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“METODO PARA AUMENTAR A
TOLERANCIA DE UMA PLANTA A UM ESTRESSE ABIOTICO, METODO PARA
AUMENTAR A BIOMASSA, VIGOR E/OU RENDIMENTO DE UMA PLANTA,

CONSTRUCAOQ DE ACIDO NUCLEICO, CELULA DE PLANTA E

_POLIPEPTIDEO ISOLADO”

CAMPO E HISTORICO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se
aos métodos para aumentar a tolerdncia ao estresse abidtico
e/ou biomassa nas plantas é, mais especificamente, nas
plantas que expressam o0s genes de tolerancia ao estresse
abidtico exdgeno.

As condicoes do estresse
abidtico (também denominado como “estresse ambiental”), tais
como[ salinidade, seca, enchente, temperatura subideal e
poluicdo quimica toéxica, provocam dano substancial as
planta;?}agricolas. A maioria das plantas desenvolveu
estratégias para se protegerem contra essas condicdes.
Entretanto, se a gravidade e duracdo das condicéeél de
estresse forem muito grandes, os efeitos no desenvolvimento
da planta, crescimento e rendimento da maioria das plantas
de safra sao profundos. Além do mais, a malioria das plantas
de safra sdo muito suscetiveis ao estresse abidtico (ABS) e,
assim, necessitam de condicdes ideais de crescimento para
rendimentos comerciais de safra. A exposicdo continua ao
estresse- provoca alteracdes principais no metabolismo da
planta, o que finalmente leva a morte da célula e,
éonseqﬂentemente, perdas de rendimento. Assim, ao in&és de

pesquisa extensiva e a utilizacdo de medidas sofisticadas e
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intensivas para a protecdo de colheitas, as perdas devido as

"condicdes de estresse ‘abidético permanecem em bilhdes de

dbélares anualmente (1,2).

O seguinte resume as
implicacOes das condigdes exemplares do estresse abidtico.

Problemas associados com a
seca. Uma seca €& um periodo de clima anormalmente seco que
persiste o tempo suficiente para produzir um desequilibrio
hidroldégico grave (por exemplo, dano a safra, deficiéncia de
abastecimento de &gua, etc.). Enquanto a maior parte do:
clima que sentimos é breve‘e efémero, a seca é um fendmeno
mais gradual, lentamente estabelecendo-se em uma &rea e
fortalecendo sua compreensdo com o tempo. Nos casos graves,
a seca pode durar  por muitos anos e pode ter efeitos
devastadores na agricultura e abastecimentos de &agua. Com
populacao em desenvblvimento e deficiéncia crdénica de agua
potédvel disponivel, a seca ndao é somente o problema numero
um relacionado ao <clima na agricultura, ela também se
classifica como um dos principais desastres naturais de
todos os tempos, provocando ndo somente o dano econdmico,
porem também perda de vidas humanas. Por exempld, as pefdas
da seca dos Estados Unidos de 1988 excederam $40 bilhdes,
excedendo as perdasAprovocadas pelo Furacao Andfew em 1992,
pelas as enchentes do Rio Mississipi. de 1993 e pelo o
terremoto de S&o Francisco em 1989. Em algumas  4reas do
mundo, os efeitos da seca podem ser muito mais graves. No
Chifre da Afri;a, a seca de 1984-1985 precedeu a fome que

matou 750.000 peséoas.
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Os problemas para as plantas
provocados por baixa disponibilidade de agua incluem os
estresses mecanicos provocados pela retirada de A&gua
celular. A seca também faz com que as plantas tornem-se mais
suscetiveis a diversos desastres (Simpson (1981). "O Valor
do Conhecimento Fisiolégico do Estresse da Agua nas
Plantas", Em Estresse de Agua nas Plantas, (Simpson, G. M.,
ed.), Praeger, N.Y., pp. 235-265).

Além de muitas regides de
terra. do mundo gque sdo muito aridas para a maioria, se nao

todas, as plantas de safra, o uso exagerado e utilizacéo

exagerada da agua disponivel ¢é resultante em uma perda

crescente do terreno utilizado para agricultura, um processo
gque, no extremo, resulta em desertificacdo. O problema é
ainda composto pelo acumulo crescente de sal nos solos,
conforme acima descrito, o gue adiciona a perda da agua
diSponivel nos solos.

Problemas associados com altos
niveis de sal. Um em cada cinco hectares de terreno irrigado
¢ danificado pelo sal, um fator histérico importante no
declinio das sociedades agrarias antigas. Espera-se que essa
condicdo somente piore, ainda reduzindo a disponibilidade . de
terreno aravel e producao de safra, considerando que nenhuma
das cinco safras alimenticias principais - trigo, milho,
arroz; batata e soja - pode tolerar o sal em excesso.

Os efeitos prejudiciais do sal
nas plantas sdo conseqiéncias do déficit de &gua resultante

em estresse osmotico (semelhante ao estresse da seca) e os



20

25

4/80

efeitos dos ions de sbébdio em excesso noOs Processos

‘bioquimicos criticos. Assim como o frio e a seca, a salina

alta provoca déficit de agua; a presenca de alto sal torna
dificil para as raizes de planta extrairem a ‘agua de seu
ampbiente (Buchanan et al. (2000) em Bioquimica e Biologia
Molecular das Plantas, Sociedade Norte-Americana de
Fisiologistas de Planta, Rockville, Md.). A salinidade do
solo ¢é assim uma das variaveis mais 1mportantes que
determinam onde uma planta pode florescer. Em muitas partes
do mundo, as areas de terreno relativamente grandes nado sao
cultivaveis devido a salinidade de solo nafuralmente alta.
Para compor o problema, a salinacdo dos solos que sao
utilizados para a producéO' agricola é um  problema
signifiéativo e crescente .nas regides que dependem
expressivamente na agricultura. O ultimo € composto péla
utilizacdo excessiva, fertilizacdo excessiva e deficiéncia
de Aagua, tipicamente provocadas pela alteracdo climatica e
pelas demandas da populacdo em crescimento. A toleréncia ao

sal é de importadncia especifica no inicio do ciclo de vida

~da planta, considerando que a evaporacdo da superficie do

solo provoca o' movimento ascendente da agua, é o sal
acumula-se na camada superior do solo em que as sementes sao
colocadas. Assim, a germinacdo normalmente ocorre em uma
concentragéo de sal muito mais alta do que o nivel médiq de
sal em todo o perfil do solo.

Problemas associados com calor
excessivo. A germinacdo de muitas safras em muito sensivel a

temperatura. Um gene que melhoraria a germinacao em



5/80

condicdes de calor seria u0til para as safras que séao
plantadas no final da temporada ou em climas quentes. As
mudas e as planta maduras que sdo expostas ao calor
excessivo podem sofrer choque de calor, o que pode surgir em
diversos oOrgaos, 1incluindo nas folhas e especificamente na
fruta, quando a transpiracdo ¢é insuficiente para superar o
estresse de calor. O calor também danifica as estruturas
celulares, incluindo organelas e citoesqueleto, e prejudica
a funcdo de membrana [Buchanan et al. (2000) em Bioquimica e
Biologia Molecular das Plantas, Sociedade Norte-Americana de
Fisiologistas de Planta, Rockville, Md. O chqque de calor
pode produzir uma diminuicdo na sintese geral de proteina,
acompanhada pela expressdo das proteinas de choque de calor.
As proteinas de choque de calor atuam como acompanhantes e
estao envolvidaé no novo enovelamento de proteinas
desnaturadas pelo calor.

0 estresse de calor
freqUentemente acompanha as condicées de baixa

disponibilidade da &gua. O proprio calor €& visto como um

estresse de interacdo e adiciona aos efeitos prejudiciais

provocados pelas condicgcdes de déficit da dgua. A demanda
evaporativa exibe aumentos exponenciais préximos com
aumentos nas temperaturas de dia e podem resultar em altas
taxas de transpiracédo e baixos potenciais de agua da planta
[Hall et al. (2000) Eisiol. de Planta 123: 1449-1458]. O
dano de alta temperatura ao pdlen dquase mnunca ocorre emn

conjunto com o estresse da seca, e raramente ocorre sob

‘condicdes com agua suficiente. Dessa forma, a separacao dos
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efeitos do calor e estresse da seca sobre a polinizacao é
dificil. O estresse combinado podeialterar o metabolismo da
planta de modos novos; portanto, o entendimento da interacéo
entre o0s estresses diferentes pode ser importante para o
desenvolvimento das estratégias de modo a otimizar a
tolerancia ao estresse através de manipulacdo genética.
Problemas associados com
condicdes de frio em excesso. O termo "sensibilidade ao
resfriamento” foi utilizado para descrever muitos tipos de
dano fisioldgico produzido em baixaé temperaturas, porem
acima de congelamento. A maioria das safras de origens
tropicais, tais como, soja, arroz, milho e algodao, &
facilmente danificada pelo resfriamento. 0O dano de
resfriamento tipico inclui definhamento, necrose, clorose ou
vazamento »de ions a partir das membranas de célula. Os
mecanismos subjacentes da sensibilidade ao- resfriamento
ainda ndo sao completamente entendidos, porém provavelmente
envolvem o nivel de saturacdo da membrana e outras
deficiéncias fisioldgicas. Por exemplo, a fotoinibicdo da
fotossintese (interrupcao da fotossintese devido as altas
intensidades de 1luz) freqientemente ocorre sob as condicgdes
atmosféricas limpas subseqlientes as noites frias de fim do
verdo/outono. Por exemplo, o resfriamento pode preceder as
perdas de rendimento e baixa qualidade do produto através da
maturacgao atrasada do milho. Outra conseqUéncia do
crescimento deficiente é a protecdo um tanto deficiente da
terra dos campos de milho na primavera, freqlientemente

resultando em erosao do solo, ocorréncia crescente de ervas
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daninlHas e absorcdo reduzida de nutrientes. Uma absorcdo com

atraso do nitrogénio de mineral também poderia preceder as
perdas crescentes de nitrato no lencol aquéatico. Através de
algumas estimativas, o resfriamento contabiliza as perdas
monetarias nos Estados Unidos (EUA) somente através da seca
e inundacao.

0 déficit de agua é um
componente comum de muitos estresses de planta. O déficit de
dgua ocorre nas células da planta quando toda a taxa de
transpiracido da planta excede a absorcido da agua. Além da
seca, outros estresses, tais como salinidade e Dbaixa
temperatura, produzem a desidratacao celular (McCue e Hanson
(1990) Biotecnologia de Tendéncias 8: 358-362).

A transducao do sinal de
estresse de seca e sal consiste em vias de sinalizacao de
homeostase idnica e osmdética. O aspecto idénico do estresse
de sal é sinalizado através da via SOS em que um complexo de
quinase de proteina S0S3-S0SZ2 responsivo ao calcio controla
a expressdo e atividade dos transportadores de ion, tais
como, S0S1. A via que regula a homeostase do ion em resposta
ao estresse de sal foi revisada recentemente por Xiong e Zhu
(2002) Ambiente da Célula de Planta 25: 131-139.

| 0 componente osmdtico do
estresse de sal envolve as reacbes complexas de planta que
se sobrepdem com as respostas de seca e/ou estresse de frio.

Os aspectos comuns da resposta
de seca, frio e estresse de sal foram revisados recentementé

por Xiong e Zhu (2002) supra). Tais incluem:
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(a) alteracodes transitdrias nos niveis de calcio
citoplasmico muito cedo no evento de sinalizacdo (Knight,
(2000) Int. Rev. Cytol. 195: 269-324; Sanders et al. (1999)
Célula de Planta 11: 691-706);

(b)~‘transducéo de sinal através de quinases de proteina
dependente de calcio e/ou ativadas por mitdgeno (CDPKs; vide
Xiong et al., 2002) e fosfatase de proteina (Merlot et al.
(2001) J. de Planta 25: 295-303; Tahtiharju e Palva (2001)
J. de Planta 26: 461-470);

(¢c) aumentos nos niveis de acido abscisico em resposta ao
estresse iniciandovum subsistema de respostas (Xiong‘et al.
(2002) supra, e referéncias 14 contidas)

(d) fosfatos de inositol como moléculas de sinal (pelo menos
para um subsistema das alteracdes de transcricdo responsivas
ao estresse (Xiong et al. (2001) Dev, de Genes 15: 1971-
1984) ;

(e) ativacéd de fosfolipases que, por sua vezZ, deram um
arranjo diverso de segundas moléculas‘mensageiras, algumas
das quais poderiam regular a atividade das quinases
responsivas ao estresse (funcdes da fosfolipase D em uma via
independente ABA, Frank et al. (2000) Célula da planta 12:
111-124);

(f) inducdo de genes do tipo abundante de embriogénese
(LEA), incluindo os genes de COR/RD responsivos a CRT/DRE
(Xiong e Zhu (2002) supra);

(g) niveis crescentes de - antioxidantes e osmbdlitos
compativeis,  tais como, prolina e acucares soluveis

(Hasegawa et al. (2000) Rev. An. de Fisiol. de Planta Mol.
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de Planta 51: 463-499); e [0028] (h) acumulo de espécies de

oxigénio reativo, tais como, superoxido, perdoxido de
hidrogénio e radicais de hidroxila (Hasegawa et al. (2000)
supra) .

A biossintese de acido

abscisico é regulada pelo estresse osmbético em etapas
maltiplas. Tanto a sinalizacao de estresse osmético.
independente de ABA Quanto o independente primeiro modifica
constitutivamente os fatores de transcricdo expressos,
levando & expressao dos ativadores de transcricao de
resposta prematura, que entdo ativa os genes causadores de
toleradncia ao estresse ajusante.

Com base na semelhanca de
muitos aspectos das respostas de frio, seca e estresse de
sal, pode ser concluido que o0s genes due aumentam a
tolerancia ao frio ou estresse de sal também podem melhorar
a proteééo ao estresse da seca. De fato, 1issc ja foi
demonstrado para os fatores de transcricao (no caso de
AtCBF/DREB1) e para outros genes, tais como 0sCDPK7 (Saijo
et.al. (2000) J. de Planta 23: 319-327), ou AVPl (um prbéton
de pirofosfatase vacuolar-- bomba, Gaxiola et al. (2001)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 11444-11449).

O desenvolvimento das plantas
tolerantes ao estresse ¢é uma estratégia que possul o
potencial para resolver ou mediar pele menos alguns desses
problemas. Entretanto, as estratégias adicionais de criacao

de planta utilizadas para desenvolver novas linhas de

- plantas que exibem tolerdncia a ABS sdo relativamente



25

10/80

ineficientes, considerando que sao monoétonas, démoradas e de
resultado imprevisto. Além do mais, 0s recursos limitados de
germoplasma para tolerancia ao estresse ‘e incompatibilidade
em Cruzamentos entre espécies de planta remotamente
relacionadas fepresentam 0Ss problemas significativos
deparados na criacdo convencional. Adicionalmente,. o0s
processos celulares que precedem a tolerédncia de ABS sao
compiexos por natureza e envolvem multiplos mecanismos de
adaptacdo celular e numerosas vias metabdlicas (4-7).

Os esforcos da engenharia
genética, com o objetivo de conferir tolerdncia ao estresse
abibtico as safras transgénicas, foram descritos na técnica
anterior. Os'estudos por Apse e Blumwald (Biotecnol. de Opin
Atual 13:146-150, 2002), Quesada et al. (Fisiol. de Planta.
130:9514963, 2002), Holmstrom et al. (Naturéza 379: 683-684,
1996), Xu et al. (Fisicl. de Planta 110: 249-257, 199¢),
Pilon-Smits e Ebskamp (Fisiol. de Planta 107: 125-130, 1995)
e Tarczynski et al. (Ciéncia 259: 508-510, 1993), todos
tentaram gerar as plantas tolerantes ao estresse:

Além disso, diversas pedidos
de patente.e patentes norte-americanas também descrevem os
polinucleotideos associados com a tolerédncia ao estresse e
sua utilizacdo na geracao de plantas tolerantes ao estresse.
As Patentes dos EUA N°s 5.296.462 e 5.356.816 descrevem a
transformacao de plantas com os polinucleotideos codificando
as proteinas envolvidas na adaptacdo a frio de Arabidopsis
thaliana, para assim promover a tolerdncia ao frio nas

plantas transformadas.
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A Pat. dos EUA N° 6.670.528
descreve a transformacdo de plantas com os polinucleotideos
codificando os polipeptideos aglutinantes aos elementos
responsivos ao estresse, para assim- promover a tolerancia
das plantas transformadas ao estresse abidtico.

A Pat. dos LEUA N° 6.720.477
descreve a transformacdo de plantas com polinucleotideo
codificando uma proteina relacionada ao estresse de
transducdo do sinal, capaz de aumentar a toleréncia das
plantas transformadas ao estresse abidtico.

Os . Pedidos dos EUA N°s de
Série 09/938842 e 10/342224 descrevem 0s genes relaclionados
a0 estresse abidtico e sua utilizacdo ao conferir as plantas
a toleradncia ao estresse abiotico.

0 Pedido dos EUA N° de Série
10/231035 descreve a expressao excedente de uma sulfurase de
co-fator de molibdénio nas plantas para assim aumentar sua
foieréncia ao estresse abidtico.

