirmada com o método a segUir.

Uma regido de aproximadamente 2 mm de didmetro foi coletada
de uma folha de cada linhagem sir de Arabidopsis transformada crescida 1 a
2 cm de altura em uma camara de crescimento e DNA gendmico foi extraido.
Amplificagcdo por PCR foi realizada usando e'sse DNA gendémico como um
template, iniciadores AtCAO-tra-up (SEQ ID NO: 16) e Sac slr1790 rev. (SEQ
ID NO: 15), os quais se anelam ao N término e C término do gene introduzi-
do, respectivamente, e Taq DNA polimerase (SIGMA). A presenga de bandas
foi examinada através de eletroforese em gel de agarose. A PCR foi realiza-
da com 40 ciclos de desnaturagdo (95°C, 30 s), anelamento (55°C, 45 s) e
extensao (72°C, 60 s). |

Para transformantes nos quais introdugéo do gene foi éonfirma-

da, o efeito de resisténcia ao acifluorfen foi testada. Acifluorfen foi preparado
como emulséo para conter 4% de componente eficaz através de mistura e
solubilizagao de dimetilformamida e tensoativo polioxietileno sorbitano. Essa
foi diluida com agua para compor a concentragao final de acifluorfen de 10
uM, 5 ul do qual foram gotejados usando uma micropipeta sobre folhas de

Arabidopsis do tipo silvestre e a linhagem sir de Arabidopsis transformada,
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na qual introducédo do gene foi confirmada, ambos crescido para 1 a 2 cm de
altura em uma camara de crescimento. |

O estudo foi continuado até 7 dias apos o tratamento com os
produtos quimicos e o grau de necrose foi avaliado pelos olhos (em uma
escala de 0 a 5, 0 significa sem efeito). Os resultados em 7 dias apos trata-
mento sd@o mostrados na Tabela 4. O resultado mostra é resisténcia ao aci-
“fluorfen em Arabidopsis sir1790-introduzido em comparagdo com Arabidqpsis

do tipo silvestre.

Tabela 4 » »
Resisténcia de Arabidopsis slr1790-introduzido contra acifluorfen (7 dias

apos tratamento)

Tratamento com acifluorfen (10 uM)

Arabidopsis do tipo silvestre 4
slr 52 ‘ 1
sir 146 1

Avaliacao foi feita pelo olho em uma escala de 0 a 5, com 5 sig-
nificando morte completa e 0 significando_ nenhum efeito.

Exemplo 8 .
(Teste da poténcia inibitoria de inibidor de protoporfirinogénio oxidase)

A cepa AT obtida no Exemplo 1 e a cepa ATAsIr1790, na qual o
gene de slr1790 foi rompido através do método descrito no Exemplo 4, foram
usadas. Meio liquido BG11 antes descrito foi empregado. Com vista a pre-
vengao de mutagao invertida ou perda do gene, cloranfenicol ou canamicina
foi adicionado ao meio em uma concentragao final de 25 uM para a cepa AT
e a cepa ATAsIr1790, respectivamente, porque o gene de resisténcia ao clo-
ranfenicol € introduzido com protoporfirinogénio oxidase na cepa AT e um
gene de resisténcia a canamicina é introduzido na cepa ATAsIr1790 quando
de rompimento do ge'ne. A cepa AT e a cepa ATAsIr1790 foram pré-
cultivadas com agitacdo em meio liquido BG11, coletada durante a fase de
crescimento e suspensa em meio liquido BG11 fresco suplementado com
um antibidtico, de modo que A720 se tornasse 0,1, o qual foi usado para in-

vestigagao.
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Um ingrediente farmacéutico ativo de um produto quimico de
teste foi dissolvido em DMSO e adicionado as cavidades, de modo que a
concentragéo final de agente se tornasse de 1,0 x 10* M a 1,0 x 10°° M
para cada cavidade (a concentragdo final de DMSO ¢é de 0,5%). O teste
compreende agitagdo da cultura usando uma lamina com 96 cavidades em
uma escala de 100 pl em cada cavidade a 30°C de temperatura de incuba-
¢ao sob 1000 lux de intensidade de luz. A turvagao foi medida 6 dias apds o
inicio do teste e comparado com uma amostra de solvente para calcular o
valor de pl50.