Embora 0s estudos. acima
descritos tenham sido pelo menos parcialmente bem-sucedidos
na geracdo de plantas tolerantes ao estresse, ainda existe
uma necessidade para o©0s denes tolerantes ao estresse que
podem ser utilizados para gerar as plantas tolerantes de uma
ampla faixa de céndicées de estresse abidtico.

Ao reduzir a presente invencao
para pratica, os presentes inventores identificaram, através
de estudos de biocinformatica e laboratoriais, diversos novos

genes de tolerancia ao estresse abidtico, que podem ser
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utilizados para aumentar a tolerancia ao estresse abidtico

e/ou biomassa, vigor e rendimento nas plantas.

SUMARIO DA INVENCAO

De acordo com um aspecto da
presente invencgado, ¢ fornecido um método para aumentar a
tolerancia de uma planta a um estresse abidtico,

compreendendo a. expressdo dentro da planta de um

‘polinucleotideo exbdgeno codificando um polipeptideo com uma

3,

seqliéncia de aminoacido pelo menos 90 ¢ homéloga a SEQ ID
N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-56, 58-63, 66-119, 139-154 OU
155, aséim aumentando a tolerdncia da planta ao estresse
abiodtico.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuragdes preferidas descritas, o)
estresse abidético é selecionado a partir do grupo
consistindo em salinidade, privacao de agua, baixa
temperatura, alta temperatura, toxicidade de metal pesado,
anaerobiose, deficiéncia de nutriente, excesso de nutriente,
poluicdo atmosférica e irradiacdo UV.

De acordo com outro aspecto da
presente invencao, & forneéido um método para aumentar a
biomassa, vigor e/ou rendimento - de uma planta,
compreendendo a expressdo dentro da planta de um
polinucleotideo. exdgeno codificando 1nn_polipeptideo

9.

com uma seqgiiédncia de aminoacido pelo menos 90

6, 58-

(62}

homéloga a SEQ ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-
63, 66-119, 139-154 ou 155, assim aumentando biomassa,

vigor e/ou rendimento da planta.
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De acordo com caracteristicas
adicionais nas cohfiguragées preferidas descritas, a
expressao é efetuada por:
(a) transformacéao de uma célula da planta com 0
polinucleotideo exdgeno;
(b} geracdo de uma planta maduré a partir da célula; e

(c) cultivacao da planta madura sob condicdes adequadas

‘para expressar o polinucleotideo exdgeno dentro da planta

madura.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, a
transformacdo & efetuada pela introducdo na célula da planta
de uma construcgao de’ acido nucléico incluindo o}
polinucleotideo exdgeno e pelo menos um promotor capaz de
instruir a transcricao do polinucleotideo exdgeno na célula
da planta. |

De acorde com ainda outro
aspecto da presente iﬁvencéo, é fornecido uma construcao de
acido nUcléico, compreendendo ﬁmd seqliéncia de acido
nucléico pelo menos 90 % idéntica a uma sequéncia de
nucleotideo selecionada a - partir do grupo
consistindo na SEQ ID N°s: 1, 3,'5, 7, 9, 11, 156, 157,
158, 159, 160-202, 204~209,’212—285 e um promotor capaz de
instruir a transcricao da seqliéncia de é&dcido nucléico em uma
célula hospedeira.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuragées preferidas descritas, o)

promotor é um promotor constitutivo.
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De acordo

adicionais nas configuracodes

preferidas

com caracteristicas

descritas, o)

promotor constitutivo é o promotor de CaMV 35S.

De acordo

adicionais nas configuracdes

preferidas

com caracteristicas

descritas, o)

promotor constitutivo é o promotor de At6669.

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

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, o)
promotor induzivel ¢é um promotor induzivel de  estresse

abidtico.

De acordo
adicionais nas configuracdes preferidas
hospedeira é uma célula da planta.

De acordo
adicionais nas configuracdes preferidas
forma uma

parte de

da planta - uma

dicotiledbnea.

com caracteristicas
descritas, a célula
com caracteristicas
a célula

descritas,

célula da planta

De acordo com caracteristicas
adicionals nas configuracdes preferidas descritas, a célula
da planta forma "uma parte de uma célula da planta
monocotileddnea.

De acordo com ainda outro
aspecto da presente invencdo, ¢é fornecido um polipeptideo
isolado, compreendendo uma seqiéncia de aminodcido pelo

menos 90 %

homdéloga a seqiiéncia de aminodcido codificada por
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um polinucleotideo selecionado a partir do grupo consistindo
em SEQ ID N°s: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 156, 157, 158, 159, 160—
202, 204-209, 212-285. |

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidas descritas, a
seqgiiéncia de aminoédcido é pelo menos 90 % homdéloga a SEQ ID
N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-56, 58-63, 66-121, 141-156 ou
157.

De acordo com unm aspecto
adicional da presente invencdo, ¢é fornecida uma célula da
planta compreendendo um polinucleotideo exégeno codificando
um polipeptideo com uma seqiiéncia de aminoacido pelo menos
90 % homdloga a SEQ ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-56, 58-63,
66—119,‘ 139-154 ou 155, assim aumentando a toleré&ncia da
planta ao estresse abidtico.

De acordo com caracteristicas
adicionais nas configuracdes preferidés descritas, a célula
da planta forma uma parte de uma planta.

A presente invencdo trata de
forma bem-sucedida das falhas das configuracdes atualmente
conhecidas ao fornecer os métodos para utilizar os novos
genes de tolerdncia ao estresse abidético de modo a aumentar
a tolerancia de plantas ao estresse abidtico e/ou biomassa.

Exceto se de outro modo
definido, todos os termos técnicos e cientificos aqui
utilizados possuem os mesmos significados conforme comumente
entendidos por aqueles com habilidade na técnica aos dquais

esta invencdo pertence. Embora os métodos e materiais
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semelhantes ou equivalentes aqueles descritos no presente
possam ser utilizados na pratica ou teste da presénte
invencdo, os métodos e materiails adequados sdo descritos
abaixo. No caso de conflito, a especificacao de patente,
incluindo as definicdes, controlara. Além disso, 0s
materiais, métodos e exemplos sao somente ilustrativos e nao
tém a intencdo de serem limitantes.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A invencdo ¢ aqui descrita,

somente através de exemplo, com referéncia aos desenhos
anexos. Com referéncia especifica agora aos desenhos em
detalhes, é enfatizado que os detalhes demonstrados sao para
exémplo e para fins de discussao ilustrativa somente das
configuracdes preferidas da presente 1invencao, e sao
apresentados de modo a fornecer o que ¢é acreditado como
sendo a descricdo mais uUtil e prontamente entendida dos
principios e aspectos conceituais da invencao. Com relacao a
isso, nenhuma tentat;va é feita para demonstrar os detalhes
estruturais da invencdo em mais detalhes do que necessario
para um entendimento fundamental da invencdo, a descricao
tomada com os desenhos torna aparente para agqueles con
habilidade na técnica como as diversas formas da 1nvencao
podem ser configurédas na pratica.

a figura 1 uma ilustracdo  esquematica da metodologia
utilizada para medir o tamanho das plantas. As
fotos digitais sao tiradas utilizando iluminac¢ao
uniforme e um tripé ajustado em uma distancia

constante. As fotos digitais obtidas sao



20

as figuras

17/80

processadas utilizando um filtro “com Dbase

W

verde” que remove as “partes nao verdes” da
foto, deixando somente a &rea de roseta da
planta para quantificacdo. Apds a quantificacao
da &area de roseta, os resultados sao exportados
a uma planilha eletrdonica e analisados
utilizando software estatistico;

2A-B s3do os resultados representativos de um
gene (SEQ ID 156) que confere a tolerancia ao,

estresse abidtico descoberta de acordo com o0s

ensinamentos da presente invencao; .

a figura 2RAo0 crescimento das plantas sob condigdo nao

estressantes por 7-10 dias foi transferido as
altas condicées osmboticas e seu crescimento foi
seguido por 12 dias utilizando formacédo de
imagem digital. As imagens processadas das folos
tiradas ﬁo Dia 0, Dia 5 e Dia 12 sao mostradas.
Observe as plantas de controle no centro
superior de cada prato e os eveﬁtos transgénicos

"independentes envolvendo as plantas de controle; e

a figura 2Bé um gréfico que descreve o crescimento de area

da planta como uma funcdo do tempo utilizando as
imagens mostradas no painel A. Quatro dos cinco
eventos mostrados sao capazes de crescer
significativamente mais réapido do que as plantas

de controle do tipo selvagem sob as mesmas

condicdes. A anadlise estatistica dos resultados

é mostrada abaixo na Tabela‘S linhas 1-5.
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DESCRICAO DAS CONFIGURACOES PREFERIDAS

A presente invencao é de
métodos para.aumentar a tolerédncia de plantas ao estresse
abidético e/ou biomassa ao utilizar os novos denes de
toleradncia ao estresse abidtico e de plantas que exibem a
tolerédncia aumentada as condicdes de. estresse e/ou
capacidade aumentada para acumular a biomassa.

| Os principios e operacao da
presente 1invencdo podem ser malis bem entendidos com
referéngia aos desenhos e descricdes anexas.
| Antes de explicar pelo menos
uma configuracdo da invencao em detalheé, deve ser entendido
gque a invencdo nado é limitada em sua aplicacao aos detalhes
de construcdo e disposicado dos componentes, estabelecidos na
seguinte descricado ou ilustrados nos desenhos. A invencdo ¢
capaz de outras configuracées ou de ser praticada ou
realizada em diversos modos. Da mesma forma, deve ser
entendido que a fraseologia e terminologia aqui utilizadas
sdo para fins de descricdo e ndo devem ser consideradas como
limitantes.

Ab reduzir a presente invencdo
para pratica, os presentéS' inventores, ao utilizar as
técnicas de bioinformatica, identificaram as seqiéncias de
pblinucleotideb que codificam as supostas proteinas de
toleradncia a0 estresse abidtico (ABST) (Exemplo 1). As
seqliéncias selecionadas foram isoladas (Exemplo 2), clonadas
em vetores de expressdao (Exemplo 3-4) e 1introduzidas nas

plantas Arabidopsis thaliana (Exemplo 5-6). Essas plantas
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foram cultivadas sob condicdes de estresse de salinidade, ou
sob condicdes normais, e verificadas para biomassa aumentada
conforme comparado com as plantas de controle semelhantes
gue nao transportam os genes de ABST exdgenos. Conforme &
evidente a partir dos resultados mostrados no Exemplo 8, as
sequiéncias de &acido nucléico selecionadas de acordo com o0s
ensinamentos da presente invencao foram mostradas para
melhorar a tolerancia de plantas transgénicas la
transfectadas ao estresse abidtico conforme comparado com as
plantas de controle.

Assim, de acordo com um
aspecto da presente invencdo, ¢é fornecido um método para
aumentar a toleréncia de uma planta a um estresse abidtico
e/ou biomassa da planta. O método inclui a expressdo dentro
da de um polinucleotideo exdgeno codificando um polipeptideo
com uma seqiéncia de aminoacido pelo menos 90 % homdloga a
SEQ ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-56, 58-63, 66-119, 139-154
ou 155.

De acordo com uma configuracéao
preferida desse aspecto da presente invencao, 0
polinucleotideo isolado é conforme estabelecido na SEQ ID
N°: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 156, 157, 158, 159, 160-202, 204-209,
212-285.

Alternativamente, o}
polinucleotideo exdgeno da presente invencao codifica um
polipeptideo com uma seqiéncia de aminoacido conforme ainda

1

descrito abaixo, pelo menos cerca de 70 %, pelo menos cerca

4.

de 75 4, pelo menos ‘cerca de 80 %, pelo menos cerca de 81 %,
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pelo menos cerca de 82 %, pelo menos cerca de 83 %, pelo

. [5)

menos cerca de 84 %, pelo menos cerca de 85 %, pelo menos
cerca de 86 %, pelo menos cerca de 87 %, pelo menos cerca de
88 %, pelo menos cerca de 89 %, pelo menos cerca de 90 %,

¢

pelo menos cerca de 91 %, pelo menos cerca de 92 %, pelo
menos cerca de 93 %, pelo menos cerca de 93 %, pelo menos

cerca de 94 %, pelo menos cerca de 95 %, pelo menos cerca de

96 %, pelo menos cerca de 97 %, pelo menos cerca de 98 %,

pelo menos cerca de 99 %, ou mais, digamos, 100 % homdloga a
uma seqiéncia de aminoacido selecionada a partir do grupo

consistindo na SEQ ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-56, 58—63,_
66-119, 139-154 ou 155.

A frase '"estresse abiotico"
aqui utilizada refere-se a qualquer efeito adverso no
metabolismo, crescimento, reproducdo e/ou viabilidade de uma
planta. De forma correspondente, o estresse abidtico pode
ser induzido pelas condigdes de crescimentos ambientais
subideais, tais como/'por exemplo, salinidade, privacdo de
dgua, inundacao, resfriamento/ baixa ou alta temperatura,
toxicidade de metal pesado, anaerobiose, deficiéncia de
nutriente, poluicéo atmosférica ou irradiacdo UV. As

implicacdes do estresse abidético sdo discutidas na secao de

Histoérico,

A frase “toleréancia ao
estresse abiético” conforme aqui utilizada refere-se a
capacidade de uma planta de resistir a um estresse abidtico
sein sofrer uma alteracdo substancial vno metabolismo,

crescimento, produtividade e/ou viabilidade.
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Preferivelmente, as plantas por engenharia genética da
presente invencdo. exibem pelo menos cerca de mais 2%, mais 5
2, mais 10 %, mais 20 %, mais 30 %, mais 40 %, mais 50 %,
mais 60 %, mais 701%, mais 80 %, mais 90 % ou tolerancia
mesmo mals alta ao estresse abidético do que as plantas nao
transgénicas.

Conforme aqui utilizado, o]
termo "polinucleotideo exdgeno" refere-se a uma seqgliéncia de
acido _nucléico que nido naturalmente expresso dentro da
planta, porém que, quando introduzida na planta de uma forma
estavel ou transitoéria, produz pelo menos um produto de
polipeptideo.

A homologia (p.ex., homologia

- de porcentagem) pode ser .determinada utilizando qualquer

software de comparacdo de homologia, incluindo, por éxemplo,
o software BlastP do Centro 'Nacional de Informacao de
Biotecnologia (NCBI), tal como, através da utilizacao de
pardmetros padrodes.

A identidade (p.ex., homologia
de porcentagem) pode ser determinada utilizando qualquer
software de comparacao de homologia, incluindé, por exemplo,
o software BlastN do .Centro Nacional de Informacado de
Biotecnologia (NCBI) tal como, através da utilizacdo de
parametros padrodes.

O polinucleotideo da presente
invencao refere-se a uma unica ou dupla seqiéncia de acido
nucléico de fita dupla que é isolada e fornecida na forma de

uma seqUéncia de RNA, uma seqiiéncia complementar de
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polinucleotideo (cDNA), uma seqiiéncia ae polinucleotideo
gendémico e/ou uma seqiéncia de polinucleotideo composto
(p.ex., uma combinac¢do do acima).

Conforme aqui utilizada, a
frase "seqiiéncia de polinucleotideo complementar" refere-se
a uma seqiiéncia, que resulta da transcricdo reversa do RNA
mensageiro utilizando uma transcriptase reversa ou qualquer

outra polimerase de DNA dependente de RNA. Tal seqiiéncia

in 1

nArdda car cnthesmiantamontae amnlificada i U1 UN M it ro
rede ser subseguentemente amplific ada in vive ou in vitro
utilizando uma Polimerase de DNA dependente de RNA.

Conforme aqui utilizado, a

frase '"seqliéncia de polinucleotideo gendmico" refere-se a
uma seqiiéncia derivada (isolada) a partir de um Cromossomo €
assim representa uma porcé&o contigua de um Cromossomo.

Conforme agui utilizado, a
frase "seqiiéncia de polinucleotideo composto" refere-se a
uma seqiiéncia, que € pelo menos parcialménte complementar e
pelo menos parcialmente genémica. Uma sequéncia composta
pode incluir algumas seqiiéncias de éxons exigidas para
codificar o polipéptideo da presente invencao, bem como
algumas sequéncias intrénicas interpondo-se entre elas. As
seqliéncias intrénicas podem ser de qualquer fonte, incluindo
de outros genes, e tipicamente incluirdo as sequéncias de
sinal de splicing conservadas. Tais seqgliéncias introénicas
podem ainda incluir os elementos regulatorios da expressao
da atuacao de cis.

As'seqiiéncias'de &cido nucléico

dos polipeptideos da presente invencédo poderao ser otimizadas
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para expressao. Tais seqiiéncias otimizadas sdo fornecidas em
SEQ ID N°s: 156, 157, 158 e 159. Os exemplos de tais
modificacdes de seqiiéncia incluem, porém nado sdo limitados
a, um teor de G/C alterado para aproximar-se mais daquele
tipicamente encontrado nas espécies de planta de interesse,
e a remocdo de cbéddons atipicamente . encontrada nas espécies
de planta comumente denominadas como otimizacao de cddon.