Valor de pl50 = -log (concentragao para inibir 50% de atividade
(M)

(Atividade de tratamento com herbicida)

Sementes de Amaranthus lividus foram plantadas sobre a super-
ficie do solo cheio em um vaso (200 cm?), seguido por cobertura com um
pouco de solo e, entao, crescidas para 5 a 10 cm de altura da planta em
uma estufa. Cada uma das solugbes quimicas de teste diluida em agua foi -
pulverizada na parte da folhagem de Amaranthus lividus com uma pequena
pulverizagdo em uma quantidade correspondendo a quantidade pulverizada
de 1000 litros/ha para obter uma quantidade pfedeterminada de agente. Cul-
tura foi realizada em uma estufa. Entao, o efeito herbicida sobre Amaranthus
lividus foi examinado duas semanas apos o tratamento de acordo com um
critério de exame abaixo. Os resultados sdo mostrados no indice de herbici-
da na tabela abaixo.

Tabela 5

Critério de Exame

Taxa de herbicida indice de herbicida
0% 0
20-29% 2
40-49% 4
60-69% 6
80-89% 8
100% 10
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Valores de 1, 3, 5, 7 e 9 indicam o valor intermediariode O e 2, 2
e4,4e6,6e8e8e 10, respectivamente.

Tabela 6

Produtos  qui- | Valor de pl50 Atividade herbicida (trata-

micos de teste Cepa AT Cepa ATAsIr1790 | mento na folhagem) (indi-
ce de herbicida para Ama-

ranthus lividus, 16g ai/ha)

acifluorfen 4> 45 7

piraflufen-etila 4> 6,6 10
flumioxazina 4> : 6,7 | 10
| diquat 5,2 5 _ -
Tabela 7 - -

Produtos quimicos de teste

Inibidor de protoporfirinogénio oxidase
acifluorfen (tipo difenil-éter)
piraflufen-etila (tipo fenilpirazol)
flumioxazina (tipo dicarboxiimido)

Nao-inibidor de protoporfirinogénio oxidase

diquat

A cepa ATAsIr1790 mostrou sensibilidade a outros agentes que
nao acifluorfen, o qual é um inibidor do tipo difenil-éter de protoporfirinogénio
oxidase. Isso significa que inibidores de protoporfirinogénio oxidase geral-
mente mostram um efeito inibitério contra a cepa ATAsIr1790. Ainda, a fen-
déncia do valor de pl50 de cada produto quimico de teste para a cepa
ATAsIr1790 reflete as atividades de cada tratamento na folnagem e pode ser
usado para avaliar o efeito de atividade inibitéria contra protoporfirinogénio
oxidase.

Exemplo 9
(Método de selecado por um composto inibidor de protoporfirinogénio oxida-

se-especifico)

A partir do Exemplo acima, a cepa AT nao mostra sensibilidade
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ao inibidor de protoporfirinogénio oxidase, enquanto que a ATAsIr1790 sim.
Por outro lado, inibidor de nao-protoporfirinogénio mostrou atividade inibitéria
contra a cepa AT e a cepa ATAsIr1790 ém graus similares. Dessa forma,
comparando o efeito inibitério de um produto quimico contra a cepa AT e a
cepa ATAsIr1790, o efeito inibitério de cada composto quimico de teste con-
tra protoporfirinogénio oxidase é determinadd. ' '
Aplicabilidade Industrial

Uma vez que a protoporfirinogénio oxidase da preéente invengao
tem uma estrutura significativamente diferente daquelas conhecidas, espera-
se que ela seja aplicada a selecdo de novos herbicidas inibidores de proto-
porfirinogénio oxidase. Ainda, espera-se que a protoporﬁrinogénio' oxidase
da presente invengdo seja aplicada a producao de plantas fotossintéticas
tendo resisténcia a um herbicida inibidor de protoporfirinogénio oxidase ou
plantas tendo resisténcia a um ambiente estressante. Além disso, mesmo -
em um caso onde uma proteiné homéloga a uma proteina conhecida nao
pode- ser encontrada em um banco de dados de gene de outra espécie, 0 -
.método da presente inv'engéo para isolamento de um gene pode proporcio-

nar um método eficaz para isolar 0 gene de outra espécie.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

Nippon Soda Co., Ltd.