A frase "otimizacdoc de cédon"
refere-se a selecao dos nucleotideos apropriados de DNA para
utilizacdo dentro de um gene estrutural ou seu fragmento que
se aproxima da utilizacdo do cédon dentro da planta de
interesse. Portanto, um gene ou seqiiéncia de acido nucléico
otimizado refere-se a um gene em que a sediéncia de
nucleotideo de um gene naturalmente ocorrente ou nativo
tenham sido modificado com a finalidade de wutilizar os
cédohs ‘preferidos estatisticamente ou favorecidos
estatisticamente dentro da planta. A seqiiéncia de

nucleotideo tipicamente é examinada no nivel de DNA e a

" regido de codificacdo otimizada para expressdo nas espécies

de planta determinadas utilizando qualquer procedimento
adequado, por exemplo, conforme descrito em Sardana et al.
(1996, Relatdérios de célula da planta 15:677-68l1). Nesse
método, o desvio padrdo da utilizacdo do cdédon, uma medicao
da influéncia de utilizacdo do coédon, podem ser calculados
ao primeiro encontrar o desvio proporcional quadrado de
utilizacdo de cada cdédon do gene nativo relativo aquele dos
genes de planta altamente expressos, seguido por um calculo

do desvio quadrado médio. A férmula utilizada é: 1 SDCU = n
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= 1 N [ (Xn - Yn ) / ¥Yn } 2 / N, equue Xn refere-se a
freqgiiéncia de utilizacdo do cédon n ﬁos genes de planta
altamente expressos, em que Yn a freqiéncia de utilizacao do
cbdon n no gene de interesse e N refere-se ao numerp total
de cédons no gene de interesse. Uma tabela da utilizacao do
cbdon a partir de genes altamente expressos das plantas
dicotileddneas é compilada utilizando os dados de Murray et
al. (1989, Nuc Acids Res. 17:477-498).

Um método para otimizar a
seqliéncia de acido nucléico em conformidade com a utilizacao
preferida do cédon para o tipo de célula especifica da
planta é com base no ﬁso direto, sem realizacdo de qualsquer
calculos estatisticos extras, das tabelas de otimizacdo de
codon, tais como aquelas fornecidas on-line no Banco de
Dados de Utilizacéo'do Coédon através do banco de DNA NIAS
(Instituto Nacional de Ciéncias Agro-bioldgicas) no Japao
(http://www.kazusa.ou.jp/codon/). O Banco de Dados de
Utilizacdo do Cddon cbntém as tabelas de uti;izacéo do coédon
para um numero de diferentes espécies, com cada tabela de
utilizacdo do codon tendo sido estatisticamente determinada
com base nos dados presentes em Genbank.

Ao utilizar as tabelas acima
de modo a determinar os cddons mais preferidos ou mais
favorecidos para cada aminoadcido em uma espécie particular
(por exenmplo,. arroz), uma seqléncia de nucleotideo
naturalmente ocorrente codificando uma proteina de interesse
pode ser o co6don otimizado para taié espécies de planta

especificas. Isso é efetuado ao substituir os cdédons que
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possam ter uma  baixa incidéncia estatistica no ¢enoma
especifica da espécie com os coédons correspondentes, com
relacdo a um aminodcido, que sdo -estatisticamente mais
favorecidos. Entretanto, um ou mais cdédons menos favorecidos
podem ser selecionados para éxcluir 0os locais existentes de
restricdo, para criar novos em juncgdes potencialmente uteis
(extremidades 5' e 3' para adicional o peptideo de sinal ou
cassetes de terminacdo, locais internos que poderiam ser
utilizados para cortar e unir oé segmentos Jjuntos para
produzir uma seqiéncia correta e comprimento total), ou para
eliminar as seqliéncias de nucleotideo que podem
negativamente afetar a estabilidade ou expressao do mRNA.

A sequéncia de codificacao do
nucleotideo naturalmente ocorrente também pode, antes de
qualquer modificacao, conter um nﬁmero de cddons que
correspondem a um cédon estatisticamente favorecido em uma
espéclie de planta especifica. Portanto, a otimizacdo de
cbdon da seqliéncia de nucleotideo nativo pode compreender a
determinac&do de quais cbdons, dentrb da seqliéncia de
nucleotideo nativa, ndo sdo estatisticamente favorecidos com
relacdao a uma planta especifica, e modificacdo desses cédoﬁs
em conformidade com uma tabela de utilizacdo do coédon da
planta especifica de modo a produzif um derivativo otimizado
do cdéddon. Uma sequéncia modificada de nucleotideo pode ser
total ou parcialmente otimizada péra a utilizacdo de coddon
da planta, contanto que a proteina codificada pela seqgiiéncia
modificada de nucleotideo seja produéida em um nivel mais

alto do que a proteina codificada pelo gene naturalmente
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ocorrente ou nativo correspondente. A construcdo dos genes
sintéticos ao alterar a utilizacdo do cbédon é descrita em,
por exemplo, Pedido de Patente PCT 93/07278.

Assim, a presente invencao
abrange as seqliéncias de éacido nucléico descritas acima;
seus fragmentos; seqiiéncias passiveis de cruzamento com
relacdo a 1isso; seqliéncias homdlogas a mesma, seqliéncias
codificando polipeptideos semelhantes com diferente
utilizacdo do cédon, seqiéncias alteradas caracterizadas por
mutacdes, tals como exclusdo, insercdo ou substituicadao de um
0 mais nucleotideos, sejam nafuralmente ocorrentes ou
induzidos pelo homem, sejam aleatoriamente ou de um modo
dirigido.

Os polinucleotideos acima
descritos também codificam os polipeptideos previamente nao
caracterizados.

Dessa forma, a presente
invencdo fornece um polipeptideo com uma sequiéncia de
aminoacido conforme ainda descrito abaixo, pelo menos cerca
de 70%, pelo menos cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%,
pelo menos cerca de 81%, pelo menos cerca de 82%, pelo menos
cerca de 83%, pelo menos cerca de 84%, pelo menos cerca de
85%, pelo menos cerca de 86 %,‘pelo menos cerca de 87%, pelo
menos cerca de 88%, pelo menos cerca de 89%, pelo menos
cerca de 90%,'§el© menos cerca de 91%, pelo menos cerca de
92%, pelo menos cerca de 93 %, pelo menos cerca de 93%, pelo

o)

menos cerca de 94 %, pelo menos cerca de 95%, 'pelo menos

<

cerca de 96 %, pelo menos cerca de 97 %, pelo menos cerca de
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98 %, pelo menos cerca de 99 %, ou mais, digamos, 100 #%
homéloga a uma seqUéncia de aminoadcido selecionada a partir
do grupo consistindo na SEQ ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-
56, 58-63, 66-119, 139-154 ou 155.

A presente invencao também
abrange os fragmentos dos polipeptideos e polipeptideos com
mutacdes acima descritos, tais como, exclusdes, insercdes ou
substituicdes de um ou mais aminoacidos, sejam naturalmente
ocorrentes ou induzidos pelo homem, sejam aleatoriamente ou
de um modo dirigido.

Uma planta adequada para uso
com o método da presente invencdo pode ser qualquer planta
monocotileddnea éﬁ dicotiledébnea, incluindo, porém sem
limitacédo a, milho, trigo, cevada, centeio, aveia, arroz,
soja, amendoim, ervilha, lentilha e alfafa, algoddo, semente
de colza, canola, pimenté, girassol, batata, tabaco, tomate,
berinjela, eucalipto, uma &rvore, uma planta ornamental, uma
grama permanente e uma safra de forragem.

A expressao dovpolinucleotideo 
exbgeno da presente invencdo dentro da planta pode ser
efetuada ao transformar uma ou mais células da planta com o
polinucleotideo exdgeno, seguido pela geracdo de uma
planta maduraAa partir das células transformadas é
cultivacdo da planta madura: sob condicdes adeguadas
para expressar o polinucledtideo exbgeno dentro da planta
madura.

Preferivelmente, " a

transformacdao & efetuada ao introduzir na célula da planta
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uma construcao de , acido nucléico que inclui 0
polinucleotideo exd6geno da presente invencdo e‘pelo menos um
promotor .capaz de instruir a transcricdo do polinucleotideo
exdbgeno na célula da planta. Os detalhes adicionais‘ das
abordagens adequadas de transformacdo sao fornecidos abaixo.

Conforme aqui utilizado, o)
termo ‘“promotor” refere-se a uma regido do DNA due se
encontra a montante do local de iniciacdo da transcricao de
um  gene, ao gqual a polimerase do RNA aglutina-se para
iniciar a transcricdo do RNA. O promotor controla o local em
que (p.ex., qual porcado de uma planta, qual o6rgao dentro de
um animal, etg.) e/ou quando (p.ex., qual etapa ou condicao
na existéncia de um organismo) © gene & expresso.

Qualquer seqiiéncia adequada de
promotor pode ser utilizada pela construcéd de 4cido
nucléico da presente invencdo. Preferivelmente, o promotor é
um promotor constitutivo, um especifico do tecido ou -um
promotor induzivel de estresse abidtico.

Os promototes constitutivos
adequados incluem, por exemplo, promotor de CaMV 35S (SEQ ID
N°: 120; Odell et al;, Natureza 313:810-812, 1985); promotor
de At6669 Arabidopsis (SEQ ID N°: 121, patente N°
WO2004/104162); milho Ubi 1 (Christensen et al., Plant Sol.
Biol. 18:675—689, 1992); actina de arroz (McElroy et ai.,
célula da planta 2:163-171, 1990); pEMU (Last et al., Genet.
de Apl. Teor. 81:581-588, 1991); e Synthetic Super MAS (Ni
et al., O Diario da Planta 7: 661476; 1995). Outros

promotores constitutivos incluem aqueles nas Patentes dos
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EUA N°s 5.659.026; 5.608.149; 5.608.144; 5.6041121;
5.569.597: 5.466.785; 5.399.680; 5.268.463; e 5.608.142.

Os promotores especificos do
tgcido adequados incluem, porém nao sao limitados a,
promotores especificos de folha, tais conforme descritos,
por exemplo, por Yamamoto et al., J. de Planta 12:255-265,
1997; Kwon et al., Fisiol. de Planta. 105:357-67, 1994;
Yamamoto et al., Fisiol. de célula da planta 35:773—778,
1994; Gotor et al., J. de Planta 3:509-18, 1993, Orozco ét
al., Biol. Mol. da Planta 23:1129-1138, 1993; e Matsuoka et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:9586-9590, 1993.

Os promotores induziveis de
estresse abidtico adequados incluem, porém n&o sdo limitados
a, promotores induzivels de sal, tais como RD29A (Yamaguchi-
Shinozalei et al., Mol. Gen. Genet. 236:331—340, 1993);
promotores induziveis de seca, tals como o promotor de gene
rabl7 de milho {(Pla et. al., Plant Mol. Biol. 21:259-266,
1993), promotor de gene rab28 de milho (Busk et. al., J. da
Planta 11:1285-1295, 1997) e promotor de gene Ivr2 de milho
(Pelleschi et. al., Plant Mol. Biol. 39:373-380, 1999); e
promotores induziveis de calor, tais como, o promotor de
hsp80 do tomate a partir do tomate (Pat. dos EUA N5
5.187.267) .

A construgéo de &cido nucléico
da presente 1invencao preferivelmeﬁte ainda inclui um
marcador selecionével apropriado e/ou  uma origem de
replicacdo. Preferivelmente, a construcdo de acido nucléico

utilizada em um vetor transportador, o gqual pode propagar
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tanto em E. coli (em que a construcdo compreende um marcador
seleciondvel apropriado e origem de replicacao) e ser
compativel com a propagacdo nas céluias. A construcdo de
acordo com a presente invencdo pode ser, por exemplo, um
plasmideo, um bacmideo, um fagemideo, um cosmideo, um fago,
um virus ou um cromossomo artificial.

A construcao de &cido nucléico
da .presente invencao pode ser utilizada para trénsformar
Qstével ou transitoriamente a células da planta. Na
transférmacéo estavel, o polinucleotideo exdgeno da presente
invencao ¢é integrado no genbma da planta. e, como tatl,
representa um traco estavel e herdado. Na transformacao
transitéria, o polinucleofideo exdbgeno ¢é expresso pela
célula transformada, porém nao é integrado no genoma e, Ccomo
tal, representa um traco transitério.'

Existent diversos métodos para
introduzir genes estrangeiros nas plantas monocotileddneas e
dicotileddbneas (Potrykus, I., Rev. Anual de Fisiol. de
Planta, Biol. Mol. da Planta (1991) 42:205-225; Shimamoto et
al., Natureza (1989) 338:274-276).

Os métodos de principio para
provocar uma integracdo estéavel do DNA exdgeno no DNA
gendmico da planta incluem duas abordagens principais:

(i) Transferéncia do gene mediado por Agrobacterium: Klee
et al. (1987) Rev. Anual da Fisiol. de Planta 38:467-486;
Klee e Rogers em Cultura de Célula e‘Genética SométicaAda
célula de Plantas, Vol. 6, Biologia Molecular dos Genes

Nucleares da Planta, eds. Schell, J., e Vasil, L. K.,
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Academic Publishers, San Diego, Calif. (1989) p.- 2-25;
Gatenby, em Biotecnologia da Planta, eds. Kung, S. e
Arntzen, C. J., Butterworth Publishers, Boston, Mass. (1989)
p. 93-112.

(11) Absbrcéo direta do DNA: Paszkowski et al., em Cultura
de Célula e Genética Somatica da Célula de Plantas, Vol. 6,
Biologia Molecular dos Genes Nucleares da Planta eds.
Schell, J., e Vasil, L. K., Academic Publishers, San Diego,
Calif. (1589) p. 52-68; incluindo os métodos para absorcao

direta do DNA em protoplastas, Toriyama, K. et al. (1988)

Bio/Tecnologia 6:1072-1074. Absorcdo do DNA induzida por

breve choque elétrico da células da planta: 2zhang et al.
Rep. de célula da planta (1988) 7:379-384. Fromm et al.
Natureza (1986) 319:791—793. Injecdo de DNA nas células da
planta ou tecidos através de bombardeio de particula, Klein
et al. Bio/Tecnologia {(1988) 6:559-563; McCabe et al.
Bio/Tecnologia (1988) 6:923-926; Sanford, Fisiol. Planta
(1990) 79:206-209; | através dp uso de sistemas de
micropipetas: Neuhaus et al., Genet. de Apl. Teor. (1987)
75:30-36; Neuhaus e Spangenberg, Fisiocl. Planta (1990)
79:213-217; transformacdo de cristal capilar de fibras de
vidro ou carboneto de "silicio das culturas de célula,
embrides ou tecido de calo, Pat. dos EUA N° 5.464.765 ou
pela incubacdo direta do DNA com pbdlen de gefminacéo, DeWet
et al. em Manipulacido Experimental do Tecido de Ovulo, eds.
Chapman, G. P. e Mantell, S. H.' e Daniels, W. Longman,
London, (1985) p. .197-209; e Ohta, Proc. Natl. Acad. Sci.

USA (1986) 83:715-719.
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O sistema de Agrobacterium
inclui o uso de vetores de plasmideo que contém os segmentos
definidos de DNA que se integram ao DNA gendmico da planta.
Os métbdos de inoculacdo do tecido da planta variam
dependendo das espécies de planta e 0 sistema de
administracdo de Agrobacterium. Uma abordagem amplamente
usada €. o procedimento de disco da folha que pode ser
realizado com gqualquer explante de tecido que fornece uma
boa fonte para iniciacdo de toda a diferenciacédo da planta.
Horsch et al. em Manual de Biologia Molecular da Plénta AD,
Kluwer Academic Publishers, Dordrecht (1988) p. 1-9. Uma
abordagem complementar emprega o sistema de administracdo de
Agrobacterium em combinacdo com a infiltracdo a vacuo. O
sistema de Agrobacterium é especialmente viavel na criacéé
das plantas dicotileddneas fransgénicaé.

Existem diversos métodos de
transferéncia direta do DNA nas células da planta. Na
eletropdracéo, as protoplastas s&o brevemente expostas a um
forte campo elétrico. Na microinjecdo, o DNA é mecanicamente
injetado diretamente nas células utilizando micropipetas
muito pequenas. No bombardeio de micropartiéula, o DNA &
adsorvido em microprojéteis, tais como cristal de sulfato de
magnésio ou particulas de tungsténio, e 05 microprojéteis
sdo fisicamente aceleradqs nas células ou tecidos de planta.

Ap6s a transformacao estéavel,

a propagacdo da planta é exercida. O método mais comum de

propagacéo da planta ¢é por semente. A regeneracao por

propagacdo de semente, entretanto, possul a deficiéncia que,
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devido & heterozigosidade, existe uma falta de uniformidade
na safra, considerando que as sementes s&o produzidas pelés
plantas de acordo com as varidncias genéticas regidas pelas
leis de Mendelian. Basicamente, cada semente é geneticamente
diferente e cada crescerd com seus proprios tracos
especificos. Portanto, é preferido que a planta transformada
seja produzida de modo que a planta regenerada possua Os
tracos e as caracteristicas idénticos a planta transgénica
precursora. Portanto, ¢é preferido que a planta transformada
seja regenerada por micropropagacao due fornece uma
rgproducéo rapida e consistente das plantas transformadas.

A micropropagacao é um
processo de crescimento de plantas de nova geracao a partir
de uma unica peca de tecido que foi removida a partir de uma
planta precursora selecionada ou cultivar. Esse processo
permite a reproducdo em massa das plantas com o tecido
preferido expressando a proteina de fusdo. As plantas de
nova geracao que sao produzidas sdo geneticamente  idénticas
a, e possuem todas as caracteristicas de, a planta original.
A nicropropagacdo permite a produgdo em massa de material de
planta de Qualidade em um curto periodo de tempo e oferece
uma rapida multiplicacdo de cultivares selecionados na
preservacdo das caracteristicas da planta transformada ou
transgénica original. As vantagens da clonagem de plantas
sdao a velocidade da.multiplicacéo da planta e a qgualidade e
uhiformidade das plantas‘produzidas.

A micropropagacao é um

procedimento de etapa multipla que exige a alteracao do meio
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de cultura ou condicdées de crescimento entre as etapas.
Dessa forma, o processo de micropropagacao envolve quatro
etapas Dbésicas: Etapa um, cultivacdo inicial do tecido;
etapa dois, multiplicacdo da cultura de tecido; Etapa trés,
diferenciacdao e formacao da planta; e etapa quatro,
cultivacdo em estufa e endurecimento. Durante a etapa um,
cultivacao 1inicial do tecido, a <cultura do tecido é
estabelecida e certificada como ' livre de contaminantes.
Durante 'a etapa dois, a cultura inicial do tecido é
multiplicada até um numero suficiente de émostras de tecido
ser produzido para atender os objetivos de producgdo. Durante
a etapa trés, as amostras de tecido cultivadas na etapa dois
sdo divididas e <cultivadas em pléntulas individuais. Na
etapa 'quatro, as pléantulas transformadas sdo transferidas a
uma estufa para endurecimento, em gque a toleradncia das
plantas a luz é gradualmente aumentada, de modo due possa
ser cultivada no ambiente natural.

Preferi?elmente, as plantas
transformadas maduras geraram, conforme acima descrito, Sao
ainda selecionadas para tolerancia ao estresse abidtico. De
forma correspondente, as plantas transformadas e nao
transformadas (do tipo selvagem) sao expostas a uma condiééo
de estresse abidtico, tal como, privacao de agua,
temperatura sub-ideal, deficiéncia de nutrienté, ou
preferivelmente uma condicdo de estresse de sal. O estresse
de sal pode ser efetuado de diversas formas, tais.como, por
exemplo, ao irrigar as plantas conm uma solucao

excessivamente osmbética, ao cultivar as plantas
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hidroponicamente en. uma solucao de crescimento
excessivamente osmética (p.ex., solucao Hoagland), ou ao
cultivar as plantas em um meio de crescimento excessivamente
osmoético (p.ex., meio MS). Considerando que as diferentes
plantas variam consideravelmente em sua tolerédncia a
saiinidade, a concentracao de sal na agua de irrigacao,
solucao  de crescimento ou meio de crescimento é
preferivelmente ajUétada de acordo com as caracteristicas
espec;ficas de cultivar de planta especifica ou variedade,
de modo a infligir um efeito suave ou moderado na fisiologia
e/ou morfologia das piantas (para diretrizes com relacédo a

concentracao apropriada, vide Bernstein e Kafkafi,

@

rescimento de Raiz Sob Estresse de Salinidade Em: Raizes de
Planta, Thé Hidden Half 3rd ed. Waisel Y, Lshel A e Kafkafi
U. (editores) Marcel Dekker Inc., New York, 2002, e
referéncia 1l& contida). Apds a exposicdao a condigédo de
estresse, as plantas sdo freqiientemente monitoradas até os
efeitos substanciais fisioldégicos e/ou morfoldgicos
aparecerem em plaﬁtas do tipo sel&agemi Subseqlientemente, as
plantas transformadas que nao exibem efeitos
substanciais fisioldégicos e/ou morfoldgicos, ou que
exibem biliomassa maior do que as plantas do “tipo
selvagem, s&o identificaaas como plantas tolerantes ao
estresse abidtico.

Embora a transformacao estavel
seja atualmente preferida, a transformacdo transitdédria das
células de folha, células de meristema ou toda a planta,

também é contemplada pela presente invencao.
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A transformacao transitéria
pode ser efetuada por quaisquer dos ﬁétodos diretos de
transferéncia do DNA acima descritos ou por infeccdo viral
utilizando os virus modificados de plénta.

Os wvirus que se mostraram
Uteis para a transformacdo de hospedeiros dé planta incluem
CaMVv, TMV e BV. A transformacdo de plantas utilizando os
virus de planta é descrita na Pat. dos EUA N° 4.855.237
(BGV), EP-A 67.553 (TMV), Pedido Publicado Japonés N° 63-
14693 (TMV), EPA 194.809 (BV), EPA 278.667 (BV); e Gluzman,
Y. et al., Comunicacdes em Biologia Molecular: Vetores
Virais, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, pp. 172-189
(1988). As particulas de pseudovirus para uso na expressao
do DNA estrangeiro em muitos hospedeiros, incluindo as
plantas, séao descritas em WO 87/06261.

Preferivelmente( o vVvirus da
presente 1invencao é avirulento .e,> assim, & 1ncapaz de
provocar sintomas graves, tais como taxa reduzida de
crescimento, mosaico, manchas em anel, enrolamento da folha,
amarelecimento, listras, formacdo de erupcdes, formacdo de
tumor e sulcos. Um virus avirulento adequado pode ser um
virus .avirulento naturalmente ocorrente ou um virus
artificialmente atenuado. A atenuacao de virus pode ser
efetuada ao wutilizar os métodos bem conhecidos na técnica,
incluindo, porém nao limitado a, aquecimento sub-letal,-
tratamento quimico ou por técnicas direcionadas de
mutagénese, tais conforme descritas, por exemplo, por

Kurihara e Watanabe (Patologia de Planta Molecular 4:259-
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269, 2003), Gal-on et al. (1992), Atreya et-al. (1992) e
Huet et al. (1994).

As cepas adequadas de virus
podem ser obtidas a partir das fdntes disponiveis, tais
como, por exemplo, a American Type culture Collection (ATCC)
ou por isclamento de plantas infectadas. O isolamento dos
virus a partir de tecidos infectados de planta pode ser
efetuado pelas técnicas bem conhecidas na técnica, tais -
conforme descritas, por exemplo, por Foster .e Tatlor, Eds.
“Protocolos de Virologia de Planta} A Partir do Isolamento
de Virus para Resisténcia Transgénicé (Métodos na Biologia
Molecular (Humana Pr), Vol 81)7, Humana Press, 1998.
Brevemente, os tecidos de uma planta infectada. sao
acreditados como contendo uma alta concentracdao de um virus
adequado, preferivelmente folhas jovens e pétalas de flores,
sdo trituradas em uma solucadao tampdo (p.ex., solucdo tampao
de fosfato) para peruzir uma seiva infectada por virus que
pode ser utilizada em inoculacdes subseqlientes.

A construcao dos virus de RNA
de planta para a intrdducéo e expressdo das seqléncias
viralis de polinucleotideo exdgeno nas plantas é demonstrada
pelas referénéias'acima, bem como’poerawson, W. 0. et al.,
Virologia (1989) 172:285-292; Takamatsu et al. EMBO J.
(1987) 6:307-311; French et al. Ciéncia (1986) 231:1294-
1297; e Takamatsu et al. FEBS Letters (1990) 269:73-76.

Qﬁando o virus €& um virus de
DNA, as modifiéacées adequadas podem ser feitas ao proéprio

virus. Alternativamente, o virus pode primeiro ser clonado
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em um plasmideo'bacteriano para facilidade de construcao do
vetor viral desejado com o DNA estrangeiro. O virus pode ser
entdo removido a partir do plasmideo. Se o virus for. um
virus de DNA, uma origem bacteriana de replicacdo pode ser
ligada ao DNA viral, que é entdo replicado pela bactéria. A
transcricao é traducdo desse DNA produzirada a proteina de
revestimento que envolverd o DNA wviral. Se o virus for um
vifus de RNA, o virus é deralmente clonado como um cDNA e
inserido em um plasmideo. O plasmideo é entdo utilizado para
realizar todas as construcdes. O virus de RNA & entdo
produzido ao transcrever a seqiiéncia viral do plasmideo e
traducao dos genes virais para produzir af(s) proteina(s)
revestimento gue envolve(m) o RNA viral. |

A  construcdo dos virus de
planta'de RNA para a introducao e expressdo nas plantas de.
seqliéncias de polinucleotideo exbgeno nao viral, tals como
aquelas incluidas na construcdo da presente invencdo, €
demonstrada pelas referéncias acima, bem como na Pat. dos
EUA N° 5.316.931.

Em uma configuracao, um
leinucleotideo viral de planta é fornecido, em que a
seqiiéncia de codificacdo da proteina de revestimento nativa'
foi excluida a partir de .um polinucleotideo wviral, uma
seqiéncia de codificacdo da proteina de revestimento nao
nativa e um promotor néao nativd, preferivelmente o promotor
subgendémico da sequéncia de codificagcdo da proteina vde
revestimento ndo nativa, capaz de expressao no hospedeirb de

planta, empacotamento do polinucleotideo viral da planta
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recombinante, e garantia de uma infeccdo sistematica do
hospedeiro pelo polinucleotideo viral da planta
recombinante, foram inseridos. Alternativamente, o gene da
préteina de revestimento pode ser desativado por insercdo da
sequéncia de polinucleotideo nao nativa dentro dele, de modo
gque uma proteina seja produzida. O polinucleotideo viral de
planta recombinante pode <conter um ou mals promotores
subgendmicos nao nativos adicionais. Cada promotor
subgendmico nao nativo €& capaz de transcrevér ou expressar
os genes adjacentes ou sequéncias de polinucleotideo no
hospedeiro de planta e incapaz de recombinacdo entre si e
com promotores subgenfmicos nativos.. As seqliéncias de
polinucleotideo nd&o nativo (estrangeiro) podem ser inseridas
adjacentes ao promotér subgendémico viral de planta
nativo ou aos promotores subgendémicos virais de
planta nao nativos) se mails de uma seqliéncia de
polinucleotideo for incluida. As seqléncias de
polinucleotideo n&o nativo sdo transcritas ou expressas na -
planta de hospedeiro sob o controle do promotor subgendmico
para produzir os produtos desejados.

.Em uma segunda configuracao,
um polinucleotideo viral de planta recombinante ¢é fornecido
como na primeira configuracdao, exceto que a seqliéncia
de codificacdo de proteina de revestimento nativa é
colocada adjacente a um dos promotores subgendmicos
de'proteina de revestimento nao nativa, ao 1invés de
uma seqliéncia de codificacédo de proteina de revestimento nao

nativa.



N

40/80

Em uma terceira configuracao,
um polinﬁcleotideo viral de planta recombinante é fornecido,
em que o0 gene de proteina de revestimento nativo esta
adjacente a seu promotor subgendémico e um ou mals promotores
subgendémicos néo nativos foram inseridos no polinucleotideo
viral. Os promotores subgendmicos néo nativoslinseridos sao
capazes de transcrever ou expressar 0s dgenes adjacentes em

um hospedeiro de planta e sao incapazes de recombinagao

‘entre si e com os promotores subgendmicos nativos. As

seqiéncias de polinucleotideo n&o nativo podem ser inseridas
adjacentes aos promotores virals de plantas subgendmicas nao
nativos, de modo que as seqléncias sdo transcritas éu
expressas mna planta de. hospedeiro sob o controle dos
promotores subgendmicos para produzir o produto desejado.

Em uma quarta configuracao, um
polinucleotideo viral de planta recombinante é fornecido
cohforme na terceira configuracio, exceto que a seqiiéncia de
codificacdo de proteina de revestimento nativa & substituida
por uma seqléncia de codificacao de proteina de revestimento
ndo nativa.

Os vetores virais sao
envolvidos pelas protéinas de revestimento codificadas pelo
polinucleotideo viral de planta recombinante para produzir
um virus de planta recombinante. O polinucleotideo viral.de
planta recombinante ou virus de planta recombinante é usado
para infectar as"plantas apropriadas de hospedeiro. O
polinucleotideo viral de planta recombinante é capaz de

replicacdao no hospedeiro, dispersdo sistémica no hospedeiro,
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e traﬁscricéo ou expressdo do(s) gene(s) estrangeiro(s)
(polinucleotideo exbdégeno) no hospedeiro para produzir ‘a
proteina desejada.

As técnicas para 1inoculacéao de
virus nas plantas podem ser encontradas em Foster e Taylor,
eds. “Protocolos de Virologia de Planta: A Partir do
Isolamento de Virus para Resisténcia Transgénica (Métodos na
Biologia Molecular (Humana Pr), Vol 81)”, Humana Press,
1998; Maramorosh e Koprowski, eds. “Métodos em Virologia” 7
vols, Academic Press, New York 1967-1984,; Hill, S.A.
“Métodos na Vifoldéia de Planta”, Blackwell, Oxford, 1984;
Walkey, D.G.A. “Wirologia Aplicadd de Planta”, Wiley, New
York, 1985; e Kado e Agrawa, eds. “Principios e Técnicas na
Virologia de Planta”,)Vah Nostrand—-Reinhold, New York.

Além do acima, e}
polinucleotideo da presente invencdo também pode ser
introduzido em um génoma de cloroplasto, assim permitindo a
expressao do cloroplasto.

Uma fécnica para introduzir as
seqiiéncias de polinucleotideo exdgeno ao genoma dos
cloroplastos é conhecida. Essa técnica envolve os seguintes
procedimeﬁtos. Primeiro, as células da planta sao
guimicamente 'tratadas, de modo a reduzir o numero de
cloroplastos por célula para cerca de um. Entao, 0
polinucleotideo exdgeno & iﬁtroduzido através do bombardeio
de particula nas células com o cbjetivo de introduzir pelo
menos uma molécula de polinucleotideo  exdgeno nos

cloroplastos. Os polinucleotideos exégenos selecionados, de
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modo que eles sdo passiveis de integracao no genoma do
cloroplasto através de recombinacéo hombéloga, que é
prontamente efetuada pelas enzimas inerentes no cloroplasto.
Para essa finalidade, o polinucleotideo exdbdgeno inclui, além
de um géne de interesse, pelo menos um estiramento de
polinucleotideo que ¢é derivado a partir do genoma de
cloroplasto. Além disso, o polinucleotideo exd6geno inclul um
marcador selecionavel, o qual atual através de procedimentos
seqiiéncias de selecao para verificar que todas ou
substancialmenté todas as coépias dos genomas de cloroplastos
ap6s tal selecdo incluirdo o pblinucleotideo exbgeno. Os
detalhes adicionais relacionados a essa técnica sao
encontrados nas Pat. dos EUA N°s 4.945.050; e_5.693:507, as
quais sdo incorporadas no presente por referépcia. Umn
polipeptideo pode assim ser produzido pelo sistema de
expressao da proteina do cloroplasto e tornar-se integrado a
membrana interna do cloroplasto.

Considerando que a tolerancia
ao estresse abiético nas plantas pode envolver multiplos:
genes atuando vde modo’ aditivo ou em sinergia (vide, por

exemplo, em Quesda et al., Fisiocl. de Planta. 130:951-063,

2002), a presente invencao também abrange a expressao de uma

pluralidade de polinucleofideos exdgenos em uma unica planta
de hospedeiro para assim atingir a tolerancia superior ao
estresse abidtico.

A expressdo de uma pluralidade
ce polinucieotideos exdgenos em uma Unica planta de

hospedeiro pode ser efetuada pela introducdo conjunta de
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maltiplas construcdes de acido nucléico, cada uma incluindo
um diferente polinucleotideo exdgeno, em uma unica célula da
planta. A célula transformada pode ser entdo regenerada em
uma planta madura utilizando os métodos descritos acima.
Alternativamente, a expressao
de uma pluralidade de polinucleotideos exdgencs em uma unica
planta de hospedeiro pode ser efetuada ‘pela introducao
conjunta de uma uUnica célula de planta e uma Unica
construcao de A&cido nucléico incluindo uma pluralidade de
diferentes polinuéleotideos exbgenos. Tal construgao pode
ser brojetada com uma unica seqiéncia de promotor que pode
transcrever uma mensagém policistrénica, incluindo todas as
diferentes = seqliéncias de polinucleotideo exdgeno. Para
permitir a traducdo conjunta dos diferentes polipeptideos
codificados pela mensagem policistrdénica, as seqléncias de
polinucleotideo podem ser interligada5> através de uma
seqiéncia do local de entrada interna de ribossomo (IRES), o
que facilita a traducao das SeqUéncias de polinucleotideo
posicipnadas a jusénte da seqiéncia de IRES. Nesse caso, a
molécula de RNA policistrdénica  transcrita codificando oS
diferentes polipeptideos acima descritos sera
traduzida a partir da extremidade 5' coberta e as
duas seqliéncias de IRES internas da molécula de RNA
policistrénica, para assim produzir na célula todos
0s diferentes pblipeptideos. Alternativamente,’ a
construcdo pode incluir diversas seqdéncias de promotor,
cada uma ligada a uma diferente seqiiéncia de polinucleotideo

exdgeno.
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A célula da - planta
transformada com a construcao, incluindo uma pluralidéde de
diferentes polinucleotideos exbdgenos, pode ser regenerada em
uma planta madura, utilizando os métodos acima descritos.