National University Corporation Hokkaido University

<120> PROTOPORFIRINOGENIO OXIDASE TENDO ATIVIDADE DE CONFE-

RIR RESISTENCIA CONTRA ACIFLUORFEN E GENE DA MESMA

ttgattggca
cacgccgagg
ttgatggaaa
atggcgatcg
aaactcacct
aagctagccce
ccgactattt
gatgcgacca
tacgctaaaa

gctcagaatt

<130> 00F00753

<150> JP2005-278942

<151> 2005-09-26

<160> 20

<170> PatentIn version 3.1
<210> 1

<211> 582

<212> DNA :

<213> Synechocystis sp. PCC6803
<400> 1

atggcctact actggtttaa agcecttccac
ttattttatt tagtgcgtct ttttgtctat
gctaaaacta tcctcaaaaa acagtatgag
actacccccg gcatggtagt tacggtgget
gaaattctca aatccggectg gctceccacatc
taccatttct attgtggtcg ggtgatgaaa
gggcaacagt tccgggecttt aaatgaggca
ctggcggtgt ttaagaataa tttgccectg
gttattgcca tggctgcttc gattcaactc
ctattaacgg aacagcaaaa agcggcttct
<210> 2

<211> 193

<212> PRT

<213> Synechocystis sp. PCC6803
<400> 2

ttgttgtttg
cagaccagga
agcggcttta
gtctcatttt
ttgtggcgtt
agggggaatc
tgctcegtggt
cttggttaat
aacgtcgccg

ag

gtttgctgga
gccggaacca
caacatcatc
cacagaaccc
actgttgcectt
ccaatggagt
gattgtccta
tgtagctttg

ggaccaagca

Met Ala Tyr Tyr Trp Phe Lys Ala Phe His Leu Ile Gly Ile Val Val

1

5

10

15

Trp Phe Ala Gly Leu Phe Tyr Leu Val Arg Leu Phe Val Tyr His Ala

20

25

30

Glu Ala Asp Gln Glu Pro Glu Pro Ala Lys Thr Ile Leu Lys Lys Gln

35

40

45

60
120
180
240
300
360
420
480
540

582



Tyr Glu
50

Met Val
65

Glu Ile

Leu Leu

Ala Gln

Glu Ala
130

Lys Asn
145

val Ile

Arg Asp

Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

val

Leu

Leu

Gly-

115

Pro

Asn

Ala

Gln

3
29
DNA

Met
Thr
Lys
Leu
100
Glu
Thr
Leu

Met

Ala
180

Glu'Lys

Val Ald

70

Ser Gly
85

Tyr His

Ser Gln

Ile Leu

Pro Leu
150

Ala ala
165

Leu Leu

Arg
55

Met

Trp

Phe

Trp

Leu

135

Asp

Ser

Thr

Leu

Ala

Leu

Tyr

Ser

120

val

Ala

Ile

Glu

Seqiiéncia artificial

Iniciador

3

ggggattaat ggagttatct cttcteccgt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

4

20

DNA

Iniciador

4

ttacttgtaa gcgtaccgtg

- Seqiiéncia artificial

ATHPPOX.r

Tyr

Ile

His

Cys

105

Gly

val

Thr

Gln

Gln
185

ATHPPOX. Aself

51

Asn

Gly

Ile

90

Gly

Gln

Ile

Thr

Leu

170

Gln

Ile
Leu
75

Lys
Arg
Gln
val
Trp
155

Tyr

Lys

Ile

60

Ile

Leu

val

Phe

Leu
140

Leu.