Alternativamente, a expressao
de uma pluralidade dos polinucleotideos exdgenos em umé
Unica planta de hospedeiro pode ser efetuada pela introducao
de difereﬁtes construcdes de acido nucléico, incluindo
diferentes polinucleotideos exdgenos, em uma pluralidade de
plantas. As plantas regeneradas transformadas podem entao
ser criadas de forma <cruzada e a progénie resultante
selecionada para toleréancia superior aos tracos de estresse
abidético e/ou bioﬁassa, utilizando as técnicas convencionais
de cultivacao de planta.

Consequehtemente, o} presente
pedido fornece os métodos para utilizar os novos genes -de
tolerdncia ao estresse abidético para aumentar a tolerdncia
ao estresse abidtico e/ou biomassa em uma ampla faixa de
plantas econbmicas, de uma forma segura e econdémica.

As plantas estdo sujeitas a
uma faixa de desafios ambientais. Diversos desses, incluindo
o) estresée de sal, estresse osmético‘geral, estresse de seca
e estresse de resfriamento, possuem a capacidade de impactar
toda a disponibilidade de planta e agua celular. De maneira
ndo surpreendente, entdo, as respostas 'de planta a essa
colecdo de estreésesv sdao relacionadas. Em uma .reviséo
recente, Zhu observou que “a maioria dos estudos com relacao

a sinalizacdo do estresse de agua enfocou no estresse de sal
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principalmente devido &s respostas de planta ao sal e seca
serem estreitamente relacionadas e 0s mecanismos se
sobrepde” (Zhu (2002) Rev. Anual de Biol. da Planta 53: 247-
273) . Muitos exemplos de respostas e vias semelhantes a esse
conjunto de estresses foram documentados. Por exemplo, o0s
fatores de transcricdao de CBF foram demonstrados para a
resisténcia de condicao ao sal, resfriamehto e seca (Kasuga
et al. (1999) Biotecnol. da Natureza 17: 287-291). O gene de
Arabidopsis rd29B é <dnduzido em resposta ao estresse de sal
e desidratacdo, um processo que é mediado amplamente através
de um processo de transducdo do sinal de ABA (Uno et al.
(2000) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 11632-11637),
resultando em atividade alterada dos fatores de transcricdo
que aglutinam a um elemento a montante dentro do promotor de
rd29B. Na Mesembryanthemum crystallinum (planta de gelo),
Patharker e Cushman demonstraram que uma quinase de protelna
depehdente do cdlcio (McCDPKl) é por exposicdo aos estresses
de seca e sal (Patharker e Cushman (2000) J. da Planta 24:
679-691). A quinase induzida por estresse também foil
demonstrada para fosforilar um fator de transcricao, -
presumidamente alterando sua atividade, embora os niveis de
transcricdo do fator de transcricdo alvo ndo sejam alterados
em resposta ao estresse de sal ou seca. De forma semelhante,
Saijo et al. demonstraram dque uma duinase de proteina
dependente de calmodulina induzida por 'sal/seca. (OsCDPK7)

conferiu toleré&ncia aumentada de sal e seca ao arroz guando

expresso em excesso (Saijo et al. (2000) J. da Planta 23:

- 319-327) .
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A  exposicdo & desidratacao
invoca estratégias semelhantes de sobrevivéncia nas plantas,
assim como © estresse de resfriamento (vide, por exemplo,
Yelenésky (1989) Fisiol. de Planta 89: 444-451) e o estresse
de seca induz a tolerancia ao resfriamento (Vide, por
exemplo, Siminovitch et al. (1982) Fisiol. de Planta 69:
250-255; e Guy et al. (1992) Planta 188: 265-270). Além da
inducdo das proteinas aclimatacdo ao frio, as estratégias
que permitem que as plantas sobrevivam em baixas condicbes
de é4gua podem incluir, por exemplo, &rea de superficie
reduzida, ou 6leo de superficie ou producdo de cera.

Serd apreciado que algumas
vias envolvidas na resisténcia a um estresse {(conforme acima
descrito), também serdo envolvidas na resisténcia aos outros
estresses, reguladas pelos mesmos genes ou genes homdlogos.
Claramente, as vias gerais de resisténcia sio relacionadas,
nao idénticas e, portanto, nem todos o0s genes que controlam
a resisténcia a um estresse controlardo a resisténcia aos
outros estresses. Nao obstante, se uma resisténcia as
condicdes doAgene a um desses estresses, sera aparente para
aquele com habilidade na técnica paré testar a resisténcia a
esses estresses relacionados. Os métodos para avaliar a
resisténcia ao estresse sao ainda fornecidos na secdo de
Exemplos que se segue.

As seqgiiéncias de
polinucleotideo da presente invencado sdo capazes de aumentar
uma biomassa de uma planta. Sera apreciédo que a capacidade

dos polipeptideos . da presente ihvencéo. aumente o}
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rendimento/biomassa/vigor da planta sendo inerente a sua-
capacidade de promover o aumento no tamanho de célula da
plénta (conforme mostrado no Exemplo 8 e Figura 2).

Assim, a presente invencao
também abrange um método para aumentar uma

biomassa/vigor/rendimento de uma planta (plantas coniferas,

" musgo, alga, monocotileddnea ou dicotileddnea, bem como

outras ‘ plantas listadas em
http://www.nationmaster.com/encyclopedia/Plantae).

Conforme aqui utilizado, a
frase "biomassa da planta" refere-se a quantia ou quantidade
de tecido produzido a partir da planta em uma temporada de
crescimento, o que também poderia detérminar ou afetar o
rendimento da planta ou o rendimento conforme area de

crescimento.

Conforme aqui utilizado, a
frase "vigor da planta" refere-se a quantia ou quantidade de
tecido produzido a partir da planta em determinado tempo.
Assim, o vigor aumentado poderia 'determinar' ou afetar o
rendimento da planta’ ou o rendimento conforme tempo de
crescimento ou Area de crescimento.

Conforme aqui utilizado, a
frase "rendimento da planta" refere-se a quantia ou
guantidade de tecido produzido e colhido conforme a planta
produz o produto. Assim, o rendimento aumentado poderia
afetar o beneficio econdémico que poderia ser obtido a partir
da planta em determinada &rea de crescimento e/ou tempo de

crescimento.
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Preferivelmente, as plantas
por engenharia genética da presente invencdo exibem pelo

o

menos cerca de mais 2%, mais 5 %, mais 10 %, mais 20 %, mais

o, ¢

30 %, mais 40 %, mais 50 %, mais 60 %, mais 70 %, mais 80 %,

)
K8

mais 90 ou mesmo biomassa, vigor e/ou rendimento maior do
qué as plantas nédo transgénicas.

Os métodos de ensaio do vigor
da planta, rendimento e biomassa s&o. bem conhecidos na
técnica (vide Exemplo 10).

Assim, a presente invencao &
de alto valor agricola para promover o rendimento de safras
comercialmente desejadas (p.ex., biomassa do - érgao .
vegetativo, tal como, madeira de éiamo, ou 6rgado reprodutor,
tal como, o numero de sementes ou biomassa da semente).

Conforme agqui utilizado, o)
termo “cerca” refere-se a + 10 %.

Os objetos, vantagens e

caracteristicas novas adicionais da presente invencao

tornar-se-&o aparentes para aquele com habilidade na técnica

"mediante exame dos seguintes exemplos, que nao tém a

intencdo de serem limitantes. Adicionalmente, cada uma das
diversas .configuracées e aspectos da presente invencao,
conforme delineada acima e conforme-reivindicada na secao de
reivindicacdes, encontra suporte expefimental nos segqintes
exemplos.
EXEMPLOS

Referéncia agora & feita aos

seguintes exemplos, 0s quais, conjuntamente com as
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descricdes acima, 1ilustram a invencdo de uma forma nao
limitante.

De modo geral, a nomenclatura
agui utilizada e os prqcedimentos laboratoriais utilizados
na presente invencéao incluem técnicas moleculares,
biogquimicas, microbioldégicas e de DNA recombinante. Tais
técnicas sdo completamente explicadas na literatura. Vide,
por exemplo, "Clonagem Molecular: Um Manual de laboratério”
Sambrook et al., (1989); "Protocolos Atuais em Biologia
Molecular" Volumes I—IIi Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel
et al., "Protocolos Atuais em Biologia Molecular", John
Wiley e Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "Um Guia
Pratico para Clonagem Molecular", John Wiley & Sons, New
York (1988); Watson et al., "DNA Recombinante", Scientific
American Books, New York; Birren et al. (eds) "Andlise de
Genoma: Uma Série de Manual Laboratorial", Vols. 1-4, Cold
Spring. Harbor Laboratory Press,  New York (1998);
metodologias conforme estabelecidas nas Pat. dos EUA N°s
4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 e 5.272.057;
"Biologia da Célula: Um Compéndid Laboratorial", Volumes I-
[II Cellis, J. E., ed. (1994); "Protocolos Atuais em’
Imunologia" Volumes I-III Coligan J. E., ed. (1994); Stites‘
et al. (eds), "Imunolégia Badsica e Clinica" (8% Edicao),
Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell e 'Shiigi
(eds), "Métodos Selecionados em Imunologia Celular", W. H.
Freeman e Co., NeQ York (1980); os imunoensaios disponiveis
sdo extensivamente descritos na patente e literatura

cientifica, vide, por exemplo, Pat. dos EUA'N?S. 3.791.932;
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3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987; 3.867.517;
3.879.262; 3.901.654;  3.935.074; 3.984.533; 3.996.345;
4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 e 5.281.521;
"Sintese de Oligonucleotideo" Gait, M. J., ed. (1984);
“Hibridizagéo do &cido nucléico" Hames, B. D., e Higgins S.
J., eds. (1985); "Transcricdo e Traducao" Hames, B. D., e
Higgins S. J., eds. (1984); "Cultura da Célula Animal"
Freshney, R. 1., ed. (1986) ; "Enzimas e Células
Imobilizadas"™ IRL Press, (1986); "Um Guia Pratica para
Clonagem Molecular" Perbal, B., (1984) e '"Métodos em
Enzimqlogia” Vol. 1-317, Academic Press; "Protocolos PCR: Um

Guia Para Métodos e Aplicacdes", Academic Press, San Diego,

CA (1990); Marshak et al., "Estratégias para Purificacdo e
Caracterizacéo de Proteina - Um Manual de curso
Laboratorial" CSHL Press {1996) ; todos os quais séao

incorporados por referéncia como se totalmente estabelecidos
no presente. Outras -referéncias gerais sdo fornecidas em
todo este documento. Os procedimentos 14 contidos sao
aéreditados como sendo bem conhecidos na técnica e sao
fornecidos para conveniéncia do leitor.

Exceto se de outro mocdo
definido, todos os termos técnicos e «cientificos aqui
utilizados possuem os mesmos significados conforme comumente
entendidos por aquele com habilidade na técnica, aos quais
esta invencdo pertence. Embora - os métodos e materiais
semelhantes ou equivalentes aqueles aqui descritos possam
ser utiiizados na pratica ou teste da presente invencao, o0s

métodos e materiais adequados s&o descritos abaixo.
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EXEMPLO 1
Identificacdo dos supostos genes de tolerancia ao estresse
abiético a partir de Monocotileddneas

Os genes de tolerancia ao
estresse abidtico (ABST) foram identificados e validados in
vivo conforme previamente descritos em WOZOO4/104162 para o
presente cessiondrio. VAarios genes ABS e polipeptideos
codificados através disso foram identificados a partir de
dicotileddbneas (SEQ ID N°s 122-126 e 127-131,
respectivamente). Foram realizados 'exames de seqiiéncias
ortdlogas em bancos de dados genémicos de monocotileddneas,
bancos de dados NCBI HTP://World Wide Web (ponto) nbci
(ponto) nlm (ponto) nih (ponto)gov) e TIGR (HTP://World Wide
Web (ponto) tigr (ponto) org/) de Milho, Sorgo, Arroz e
Cevada.

As etiquetas de seqliéncia

\

expressa (ESTs) e sequéncias de cDNA foram agrupadas e

montadas utilizando o software LEADS'™ (Compugen) e
comparadas ao banco de dados TIGR
(http://www.tigr.org/) = das monocotileddneas acima.

De modo geral, o agrupamento de 372.000 de ESTs do
milho resultou em 41.990 grupos entre eles 19.870
singletones. No Sorgo, cerca de 190.000 de ESTs
foram agrupados em 39.000 grupos, enquanto na cevada
370.500 de ESTs geraram 50.000 diferentes grupos, cada um
representando um diferente gene. O numero semelhante de
seqiiéncias e genes agrupados fol encontrado no banco de

dados gendémico do arroz.
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Um resumo do perfil de
expressdao digital foi compilado para cada grupo de acordo
com todés as palavras-chave 1incluidas nos registros de
seqiiéncia compreendendo o grupo. A expressado digital, também

conhecida como northern blot eletrdénico, ¢é uma ferramenta

que exibe o perfil da expressdo virtual com base nas

seqiéncias de EST que formam o grupo de gene. A ferramenta
pode fornecer o perfil de expressdao de um grupo em termos da
anatomia de planta (em quais tecidos/érgédos o gene é
expresso), etapa de desenvolvimento (as etapas de
desenvolvimento em que um gene pode ser encontrado) e perfil
de tratamento (fornece as condicdes fisioldgicas sob as
quais um gene é expresso, tais como, seca, frio, infeccédo de
patdgeno, etc.). Considerando uma distribuic&o aleatdria de
ESTs nos diferentes grupos, a expressao digital fornece uma
valor de probabilidade que descreve a probabilidade de um
grupo ter um total de N ESTs para conter X ESTs a partir de
determinada colecdo de bibliotecas. Para os calculos de
probabilidade sao considerados: a) o numero de ESTs no
grupo, b) o numero de ESTs das bibliotecas implicadas e
relacionadas, c¢) o numero geral de ESTs disponiveis que
representam as espécies. Assim, 0s grupos com baixos valores
de probabilidade sdo altamente enriquecidos -com ESTs a
partir do grupo de bibliotecas de interesse que indicam uma
expressdo especializada.

Os conceitos da ortologia e
paralogia foram recentemente aplicados as caracterizacdes e

classificagdes funcionais na escala das comparacdes de todo
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o genoma. Os ortdélogos e pardlogos constituem dois tipos
principais de homdlogos: O primeiro desenvolveu-se a partir
de um ancestral comum por especializacédo, e os Gltimos s&o
relacionados por eventos de duplicacdo. E presumido que os
pardlogos originando-se dos eventos antigos de duplicacéao
sao prbvéveis "de terem divergidos na funcado, engquanto os
verdadeiros ortdlogos sao mais provaveis de reter funcao
idéntica com o tempo evolucionéario.

Para ainda investigar e
identificar os supostos genes ortélogos de ABST a partir das
espécies monocotileddneas, dois métodos computacionais foram
integrados:

(i) O método para alinhamento das seqiiéncias ortélogaé - 0
métode ¢ efetuado ao construir os grupos ortdlogos atraves
de taxa eucaridtica multipla, wutilizando modificacdes no
algoritmo do grupo Markov para agrupar os supostos ortdlogos
e parbdlogos. Esses Asupostos ortdlogos foram ainda
organizados de acordo com Filograma - um diagrama de
ramificacdo (4rvore) presumido como uma estimativa de uma
filogenia dos genes.

(ii) O método para gerar o perfil de expressdo do “Expressao
digital” - Os presentes 1inventores realizaram trabalho
considerdvel com o objetivo de anotar as seqiéncias. Os
dados de expressdo foram analisados e as bibliotecas de EST
foram classificadas utilizando um vocabulario fixo de termos
usuais, tais como, tratamentos experimentais. As anotacdes
de todos os ESTs agrupados para um dene foram analisadas

estatisticamente ao comparar sua freqiéncia no grupo versus
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sua abundancia no banco de dados, permitindo construir um
perfil de expressdo numérico e grafico de tal'gene, que ¢€
designado como “expressdo digital”.

0 fundamento ldgico para
utilizar esses dois métodos complementares é com base na
assuncdo de - que os verdadeiros ortdélogos sé&o provavels de
reter funcao idéntica no tempo evolucionario. Esses dois
métodos (padrdo de seqiiéncia e expressdo) fornecem dois
diferentes conjuntos de indicacdes sobre as semelhantes de
funcdo entre os dois genes homdélogos, semelhancas no nivel’
de segiiéncia - aminoacidos idénticos nos dominios de
proteina e semelhancas nos perfis de expressao.

Ao comparar as seduéncias a

partir monocotileddéneas aos genes de ABST de tomate, os

niveis de homologia. entre os genes de tomate e seu melhor

gene ortdlogo a partir das monocotileddneas diferiram-se
dramaticamente, variando de 45% a 88%. Além do mais, ©
perfil de expressd@o in silico dos genes de monocotileddéneas
nao se ajusta sempre a um gene envolvido na tolerancia de
ABS. Assim, uma pesquisa extensiva para o ortdlogo funcional
das monccotileddneas de cada gene de tomate (SEQ ID N°: 122-
131) foi efetuada.

Na tentativa de identificar os
melhores ortélogos dos genes de ABST de tomate, dois
conjuntos de anélises foram realizados. Primeiro, as
seqiiéncias de 5 genes de ABST de tomate (SEQ ID N°: 122-126)
e suas seqiiéncias deduzidas de polipeptideo (SEQ ID N°: 127-

131) foram comparadas a todas as supostas proteinas de
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monocotileddneas, codificadas pelas seqliéncias de DNA dos
grupos de gene acima mencionados. A comparacdo fol realizada
no nivel de proteina, procurando a identidade maior do que
4% % ao longo de toda a seqiiéncia de proteina.

A Tabela 1 abaixo mostra os
melhores genes homdélogos e seu nivel de identidade para as
proteinas de ABST de tomate. Depois, essas proteinas de
monocotiledéneas originaram-se a partir de diferentes
espécies de monocotileddéneas (cevada, sorgo e milho) foram escolhidas
com base em seu padrdo de . expressdo durante o desenvolvimento de
diversas espécies de monocotiledéneas. Essa triagem foi com base
na expressdo digital dos genes, conforme acima déscrito. A
expressdao digital representa a distribuicéo dos ESTs que
compde cada gene 1in silico e o desvio da distribuicao
efetiva a partir da distribuicéo aleatoria. Os genes foram
selecionados com base em trés critérios: genes com expressao
maior nas raizes, vraizes e folhas e/ou induzidos por
tratamentos que representam as condicoes de estresse do solo-
(seca, salinidade( deficiéncias do solo). Um aumento na
expressdo foi considerado somenté nos casos em que um
aumento maior do 2 vezes (relativos a distribuicao
aleatéria de EST) era evidente com probabilidade de significancia
inferior a 0,05. A Tabela 2 abaixo resume o perfil de expressao
dos genes em diferentes Orgaos ou tecidos e 0Ss
tratamentos que realcaram elevacao significativa em
seu nivel de expressao.

Tabela 1: O nivel de homologia entre os genes de ABST de

tomate e seus genes homdélogos a partir de monocotileddéneas.
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Gene do tomate | Nome de | Origem da planta Nivel da homologia | % de Identidade
SEQIDN° TIGR/Conta N° do (e valor) (Porcentagem  de
gene homologo toda a seqléncia
: de proteina)
122 TC104838 Sorgo 2E-70 88%
- SEQIDN°1
TC103857 Sorgo 2E-70 88%
TC258871 Milho 1E-69 86%
. TC139195 Cevada 5E-69 86%
123 TC94284 Sorgo 3E-43 45%
SEQIDN°3
TC132334 Cevada 6E-40 44%
124 TC102291 Sorgo 1E-72 54%
SEQIDN°S
TC146720 Cevada 3E-99 58%
125 TC92953 Sorgo 7E-59 47%
SEQIDN°7
TC91426 Sorgo 4E-98 74%
SEQIDN°9
TC91474 Sorgo 5E-98 72%
TC263205 Milho 2E-97 74%
126 TC103772 Sorgo 1E-52 49%
SEQIDN° 11
TC 148356 Cevada 1E-54 46%
TC260731 Milho 1E-54 46%

Tabela 2: O perfil de expressdo do ABST hombélogo em genes in si-
lico conforme representado pela anélise estatistica de sua

distribuicdo de ESTs

Nome do gene | Espécies  de | Orgéos/tecidos com Aumento Tratamentos que | Aumento
homologo planta a expressdo de gene multiplo induzem o nivel | multiplo
mais alta (todos os | de expresséo {todos 0S
resultados séo resultados
significativos $a0
em valor P significativos
>0,05) em valor P
: >(),05)
TC104838 - Sorgo Etapa de pré-antese | 3 Etileno, seca 2
SEQIDN°1 do pdlen
TC103857 Sorgo Expressao diversa 2 Nenhum* Nenhum*
TC258871 Mitho Expressdo  diversa, | 2 Nenhum* Nenhum*

preferencialmente na
regido de lignificagéo
da célula das folhas

TC139195 Cevada Em diversos tecidos | 2-3,5 Nenhum Nenhum
de grdo

TC94284 Sorgo Folhas, 45 Seca, 4

SEQIDN°3 raizes durante o deficiéncias  de
carregamento de | 2 nitrogénio, 2

, fruta acidez do solo 2

TC13239%4 Cevada Folhas,  coledptilo | 2,5 Nenhum - | Nenhum
principatmente
durante 0

desenvolvimento de
fruta 3
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Continuagéo Tabela 2 '
TC102291 Sorgo Suspensao de celula | 3 Estresse de
SEQIDN°5 e calo salinidade e|3
seca
TC146720 Cevada Sementes 2 Estresse de frio, | 3
preferencialmente no infecgao por
embrido e escutelo Fusarium 35
durante maturagio
TC92953 Sorgo Folhas durante o | 2 Seca, deficiéncia | 4
SEQIDN°7 carregamento de de nitrogénio,
’ fruta salinidade 4
(150Mm)
25
TC91426 Sorgo Raizes jovens 12 Etileno, 4
SEQIDN®9 estiolamento, 3
acidez do solo 12
TC91474 Sorgo Toda a muda 2 Estiolamento 16
TC263205 Milho Sistema primario de | 3 Seca 2
raiz na etapa de
germinagao
TC103772 Sorgo Raizes jovens 2 Seca, 2
SEQ D N° 11 acidez do solo 2
TC148356 Cevada Calo, folhas na etapa | 4,2 Infecgao por
vegetativa Blumeria
graminis 2
TC260731 Milho Raiz, - 25 Nenhum Nenhum
preferencialmente as
raizes primarias

Nenhum*- Nenhum dos tratamentos com elevacdo significativa
na expressao digital pdde ser considerado como tratamento de
estresse do solo.

A combinacdo da triagem acima
conforme deécrito na Tabela 1 e na Tabela 2 acima revelou a
lista final de cinco genes de monocotileddneas que sao
previstos para serem o0s mals relacionados aos genes de ABST
de tomate (SEQ ID N°s 1, 3, 5, 7, 9).

As seqliéncias selecionadas de
polinucleotideo (Tabela 3 abaixo) foram analisadas para
presenca de ORFs utilizando Vector NTI suite (InforMax,
U.K.) versdo 6 (Hasting Software, Inc: www.generunner.com/).
Os ORFs identificados em cada uma dessas sequéncias de

peclinucleotideo foram comparados com as seqiiéncias do banco
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de dados Genbank, utilizando Blast

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/); o ORF que exibe a homologia
mais alta a uma seqUéncia ou seqiiéncias GenBank foi mapeadd
com a finalidade de identificar um cdédon de inicio de ATG. A

posicdo do cbédon de inicio de ATG desse OREF foi entao

comparada ao da sequéncia identificada de polinucleotideo

com a finalidade de verificar que cada uma das cinco

seqiiéncias aqui descritas inclui um ORF de comprimento total
e um cédon de inicio de ATG (assim se qualifica como um
“suposto gene de ABST de monocotileddneas”).

Tabela 3

Genes de ABST de monocotiledodneas

ABST de tomate SEQ ID N° Gene ABST de Monocotiledéneas | Gene de ABST* artificialmente
Homologas SEQ 1D N* otimizado SEQ ID N°:

122 1 156

123 3 157

124 5 158

125 7

125 9

126 1 159

* - Ainda descrito no Exemplo 2 abaixo.

Os polipeptideos com homologia
significativa aos genes de ABST de monocotileddneas foram
identificados a partir dos bancos de dados NCBI utilizando o
software BLAST (Tabela 4).

Tabeia 4

Homdlogos de ABST

Homologo de | Organismo Fonte Homologo de
Polipeptideo  de Polipeptideo  de
Suposto gene de | ABST, codificado ABST Homologia na
ABST de | por Acessao SEQ ID No. seqiéncia de
monocotiledonea | TIGR N°/SEQ ID polipeptideo
'SEQ ID No. NC: (%)
TC270110/162 Zea mays 13 100
1 TC56855/163 Saccharum officinarum 14 - 100
1 TC104838/287 sorghum 15 100
i TC57929/164 Saccharum officinarum 16 98
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Continuagéo da Tabela

1 TC103857/165 sorghum 17 98
1 TC262554/166 Oryza sativa 18 98
1 TC258871/167 Zea mays 19 97
1 TC139195/168 Hordeum vulgare 20 96
1 TC262556/169 Oryza sativa 21 95
1 TC232174/170 Triticum aestivum 22 95
1 TC232139/171 Triticum aestivum 23 95
1 TC139194/172 Hordeum vulgare 24 95
1 CA486561/173 Triticum aestivum 25 100
1 TC258873/174 Zea mays 26 100
1 CA187014/175 Saccharum officinarum 27 90
1 TC233455/176 Triticum aestivum 28 96
1 CF063450/177 Zea mays 29 98
1 CA617041/178 Triticum aestivum 30 100
3 TC94284/179 sorghum 31 100
3 TC49791/180 Saccharum officinarum 32 95
5 TC93449/181 Sorghum 33 100
5 TC49718/182 Saccharum officinarum 34 95
5 T1C49720/183 Saccharum officinarum 35 96
7 TC92953/184 Sorghum 36 100
7 TC66617/185 Saccharum officinarum 37 90
7 TC273860/186 Zea mays 38 91
7 TC253191/187 Zea mays 39 90
11 TC103772/188 sorghum 40 100
1 TC272084/189 Zea mays 41 92
1 T7C60928/190 Saccharum officinarum 42 94
1 TC5422/191 Canola 43 88
1 TC904/192 Canola 44 88
1 TC121774/193 Solanum tuberosum 45 88
1 TC40342/194 Gossypium 46 88
1 TC40115/195 Gossypium 47 88
1 TC155918/196 Lycopersicon esculentum 48 88
1 TC154398/197 Lycopersicon esculentum 49 88
1 TC154397/198 Lycopersicon esculentum 50 88
1 TC153989/199 Lycopersicon esculentum 51 88
1 TC120511/200 Solanum tuberosum 52 88
1 | TC113582/201 Solanum tuberosum 53 88
1 TC112701/202 Solanum tuberosum 54 88
1 TC111912/203 Solanum tuberosum 55 88
1 TC4674/204 - Capsicum annum 56 88
1 TC270923/205 arabidopsis 57 87
1 CD823817/206 Canola 58 86
1 TC526/207 Canola 59 86
1 TC525/208 Canola 60 86
1 BG442528/209 Gossypium 61 87
1 TC33702/210¢ Gossypium 62 87
1 TC32714/211 Gossypium 63 87
1 TC270782/212 arabidopsis 64 87
1 TC225449/213 Glycine max 65 87
1 TC5255/214 Capsicum annum 66 88
1 TC28221/215 populus 67 84
1 TC108140/216 medicago 68 85
1 T1C28222/1217 populus 69 84
1 TC94402/218. medicago 70 84
1 TC28223/219 populus 71 83




60/80

Continuacao da Tabela-4

1 TC102506/220 medicago 72 85
1 NP890576/223 Oryza saliva 73 76
1 TC280376/224 Oryza sativa 74 73
1 CN009841/225 Triticum aestivum 75 75
1 B1948270/226 Hordeum vulgare 76 75
1 T1C259334/227 arabidopsis 77 75
1 BQ767154/228 Hordeum vulgare 78 73
1 TC60345/229 Saccharum officinarum 79 73
1 TC138474/230 Hordeum vulgare 80 85
1 TC41472/231 poputus 81 72
1 BJ458177/232 Hordeum vulgare 82 72
1 CB674176/233 Oryza sativa 83 82
1 TC216405/234 Glycine max 84 88
1 AJ777371/235 -| populus 85 70
1 CV019213/236 tobacco 86 85
1 CK215690/237 Triticum aestivum 87 80
1 CD830784/238 canola 88 85
1 CA624722/239 Triticum aestivum 89 85
1 TC32906/240 populus 90 76
1 CR285127/241 Oryza saliva 91 89
1 T7C251945/242 Triticum aestivum 92 72
3 TC274823/243 Oryza sativa 93 77
3 TC132394/244 Hordeum vulgare 94 75
3 TC267180/245 Triticum aestivum 95 77
3 T1C261921/246 Zea mays 96 87
3 TC267181/247 Triticum aestivum 97 74
3 TC261922/248 Zea mays 98 81
3 TC267182/249 Triticum aestivum 99 73
5 TC249531/250 Zea mays 100 86
5 TC232170/251 Triticum aestivum 101 85
5 TC146720/252 Hordeum vulgare 102 85
5 TC249329/253 Oryza saliva 103 84
5 TC249532/254 Zea mays 104 88
5 TC232150/255 Triticum aestivum 105 85
5 TC249330/256 Oryza sativa 106 76
5 CB672603/257 Oryza sativa 107 71
5 TC32440/258 Gossypium 108 81
5 TC119105/259 Solanum tuberosum 109 72
7 TC247999/260 Triticum aestivum 10 78
7 TC247359/261 Triticum aestivum - in 77
7 TC132566/262 Hordeum vulgare 112 77
7 TC248676/263 Triticum aestivum 13 74
7 TC249667/264 Oryza saliva 114 77
7 TC66618/265 Saccharum officinarum 115 88
9 TC253495/266 Oryza saliva 116 90
11 TC267485/284 Triticum aestivum 17 77
" TC148621/285 Hordeum vulgare 118 76
1 TC275474/286 Oryza sativa 119 85
11 TC275473/283 Oryza sativa 139 78
9 TC224823/267 Glycine max 140 75
9 TC234990/268 Triticum aestivum 141 74
9 TC266178/269 Triticum aestivum 142 73
9 TC119051/270 Solanum tuberosum 143 83
9 TC56409/271 Saccharum officinarum 144 75
9 TC35873/272 Populus 145 80
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continuagdo da tabela 4 :
9 TC119052/273 Solanum tuberosum 146 82
9 T1C204518/274 - Glycine max 147 85
9 TC112169/275 Solanum tuberosum 148 84
9 TC254696/276 Zea mays 149 .79
9 TC254696/277 Zea mays 150 82
9 TC248906/278 Oryza sativa 151 77
9 TC154007/279 Lycopersicon esculentum 152 82
9 TC6466/280 Capsicum annuum 153 , 74
9 T1C131227/281 Hordeum vulgare - 154 74
9 T1C27564/282 Gossypium 155 71
EXEMPLO 2

Geracdo dos supostos genes de ABST de monocotileddneas

As seqliéncias de DNA dos dJgenes
de ABST monocotileddéneas foram sintetizadas por GeneArt
(Hypertext'Transfer Protocol://World Wide Web (ponto) geneart
(ponto) com/). O DNA sintético foi projetado em ambiente virtual, com
base nas seqiéncias codificadas de aminoacido dos genes de ABST de
monocotileddéneas (SEQ ID N°s 2, 4, 6, 12) e usando tabelas
de utilizacdo do cddons calculadas a partir de conjuntos de
{ranscricao de plantas (& possivel encontrar exemplos de
tais tabelas no Banco de Dados de Utilizac&o do Coddons
disponivel on-line em HTP://World Wide Web (ponto) kazusa
(ponto) Ou (ponto) jp/cdédon/). As seqiiéncias de codificacéo
otimizadas sado projetadas de uma forma que nenhuma alteracao
é introduzida na seqiéncia de aminodcido <codificada ao
utilizar os coédons preferidos para expressao nas plantas
dicotileddneas (principalmente tomate e Arabidopsis) e
plantas monocotileddéneas, tais como o milho. Pelo menos uma
mutacdo silenciosa por 20 pares de bése de nucleotideo foi
introduzida na seqléncia comparada as seqléncias de
monocotileddéneas ortdlogas para evitar o) possivel

silenciamento ao expressar em excesso O gene em espécies de
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monocotiledéneas, tais como o milho. Para as seqiiéncias
otimizadas, os seguintes locals de enzima de restricao foram
adicionados- Sall, Xbal, BamHI, Smal na extremidade ‘5’ e
Sacl na extremidade 3’. As sequéncias sintetizadas pelo
fornecedor (GeneArt, Gmbh) foram clonadas no plasmideo de
pCR-Script. As seqiiéncias resultantes sdo SEQ ID N°s 156,
157, 158, 159; representando ABST original de
monocotileddéneas SEQ ID N°s 1, 3, 5, 11 respectivamente,
conforme descrito na Tabela 3 acima.
EXEMPLO 3
Clonagem de supostos genes de ABST

Os plasmideos de PCR Script
abrigando os genes sintéticos de ABST com base em
monocotiledéneas foram digeridos com as endonucleases de
restricdo Xbal e SacI (Roche). O fragmento resultante foi
purificado utilizando o Kit de Extracado de Gel (Qiagen,

Alemanha) e ligado utilizando a enzima de ligase T4 DNA

(Roche) no vetor de expressdo da planta pKG(NOSter), (SEQ ID
N° 136), removido com as mesmas enzimas. O plasmideo pKG @
com base na espinhé dorsal PCR Script, com diversas

alteracdées no local de polylinker para facilitar a clonagem
dos genes de interesse a jusante a um promotor e a montante
a um terminador adequado para expressao nas células da
planta. Como resultado, o gene inserido, Jjunto com o
promotor e o terminador podem ser facilmente movimentados a
um vetor binario.