Ala

Ala

Thr
Phe
Thr
Met
Arg
125
Leu
Ile

Lys

Ala

Thr

Thr

Phe

Lys

110

Ala

Ala

Val

Lys

Ser
190

Pro

Glu

val

95

Lys

Leu

val

Ala

Arg

175

Ala

Gly

Pro

80

Ala

Leu

Asn

Phe

Leu

160

Arg

Gln

29

20
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<210> 5
<211> 37
<212> DNA

<213> Seqiliéncia artificial

<220>
<223> Iniciador Chloram.r

<400> 5
gctaaccgtt tttatcacct ggggggcacc ttatttt

<210> 6
<211> 21
<212> DNA

<213> Seqiiéncia artificial

<220>
<223> Iniciador SPE2Xbal.r

<400> 6
tgtttctaga taatcctggt ¢

<210> 7
<211> 28
<212> DNA

<213> Seqiiéncia artificial

'<220>
<223> Chloram.Xbal.f

<400> 7
ggtctagatg atgtccggcg gtgetttt

" <210> 8
<211> 30
<212> DNA

<213> Seqiéncia artificial

<220> .
<223> Iniciador S1r1790km EcoRl f

<400> 8
ggggaattct gcttgcatca atatggtggce

<210> 9
<211> 29
<212> DNA

<213> Seqiiéncia artificial

<220> . .
<223> Iniciador S1rl1790km Hind3 r

<400> 9
gggaagctta ccctggagat ccactggtt

37

21

28

30

29
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<210> 10
<211> 30
<212> DNA

<213> Seqiiéncia artificial

<220>
<223> Iniciador Km Nhel £

<400> 10
ggggctagcg cgaagaactc cagcatgaga

<210> 11
<211> 32
<212> DNA

<213> Seqiiéncia artificial

<220>
<223> 1Iniciador Km Nhel r

<400> 11
ggggctagca gcttcacgct gccgcaagca ct

<210> 12
<211> 48
<212> DNA

<213> Seqiliéncia artificial

<220>
<223> Iniciador BamSma CAO fr.

<400> 12
gaggatcccc gggtggtcag tcccttatga acgccgecgt gtttagte

<210> 13
<211> 20
<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> 1Iniciador Sac CAO rev.

<400> 13
ttacttgtaa gcgtaccgtg

<210> 14
<211> 32
<212> DNA

<213> Seqiiéncia artificial

<220>
<223> Iniciador Sac slrl790fr.

<400> 14

30

32

48

20



ccgagctcge ctactactgg tttaaagcct tc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

29

DNA '
Seqiéncia artificial

Iniciador Sac slrl790 rev

15

ccgagctecct aattctgagc agaagccgce

<210>
<211>
<212>
<213>

'<220>
<223>

<400>

16

20

DNA

Seqgiiéncia artificial

Iniciador AtCAO-tra-up

16

aacgccgccg tgtttagtec

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

22

DNA

Seqiiéncia artificial

KAN-2-fr

17

ggcctgttga acaagtctgg aa

<210>

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

18

24

DNA

Seqiliéncia artificial

KAN-2-rev

18

ggcgtttcce gttgaatatg gctc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

19

25

DNA

Seqliéncia artificial

KAN-2 F P 1

32

29 .

20

22

24



<400>

19

acctacaaca aagctctcat caacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

20

25

DNA

Seqiéncia artificial

KAN-2R P 1

20

gcaatgtaac atcagagatt ttgag

55

25

25
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REIVINDICAGCOES
1. Protdporﬁrinogénio oxidase tendo atividade de conferir resis-
téncia ao acifluorfen a um organismo e sendo derivado de cianobactéria.

2. Protoporfirinogénio oxidase de acordo com a reivindicagao 1,
em que a cianobactéria é uma cianobactéria pertencendo ao género Syne-
chocystis.