Os supostos genes de abrigo de

pKG (NOSter) resultante das monocotiledéneas' de ABST foram
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introduzidos as células competentes de DH5 do E. coli por
eletroporacao, utilizando um eletroporador MicroPulser
(Biorad), cadinhos de 0,2 cm (Biorad) e programa dé
eletroporacao de EC-2 (Biorad).-As células tratadas foram
cultivadas em meio liquido LB em 37 °C por 1 h, entao
laminadas em adgar LB complementado com ampiciliha (100 ng/L)
e incubadas em 37°C por 1é6h. As coldnias que se

desenvolveram no meio seletivo foram analisadas por PCR

‘utilizando os primers da SEQ ID N° 132 e SEQ ID N° 133, que

foram projetados para transpor a seqliéncia inseridos nos
plasmideos de pKG. Os produtos resultantes de PCR foram
separados em géis de agarose a 1 % e as coldnias “positivas
de PCR” rotuladas e ainda cultivadas. O DNA a partir das
coldénias positivas fol isolado utilizando (Qiagen) e
seqlienciado utilizando o seqlenciador ABI 377 (Amersham
Biosciences Inc) de modo a verificar a falta de mutacdes na
seqléncia final.

A seqiiéncia do promotor de
At6669 (estabelecida em SEQ ID N°: 121) foi inserida em

todos os plasmideos de pKG(NOSter) que abrigam os supostos

"genes de ABST de monocotileddéneas utilizando as enzimas de

restricdo HindIII e Sall (Roche). As colénias. foram
analisadas por PCR utilizando os primers SEQ ID N°: 138 e
SEQ ID N°: 133. Os plasmideos positivos foram identificados,
isolados e sequenciados, conforme acima descrito.

EXEMPLO 4

Geracao de vetores binarios compreendendo supostos genes de

ABST de monocotileddneas e promotores de planta para acionaf
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sua expressao
Geracado de vetores binarios

compreendendo o promotor de At6669: As quatro construcdes de
pPKG (At6669 +NOSter) abrigando.os supostos genes de ABST de
monocotileddneas a Jjusante da seqiiéncia do promotor de
At6669 (estabelecido na SEQ ID N°: 121), e a montante do
terminador da Nopalina-Sintetase (NOS), foram digeridas com
HindIII e EcoRI (Roche), com a finalidade de remover os
cassetes de expressdao que estavam ligados no plasmideo de
pGI digerido com as mesmas endonucleases de restricdo. No
geral, quatro construcdes de pGIl foram geradas, cada uma
compreendendo o promotor de At6669 posicionado a montante de
um  suposto gene de ABST de Monocotileddédneas com uma
seqliéncia estabelecida na SEQ ID Né: 1,3,5, ,11.

| O plasmideo pPI fol construido
ao inserir wuma seqliéncia de sinal poli-(A) sintético;
originando-se a partir do vetor de plasmideo basico de pGL3
(Promega,. Conta N° U47295; bp 4658-4811) no local de
restricdo HindIII do vetor binario pBI101.3 (Clontech, Conta
N° U12640). Em alguns casos, o plasmideo binario de espinha
dorsal utilizado foi o pGI, o gqual €& semelhante ao pPI,
porém o gene de GUS fol substituido pelo gene GUS-Intron
{(Vancanneyt. G, et al MCG 220, 245-50, 1990).

. 0 promotor de At6669 foi
isolado a partir do DNA genémicoAArabidopéis thaliana var
Col0 por amplificacdo de PCR utilizando o©s primers
estabelecidos na SEQ ID N°s: 134 e 135. O produto de PCR foi

purificado (Qiagen, Alemanha) e digerido com as
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endonucleases de restricdo HindIII e Sall (Roche). A
seqgiiéncia de promotor resultante foi introduzida no vetor de
pPI bindrio aberto digerido com as mesmas enzimas, para
produzir o plasmideo de pPI+At6669.

EXEMPLd 5

Transformacdo das células de Agrobacterium Eumefaciens com
os vetores binadrios abrigando os supostos genes de ABST de
monocotileddneas |

Cada um dos vetores binarios
descrito no Exemplo 4 acima foi utilizado para transformar
as células de Agrobacterium. Duas construcdes binarias
adicionais, com o gene relator de Luciferase substituindo o
gene de ABST de Monocotiledbéneas (posicionado a jusante do
promotor de 35S ou promotor de At6669), foram utilizadas
como controles negativos.

Os vetores binarios foram
introduzidos nas células competentes ‘de Agrobacterium
tumefaciens GV301 ou LB4404 (cerca de 10" células/mL) por
eletroporacao. A eletroporacao foi efetuada ao utilizar um
eletroporador MicroPulser (Biorad), cadinhos de 0,2 c¢m
(Biorad) e programa de eletroporacdo EC-2 (Biorad). As
células tratadas foram cultivadas em meio liquido LB em 28
°C por 3 h, ent&do laminadas em agar de LB complementado com
gentamicina (50 mg/L; para cepas de Agrobactefium GV301l) ou
estreptomicina (300 mg/L; para cepa de Agrobacterium LB4404)
e canamicina (50 mg/L) em 28 °C por 48 h. As c¢oldnias de
Abrobacterigm gue se desenvolveram no meio seletivo foram

analisadas por PCR utilizando os primers estabelecidos na
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SEQ ID N°s: 132 e 138, que foram projetados para transpor a
sequéncia inserida no plasmideo de pPI. Os produtos
resultantes de PCR foram isolados e segienciados conforme
descrito no Exemplo 4 acima, de modo a verificar dque as
seqliéncias corretasvde ABST foram adequadamente introduzidas
as células de Agrobacterium.
EXEMPLO 6
Transformacdo das plantas de Arabidopsis - thaliana com
supostos genes de ABST de monocotileddneas

As plantas de Arabidopsis
thaliana Columbia- (plantas Ty) foram transformadas
utilizando o procedimento de Imersdao Floral descrito por
Clough e Bent (10) e por Desfeux et al; (11), com pequenas
modificécées. Brevemente, as Plantas T, foram semeadas en
potes de 250 ml preenchidos com mistura de crescimento com
base em turfa amida. Os potes foram cobertos com papel de
aluminio e uma cupula de plastico, mantido em 4° C por 3-4
diés, "entdo descobertos e incubados em uma céméra de
crescimento em 18-24 °C sob 16/8 h de ciclos de luz/escuro.
As plantas T, estavam prontas para transformacido seis dias
antes da antese.

As coldénias unicas de
Agrobacterium transportando as construcdes binarias foram
geradas conforme descrito no Exemplo 5 acima. As coldnias
foram cultivadas no meio de LB complementado com canamicina
(50 mg/L) e gentaﬁicina (50 mg/L). As culturaé foram

incubadas em 28»°C por 48 h sob agitacao vigorosa e entao

centrifugadas em 4000 rpm ©por 5 minutos. As pelotas
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compreendendo as células de Agrobacterium foram novamente

‘suspensas em um meio de transformacdo contendo Murashige-

Skoog (Duchefa) de diluido pela metade (2,15 g/L); 0,044 pM
de benzilaminopurina (Sigma); 112 yug/L de vitaminas BS
Gambourg (Sigma); 5% de sacarose; e 0,2 ml/L de Silwet L-77
(0S1 Specialists, CT) em &agua dupla destilada, no pH de 5,7.

A transformacado das plantas Ta
foi efetuada pela inversdo de cada planta em uma suspensao
de Agrobacterium, de modo que o tecido da planta acima da
terra foi submergido por 3-5 segundos. Cada planta T.
inoculada foi imediatamente colocada em uma bandeja de
plastico, entdo coberta para manter a umidade e foi mantida
no escuro em temperatura ambiente por 18 h, para facilitar a
infeccéo e transformacdo. As plantas transfofmadas
(transgénicas) foram ent&o descobertas e transferidas a uma
estufa para recuperacao e maturacdo. As plantas Th
transgénicas'foram cultivadas na estufa por 3-5 semanas, até
as siliquas ficarem marrons e secas. As sementes foram
colhidas das plantas.e mantidas em temperatura ambiente até
a semeadura.

Para gerar as plantas
transgénicas T, e T; que abrigam os genes, as sementes
coletadas a partir das plantas transgénicas T, foram
esterilizadas na superficie através de imersdo em etanol a
70 % por 1 minuto, seguido por imersdao em hipoclorito de
sodio a 5 % e triton a 0,05% por 5 minutos. As sementes
esterilizadas na superficie.foram totalmente lavadas em agua

destilada estéril contendo Murashige-Skooy diluido pela
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metade (Duchefa); sacarose a 2%; dgar de planta a 0,8%;
canamicina a 50 mM; e carbenicilina a 200 mM (Duchefa). As
placas de cultura foram incubadas em 4 °C por 48 horas,
entdo transferidas a uma sala de crescimento em 25 °C por
uma semana adicional de incubacdo. As plantas vitais T, de
Arabidopsis foram transferidas as placas de cultura fresca
por outra semana de incubacao. Apés-a incubacéao, as plantas
T, foram removidas das placas de cultura e plantadas em
mistura de crescimento contida em potes de 250 ml. As
plantas transgénicas foram permitidas para crescer em uma
estufa até a maturidade. As sementes colhidas a partir das
plantas Ty foram cultivadas e crescidas até a maturidade
como plantas T: sob as mesmas condicdes conforme utilizadas
para cultivacdo e crescimento das plantas T;.
EXEMPLO 7
Avaliacdo da germinacado das plantas transgénicas cultivadas
sob as condicdées de estresse abidtico

A tolerancia a salinidade ou
estresse osmoético tem o objetivo de identificar os genes que
conferem melhor germinacdo, vigor da muda ou crescimento em
alto sal, seca ou cbmbinacéo dos mesmos ou outros estresses
ambientais. As plantas diferem em sua tolerancia ao sal
(NaCl) dependendo de sua etapa de desenvolvimento, portanto,
as respostas de germinacdo de semente, vigor da muda e
crescimento sdo avaliadas. |

Un teste de tolerancia tipica
a salinidade ¢ efetuado ao obter as plantas em diferentes

etapas de desenvolvimento e 1irriga-las com concentracdes
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crescentes de NaCl (por exemplo 50 mM, 100 mM, 200 mM, 400
mM) . As plantas transgénicas sdo comparadas as plantas de

controle em sua aparéncia fenotipica ~externa, grau de

definhamento e sucesso dgeral para atingir a maturidade e

progénie de rendimento em concentracodes iﬁibitérias as
plantas de contrqle. Os paréametros quantitatiQos da
tolerancia medida sao conforme o caso anterior, o peso seco
e umido médio e o peso das semehtes de rendimento, o tamanho
médio das sementes e o0 numero de sementes produzidas por
planta. Os'ensaios de estresse osmbético (incluindo ensaiocs
de NaCl e manitol) sdo conduzidos para determinar se um
fendtipo tolerante ao estresse osmdético é especifico ao NaCl
ou se é um fendtipo geral relacionado ao éstresse osmbético.

As plantas tolerantes ao estresse osmdtico sao, de modo

-geral, mais tolerantes as condicdes de seca, salinidade e

resfriamento e, portanto, sdo altamente valiosas em termos
de tracos agrondmicos.
Métodos:

O método utilizado para testar
as plantas com relacdo a tolerancia melhorada ao estresse
abidético inclui o teste de germinacdo e crescimento da muda
sob condicdes adveféas, tais como alta salinidade e alta
osmose.

Ensaio de germinacao - Os
testes de germinacéo comparam a porcentagem das sementes a
partir das plantas transgénicas que poderia concluir o

processo de germinacdo (protuberdncia da radicula a partir

do revestimento da semente e abertura completa dos
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cotilédones) para a porcentagem de sementes a partir das
pléntas de controle tratadas da mesma forma. A avaliacdo da
germinacdo e vigor da muda é conduzida por trés semanas apods
a plantacao. Para medir a germinacéo e crescimento da muda,
sementes das plantas T2 sdo esterilizadas na superficie e
individualmente semeadas nas placas quadradas de agar
contendo, por exemplo, meio basal solidificado complementado
com alta salinidade (por exemplo, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 400

mM) ou alta osmose (por exemplo, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 400

mM de manitol). O meio basal é o meio de Murashige-Skoog a .
50 % (MS) + vitaminas complementadas com &agar de planta a
0,8 % na qualidade de agente de solidificacao. Apds a

semeadura, as placas sdo transferidas por 2-3 dias em 4 C
para estratificacédo e entao cultivadas por trés semanas.
Para seguir a germinacao é
crescimento em condicdes adversas, as placas sao
selecionadas manual ou automaticamente e o tamanhb de planta
¢ determinado. Cinco a dez eventos independentes de
transformacdo podem ser analisados a partir de cada
construcdo. As plantas dgue expressam OS geﬁes'desta
invencao sao comparadas as plantas de controle
semeadas nas mesmas placas sob as mesmas condicdes ou
para a medicdo média de todas as construcdes, sementes e
eventos semeados. |
EXEMPLO 8
Avaliacdo do crescimento da planta transgénica sob éondicées
de estresse abidtico

Métodos:
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Resisténcia e analise ao estresse - Um experimento
complementar realizado com mudas segue a tolerancia da
plantas as condicdes adversas. As sementes esterilizadas na
superficie sdo semeadas no meio basal [meio de Murashige-
Skoog a 50 % (MS) + vitaminas complementadas,com'égar de
planta a 0,8% na qualidade de aggnte de solidificacao] na
presenca da canamicina (para as plantas transgénicas) ou em
sua auséncia (para as plantas de controle do tipo selvagem).
Apbs a semeadura, as placas foram transferidas por 2-3 dias
em 4 "C para estratificacdo e entdo cultivadas em 25 'C sob
ciclos didrios de luz de 23 horas e escuro de 1 hora por 7 a
10 dias. Nesse ponto de tempo, as mudas aleatoriamente
escolhidas foram cuidadosamente transferidas as placas
contendo as condicdes de alta salinidade (NaCl a 150 mM) ou
condicbes que . sdo semelhantes a alta‘osmolaridadeVencontrada
durante a seca (manitol a 210 mM). O crescimento da planta
foli seguido como uma funcdo de tempo utilizando a formacao
de imagem digital. Para seguir o crescimento da planta em
condicdes adversas, as plantas foram fotografadas no dia em
que foram transferidas as condicdes de estresse (Dia 0). As

fotos foram subseqiientemente tiradas a cada poucos dias apds

transferir as plantas & condicdo de estresse e até 12 dias

apds a transferéncia. O tamanho da planta foi determinado a
partir das fotos digitais tiradas. O software ImageJd foi
utilizado para quantificar o tamanho da planta a partir das
fotos digitais (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Os scripts
proprietarios foram projetados_para analisar o tamanho‘das

plantas individuais como uma funcdo do tempo. A Figura 1
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mostra a metodologia utilizada para a quantificacéo da area
de imagem. Cinco a dez eventos independentes de
transformacado foram analisados a partir de cada construcao e
pelo menos 6 plantas aleatoriamente selecionadas a partir de
cada evento foram analisadas em cada experimento de
estresse. As plantas gque expressam 0Ss dgenes a partir desta
invencdo foram comparadas as plantas de controle semeadas
nas mesmas placas de inducdo do estresse (controles
internos) ou a medic&o média de todas as plantas de controle
usadas no mesmo experimento (todos os controles).

Anédlise estatistica -~ Para
identificar os genes que conferem tolerancia as plantas
demonstrando diferencas signifiéativas, os dados de area de
planta foram analisados utilizando o) programa de
estatisticas JMP (Versdo 5.2.1, SAS Institute Inc., Cary,
NC, EUA). Um ANOVA unidirecional (ANalysis Of VAriance
[Aﬁélise de Variancia)]) fol utilizado com a finalidade de
detectar a variacdo entre os diferentes genes (populacdes de
evénfos independentes) e plantas de controle e identificar
as construcgdes e ventos demonstrando desempenho destacados
estatisticamente diferentes. Para o gene versus anélise de
controle, um teste t de Students fol empregado, utilizando a
significancia . de p<0,05. Com a finalidade de encontrér
eventos de transformacéao diférentes significativamente
diferentes com area de planta aumentada, o teste Tukey’s HSD
(Honestly _Significantly Different [Diferente de Forma
ﬁonesta e Significativé]) foi empregado utilizando a

significéancia de p<0(05. O ANOVA bidirecional foi usado. para
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identificar 0s éventos que  demonstraram diferencas
significativas na A&area de planta em determinados pontos do
dia, comparado a A&rea média das plantas de controle
crescendo nas mesmas placas ou em todas as placas do mesmo
experimento. O teste t de Student foi utilizado. para
comparar os eventos independentes de transformacao para as
plantas de controle.

Resultados:

Com " a finalidade» de
identificar os genes que fornecem toleradncia a salinidade ou
osmose, as plantas T2 foram geradas a partir de 5 a 10
eventos Atransgénicos independentes a partir de cada
construcdo. As sementes foram coletadas a paftir das plantas

T2 e as plantas produzidas a partir dela foram analisadas.

Conforme acima detalhado, as plantas foram semeadas em um

meio seletivo em que as plantas transgénicas sdo capazes de

empenho (canamicina) e apds 7-10 dias (4-6 etapas de folha)
as plantas foram transferidas a um meio de producdao do
estresse: alta salinidade (150 mM) ou alta osmose (manitol a
210 mM). O tamanho de planta foi‘analisado desde o dia da
transferéncia e até 12 dias apds isso. O teste t de Student
e teste Tukey HSD foram utilizados para identificar os
eventos que demonstram desempenho destacado comparado as
plantas do tipo selvagem.