3. Protoporfirinogénio oxidase de acordo com a reivindicagao 1
ou 2, em que 0 organismo é uma planta. |

4. Proteina mostrando quanUer um de (@)a(c)a seguirf

(a) a proteina compreendendo a seqliéncia de aminoacido mos-

‘trada em SEQ ID NO: 2;

“(b) uma proteina tendo atividade de proto’porfirinogénio oxidase,
a qual compreende uma sequéncia de aminoacido em que um ou varios a-
minoacidos sdo deletados, substituidos ou adicionados na sequéncia de a-
minoacido mostrada em SEQ ID NO: 2; e a qual tem uma atividade de'confe-
rir resisténcia ao acifluorfen a um organismo; e

(c) uma proteina tendo atividade de protoporfirinogénio oxidase,
a qual tem 20% ou mais de homologia & sequéncia de aminoacido mostrada
em SEQID NO: 2 e tem uma atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen
a um organismo.

5. Proteina de acordo com a reivindicacdo 4, em que a proteina
é derivada de uma cianobactéria.

6. DNA de gene de protoporfirinogénio oxidase que codifica a
protoporfirinogénio oxidase como definida em qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 3 ou codifica a proteina como definida na reivindicagao 4 ou 5.

7. DNA de gene de protoporfirinogénio oxidase mostrando (d) ou
(e) a seguir:

(d) o DNA de gene de protoporfirinogénio oxidase compreen-
dendo a sequéncia de nucleotideo mostrada em SEQ ID NO: 1; ou

(e) um DNA de gene de protoporfirinogénio oxidase que com-
preende uma sequéncia de nucleotideo em que um ou varios nucleotideos

sdo deletados, substituidos ou adicionados na SEQ ID NO: 1 e codifica uma
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proteina tendo atividade de protoporfirinogénio oxidase e tendo uma ativida-
de de conferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo.

8. DNA de gene de protoporfifinogénio oxidase que se hibridiza
com um DNA compreendendo uma seqliéncia complementar a sequéncia de‘ '
nucleotideo mostrada em SEQ ID NO: 1 sob condi¢oes estringentes e codifi-
ca uma proteina tendo atividade de protoporfirinogénio oxidase e tendo uma
atividade de conferir resisténcia ao acifluorfen a um organismo. |

_ 9. DNA de gene de protoporfirinogénio oxidase dé acordo com a
reivindicagdo 7 ou 8 em que a proteina tendo atividade de protoporfirinogé-
nio oxidase € derivada de cianobactéria. _

10. Vetor recombinante no qual o DNA de gene de protoporfiri-
nogénio oxidase como definida em qualquer uma das reivindicagbes 6 a 9 é
incorporado.

11. Transformante no qual o vetor recombinante como definido -
na reivindicagao 10 é introduzido.

12. Transformante de acordo com a relvmdlcagao 11, em que o
transformante tem reS|stenC|a ao acifluorfen. |

13. Transformante de acordo com a reivindicagao 11 ou 12, em
que o transformante € um microorganismo.

14. Transformante de acordo com a reivihdicag:éo 11 ou 12, em
gue o transformante é uma planta.

~15. Transformante de acordo com a reivindicacao 14, em que a
capacidade fotossintética € aumentada.

16. Método para avaliagdo de uma atividade inibitoria contra pro-
toporfirinogénio oxidase usa’ndo o transformante como definido em qualquer
uma das reivindicacdes 11 a 15. |

17. Método de selecao por um inibidor de protoporfirinogénio
oxidase usando o transformante de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 11 a 16.

18. Método para isolamento de um gene de protoporfirinogénio
oxidase de cianobactéria compreendendo as etapas (f) a (j) a seguir:

(f) introducao de um gene de protoporfirinogénio oxidase de A-
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rabidopsis em cianobactéria; B
(9) ruptura de um gene de cianobactéria usando um transposon;
(h) selecdo de uma cepa mutante com gene de protoporfirinogé-
nio oxidase rompido; '
(i) identificag@o do gene de protoporﬁrinogénio oxidase rompido; e
(j) isolamento do gene de protoporfirinogénio 6xidase rompido.
19. Método para uso da proteina como definido na reivindicaco
4 ou 5 como uma protoporfirinogénio oxidase. | |
20. Método para converter protoporfirinogénio IX em prbtopor_firi-
na IX através de contato artificial do protoporfirinogénio IX com a proteina

~como definida na reivindicagé@o 4 ou 5.

21. Método para uso do DNA como definido em qualquer uma
das reivindicagbes. 6 a 9 como um gene de protoporfirihogénio oxidase.

- 22. Método para conversao de protoporfirinogénio IX em pfoto-
porfirina IX através de contato do protoporfirinogénio IX com um produto d_e
expressao artificialmente expresso a partir do DNA como definido em qual-
quer uma das reivindicagdes 6 a 9.

23. Método para isolamento de um gene que codifica uma prote-
ina tendo uma determinada fungdo de um organismo especifico compreen-
dendo as etapas (1) a (5) a seguir:

(1) geragao de um transformante através de introdug¢éo, no or-
ganismo especifico, de um gene que codifica uma proteina que complemen-
ta a determinada fungdo, em que o gene é derivado de um outro organismo
que nao o organismo especifico;

(2) geragdo de uma cepa mutante do transformante através de

- ruptura aleatéria de um gene do transformante;

(3) selecdo de uma cepa mutante que é rompida no gene que
codifica a proteina tendo a determinada fungdo usando um agente que atua
sobre a proteina que complementa a determinada fung¢édo, mas nao atua so-
bre a proteina tendo a determinada funcéo ou através de troca das condi-

¢Oes de cultura;
(4) identificacéo do gene rompido que codifica a proteina tendo a
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determinada fungao; e |

(5) isolamento do gene rompido que codifica a proteina tendo a
determinada fungao. ’

24. Método para isolamento de um gene de acordo com a reivin-.
dicagdo 23, em que a mutagénese é uma mutagénese usando um transpo-
son. | ,

25. Método para isolamento de um gene de acordo com a réivin-
dicagao 23 ou 24, em qUe a proteina que complementa a determinada fun-
¢do derivada de um outro organismo que nao o organismo especifico é pro-
toporfirinogénio oxidase de Arabidopsis. ,

26. Mé_todo para isolamento de um gene de acordo com a reivin-
dicacao 25; em que o agente que atua sobre a proteina que complementa a
determinada fungéo, mas nao atua sobre a proteina tendo a determinada
fungéo é acifluorfen.

27. Método para isolamento de um gene de acordo com a reivin-

dicacdo 25 ou 26, em que a proteina tendo uma determinada fungéo no or- -

‘ganismo especifico é protoporfirinogénio oxidase de cianobactéria.
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RESUMO
Patente de Invencgao: "PROTOPdRFIRINOGENIO OXIDASE TENDO ATI-
VIDADE DE CONFERIR RESISTENCIA CONTRA ACIFLUORFEN E GENE
DA MESMA®. -
A presenfe invengao refere-se a protoporfirinogénio oxidase ten-
do uma atividade de conferir resisténcia aé acifluorfen e g‘ene do mesmo sao

‘proporcionados. O gene de protoporfirinogénio oxidase de cianobactéria é

identificado através de introdugéo de um gene de protoporfirinogénio oxidas_é
de Arabidopsis em cianobactéria, ruptura de um gene de cianobactéria com
um transposon, selegdo de uma cepa mutante na qual o gene de prctoporfi-v
rinogénio oxidase esta rompido, identificagcdo do gehe de protoporfirinogénio
oxidése rompido e isolamento do gene de protoporfirinogénio oxidase rompi-
do. Esse procedimento é eficaz como uma técnica de isolamento de ge’né
quando uma proteina derivada de outra espécie de organismo que é homo-
lbga a uma proteina conhecida (por exemplo, protoporfirinogénio oxidase de
cianobactéria) pode nao ser encontrada em um banco de .dados de gene dé

outra espécie.
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