‘Os resultados das plantas
transgénicas que expressam a SEQ ID N°s 156, 157, 158, 159,
representam o ABST de monocotileddéneas Qriginais SEQ ID N°s

1, 3, 5, 11 respectivamente, conforme descrito na Tabela 4
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acima sob o promotor de At6669 (Seq ID 121) sao
demonstrados. As diferencas significativas foram encontradas
na capacidade das plantas transgénicas de crescer na
presenca do estresse de alta salinidade estresse e/ou
estresse de alta osmose. A Tabela 5 abaixo resume os achados .
dos eventos destacados que conferem a toleréncia ao estresse
osmbtico em comparac¢do com as plantas de controle. As
diversas construgdes incluidas neste pedido fornecem as
plantas transgénicas uma capacidade melhorada de resistir
aos estresses abidticos.

Conforme demonstrado, 4 de 5
eventos de transformacdo que expressam a SEQ ID 156
demonstram tolerancia éignificativamente melhorada a osmose,
conforme julgada pela gapacidade das plantas transgénicas de
continuar a desenvolver da mesma forma em alta concentracao
de osmose (vide Tabela 5, linhas 1-5). Os resultados obtidos
para a SEQ ID 156 também sdo demonstrados na Figura 2. No
painel A sdo demonstradas as imagens processadas tiradas no
dia 0, 5 e 12 a partir da placa que continha as plaﬁtas
trénégénicas~e plantas de controle. O painel B demonstra a
drea média de planta dos diferentes eventos nos' diferentes
pontos de tempo. Os eventos 1, 2, ‘3 e 4 sao
significativamente mais tolerantes a osmoée (p<0,05) . Outras
construcdes desse pedido também protegem as pléntas dos
efeitos de -alta osmose. Novamente, quatro de cinco eventos
independeﬁtes .transformacéo que expressam a SEQ ID 159

demonstraram capacidade aumentada significativa para crescer

sob condicdes de alta osmose (Tabela 5 abaixo, linhas 6-10).
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Além disso, .um dos eventos que expressam a SEQ ID 158
demonstrou toieréncia significativamehte alta a alta osmose
do que suas plantas de controle correspondente.

Tabela 5

Meio de LS das plantas transgénicas T: de Arabidopsis

cultivadas na presenca de 210 mM de manitol

' Numero  de Média menor de
IN umero da Tranf gene  (SEQ Ne do Evento plantas guadrado . de Erro Padréo
inha ID N°) areas medidas
. testadas
: (cm?)
1 156 Evento 1 n=6 0,1635 0,0091
2 156 Evento 2 n=6 0,1566 0,0091
3 156 Evento 3 n=6 0,1547 0,0091
4 156 , Evento 4 . n=6 00,1480 0,0091 -
CONTROLE  de
. eventos 1-4 SEQ _
5 1D 156 e eventos 1, | =6 0,1150 00091
SEQ 1D 158
6 159 Evento 1 n=6 0,141 0,0050
7 159 Evento 2 n=6 0,1104 0,0050 -
8 159 Evento 3 n=6 0,1020 00,0050
9 159 Evento 4 n=6 0,0824 0,0050
CONTROLE de
10 Evento 1-4 SEQID | -- ' n=6 0,0681 | 0,0050
159
11 158 Evento1 - n=6 0,1703 0,0090

Os resultados dos testes de
tolerancia a salinidade estdo resumidos na Tabela 6 abaixo.
Conforme detalhado na Tabela 6 (linhas 1-4), trés eventos
transgénicos independentes com uma construcdo contendo a SEQ
ID 156 exibiram uma toleradncia significativamente mais alta
ao estresse de salinidade do que as plantas de controle no
experimento (p<0,05). Os ,resuitados semelhantes foram
obtidos com as plantas que expressam a SEQ ID 159. Da mesma
forma nesse caso, trés diferentes eventos transgénicos
demonstraram tolerdncia aumentada significativa ao estresse
de salinidade comparado a suas plantas de controle

comparaveis (vide Tabela 6, linhas.5—9).
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Tabela 6

Meio de LS de plantas transgénicas T: Arabidopsié cultivadas

na presenca de 150 mM de NaCl

Nimero de Média menor de
Namero da linha lTDra,il\osgene (SEQ Promotor plantas guadrado . de Erro Padrdo
) areas medidas
: testadas
(cm?)
1 156 Evento 1 n=6 0,3146 0,0112
2 156 Evento 2 n=6 0,2459 0,0112
3 156 Evento 3 n=6 0,2445 0,0112
4 CONTROLE de
todos os eventos | - n=48 0,2165 0,003722
SEQID 156
5 159 Evento 1 - n=6 0,2541 0,0110
6 CONTROLE  do '
Evento 1 - n=6 0,2154 0,0110
SEQID 159
7 - 159 Evento 2 n=6 0,2278 0,0122
8 159 Evento 3 n=6 . 0, 2261 0, 0122
9 CONTROLE do
gvento 2ekvento | n=6 0. 1906 0, 0122
SEQ ID 159

Os experimentos independentes
gque avaliam a capacidade das construgdes de fornecer a
toleféncia a salinidade e alta osmose foram realizados como
parte desse estudo. Foi averiguadOque 0s génes protegem as
plantas transgénicas contra os efeitos deletérios de ambos
os estresses. Considerados em conjunto, os. resultados
claramente demonstraram a capacidade dos genes e‘construcées-
incluidos neste pedido para forhecer toleradncia ao estresse
abidtico.
EXEMPLO 9

Avaliar as alteracdes na
arquitetura de raiz devido a expressdo dos genes de ABST de

monocotileddneas
Muitos tracos chave na

agricultura moderna podem ser explicados na arquitetura da




20

25

77/80

raiz. O tamanho e profundidade da raiz correlacionam-se a
tolerdncia & seca e eficiéncia do uso de fertilizante. Os
sistemas de raiz mais profunda podem acessar a agua
armazenadas em camadas mais profundas do solo. De forma
semelhante, um sistema de raiz altamente ramificada fornece
melhdr cobertura do solo e, bortanto, pode efetivémente
absorver todos os macro e micronutrientes disponiveis,
resultando em eficiéncia melhorada do uso de fertilizante.
Para testar se as plantas transgénicas produzem uma
diferente estrutura de raiz, as plantas séo cultivadas em
placas de agar colocadas verticalmente. As placas sao
fotografadas a cada poucos dias e o tamanho, comprimento e
drea cobertos pelas raizes de planta sdo avaliados. A partir
de cadé construcao criada, diversos eventos independeﬁtes de
transformacao sao verificados. Para avaliar as diferencas
significativas entre as caracteristicas de raiz, é possivel
aplicar o ANOVA unidirecional e bidirecional wutilizando o
teste t de Students ou teste de Tukey HSD para identificar
os eventos que demonstram as caracteristicas destacadas de
raiz'e para fornecer um escore estatistico para os achados
(vide Exemplo 8 acima).
EXEMPLO 10
Biomassa Aumentada das plantas transgénicas da presente
invencao

As plantas transgénicaé‘Tl ou
T. geradas conforme acima descrito sdo individualmente
trahéplantadas em potes contendo uma mistura de crescimento

de turfa e ~vermiculita (proporc¢ao de volume 3:2,
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respectivamente). Os potes s&o cobertos pelo periodo de 24 h
para endurecimento, entdo colocados na estufa em ordem
aleatéria completaAe irrigados com agua potavel (fornecida
na parte inferior dos potes a cada 3-5 dias) por sete dias.
Apbs issb, metéde das plantas é irrigada com uma solucao de
sal (100 mM de NaCl e 5 mM de CaCl:) para induzir o estresse
de salinidade (condi¢des de estresse). A outra metade das
plantas continua a ser irrigada com agua potavel (condicdes
normais). Todas as plantas s&do cultivadas na estufa em 100 %
de RH por 28 dias, entdo colhidas (o tecido acima da terra)
e pesadas (imediatamente ou apds a secagem no forno em 50°C
por 24 h).

E apreciado que determinadas
caracteristicas da invencao, que sao, para clareza,
descritas no contexto de configurac¢des separadas, também'
podem ser fornecidasr em combinacdo  em uma unica
configuracao. De forma oposta, diversas caracteristicas da
invencao, que sao, para brevidade, descritas no
contexto de wuma UuUnica configuracéo, tambén podem ser
fornecidas separadamente ou em qualquer‘ subcombinac¢ao
adequada.

Embora a invencéo tenha sido
descrita em conjunto com suas configuracdes especificas, é
evidente que muitas alternativas, modificacdes e variacdes
serdo aparentes para aqueies com habilidade na técnica. De
forma-correspondente, tém~se a intencdo de abranger todas as
tais alternativas, modificacdes e variacdes gque fiquem

dentro do espirito e amplo escopo das reivindicacdes anexas.
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Todas as publicacdes, patentes, pedidos de patente e
seqUénciaé identificados porA seus numeros de acessao
mencionados nesta especificacdo sdo aqui incorporados em sua
totalidade por referéncia na especifica, na mesma
medida como se cada publicacao, patente, pedido de

patente ou seqUéncia individual identificado por seu

numero de acessaoc tenha sido especifica e

individualmente indicado ©para ser incorporado = no
presente por . referéncia. Além disso, a citacao 'ou
identificacado de gqualquer referéncia neste pedido
nao sera Iinterpretada como uma admissdo de que tal
referéncia esta disponivel como técnica anterior da presente
invencao.
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REIVINDICACOES

1. “METODO PARA AUMENTAR A

TOLERANCIA DE UMA PLANTA A UM ESTRESSE ABIOTICO”,

caracterizado por compreender a expressao dentro da planta

de um polinucleotideo exdégeno codificando um polipeptideo
com‘uma sequéncia de aminoacido pelo menos 90 % homdloga a
SEQ ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-119, 127-131, 139-154 oﬁ
155, assim aumentando a tolerdncia da planta ao estresse
abidtico.

2. “METODO PARA AUMENTAR A
TOLERANCIA DE UMA ELANTA A UM ESTRESSE ABIOTICO”, Segdndo ¢
reivindicado em 1, caracterizado pelo fato de que o referido
estresse abidético é selecionado a partir do grupo
consistindo em salinidade, privacao de agua, baixa
temperatura, alta femperatura, toxicidade de metal pesado,
anaerobiose, deficiéncia de nutriente, excesso de nutriente,
poluicdo atmosférica e irradiacdo UV.

3. “METODO PARA AUMENTAR A
TOLERANCIA DE UMA PLANTA A UM ESTRESSE ABIOTICO”, segundo o
reivindicado em 1, caracterizado pelo fato de que a referida
planta é uma planta dicotiledénea.

| 4. “METODO PARA AUMENTAR A

TOLERANCIA DE UMA PLANTA A UM ESTRESSE ABIOTICO”, segundo o
reivindicado em 1, caracterizado pelo fato de que a referida
planta é uma planta monodicotileddnea.

5. “METODO PARA AUMENTAR A
TOLERANCIA DE UMA PLANTA A UM ESTRESSE ABIOTICO”, segundo o

reivindicado em 1, caracterizado pelo fato de que o feferido
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polinucleotideo é selecionado a partir do grupo consistindo
na SEQ ID N°s: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 122-126, 156-285.

6. “METODO PARA AUMENTAR A

BIOMASSA, VIGOR E/OU RENDIMENTO DE UMA PLANTA",

caracterizado por compreender a expressdao dentro da planta
de um polinucleotideo exégeno codificando um polipeptideo
com uma sequéncia de aminodcido pelo menos 90 $ homéloga a
SEQ ID N°: 2, 4, 6, 8,_10, 12, 13-119, 127-131, 139-154 ou
155, assim aumentando a biomassa, vigor e/ou rendimento da
planta.

7. “METODO PARA AUMENTAR A
BIOMASSA, VIGOR E/OU RENDIMENTO DE UMA PLANTA”, segundo o
reivindicado em 6, "caracterizado pelo fato ae gque a
referida planta é uma planta dicotileddnea.

8. “METODO PARA AUMENTAR A
BIOMASSA, VIGOR E/OU RENDIMENTO DE UMA PLANTA”, segundo o
reivindicado reivindicado em 6, caracterizado pelo. fato de
que a referida planta é uma planta monodicotilédénea.

9. “METODO PARA AUMENTAR A
BIOMASSA, VIGOR E/OU RENDIMENTO DE UMA PLANTA”, segundo o
réivindicado em 6, caracterizado pelo fato de que.o referido
polinucleotideo é selecionado a partir do grupo consistindo
na SEQ ID N°s: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 122-126, 156-285.

© 10.  “CONSTRUGAO DE  ACIDO

NUCLEICO», caracterizada por compreender uma sequénéia de
dcido nucléico pelo menos 90 % idéntica a uma sequéncia de
nucleotideo selecionada a partir do grupo consistindo na SEQ

ID N°s: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 122-126, 156-285 e um promotor
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capaz de instruir a transcricdo da referida sequéncia de
acido nucléico em uma célula hospedeira.

11. “CONSTRUGCAO  DE  ACIDO
NUCLEICO”, segundo o reivindicado em 10, caracterizada pelo
fato de que o referido promotor é um promotor constitutivo.

12. “CONSTRUCAO DE  ACIDO
NUCLEICO”, segundo o reivindicado em 10, caracterizada pelo
fato de qﬁe o referido promotor é um promotor induzivel.

13.  “CONSTRUCAO DE  ACIDO
NUCLEICO”, segundo o reivindicado em 10, caracterizada pelo
fato de que a referida célula hospedeira é uma célula de
planta.

14. “CELULA DE PLANTA”,
caracterizada por compreender um polipeptideo exdgeno com
uma sequéncia de aminoacido pelo menos 90 % homdéloga a SEQ
ID N°: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-119, 127-131, 139-154 ou 155.

15. “CELULA DE PLANTA”,
segundo o reivindicado em 14, caracterizada pelo fato de que
a referida célula de planta forma uma parte de uma
planta.

16. “METODO PARA AUMENTAR A
TOLERANCIA DE UMA PLANTA A UM ESTRESSE ABIOTICO”, segundo o
reivindicado em 1, caracterizado por ainda compreender o
crescimento da planta expréssando o referido polinucleotideo
exdgeno sob o estresse abiético.

17. “METODO PARA AUMENTAR A
TOLERANCIA DE UMA PLANTA A UM ESTRESSE ABIOTICO”, segundo o

reivindicado em 1, caracterizado pelo fato de que o referido
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polipeptideo é selecionado a partir do grupo consistindo na
SEQ 'ID N°s: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-119, 127-131, 139-155,

18. “METODO PARA AUMENTAR A
BIOMASSA, VIGOR E/OU RENDIMENTO DE UMA PLANTA”, segundo o
reivindicado em. 6, caracterizado pelo fato de que o referido
polipeptideo é selecionado a partir do grupo consistindo na
SEQ ID N°s: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-119} 127-131, 139-155.

19. “CONSTRUCAO  DE  ACIDO
NUCLEICO”, segundo o reivindicado ém 10, caracterizada pelo
fato de que a referida sequéncié de é&cido nucléico é
selecionada a partir do grupo consistindo na SEQ ID N°s: 1,
3, 5, 7, 9, 11, 122-126, 156-285.

20. “POLIPEPTIDEO ISOLADO"”,
caracterizado por compreender uma sequéncia de aminoéacido
pelo menos 90 % homdéloga a uma sequéncia de aminoacido
selecionada a partir do grupo consistindo na SEQ ID N°s:2,
4, 6, 8, 10, 12, 13-119, 127-131, 139-155.

21.  “POLIPEPTIDEO  ISOLADO”,
segundo o reivindicado em 20, caracterizado pelo fato de que
a referida sequéncia de aminoadcido é selecionada a partir do
grupo consistindo na SEQ ID N°s:2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-119,
127-131, 139-155. »

22.  “CELULA DE  PLANTA”,
segundo o reivindicado em 14, caracterizada pelo fato de que
a referida sequéncia de aminoacido é selecionada a partir do

grupo consistindo na SEQ ID N°s:2, 4, 6, 8, 10, 12, 13-119,

127-131, 139-155.

23. “CELULA DE PLANTA",
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caracterizado por compreender um polinucleotideo exdgeno,
compreendendo uma sequéncia de acido nucléico pelo menos 90
“ homdloga a sequéncia de &acido nucléico, selecionada a
partir do grupo consistindo na SEQ ID N°s: 1, 3, 5, 7, 9,
11, 122-126, 156-285.

24. “CELULA DE PLANTA”,
segundo o reivindicado em 23, caracterizada pelo fato de que
a referida sequéncia de acido nucléico & selecionada a
partir do grupo consistindo na SEQ ID N°s:1, 3, 5, 7, 9, 11,

122-126, 156-285.
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RESUMO

“METODO PARA AUMENTAR A
TOLERANCIA DE UMA PLANTA A UM ESTRESSE ABIOTICO, METODO PARA
AUMENTAR A BIOMASSA, VIGOR E/QOU RENDIMENTO DE UMA PLANTA,
CONSTRUCAO DE ACIDO NUCLEICO, CELULA DE PLANTA E
POLIPEPTIDEO ISOLADO", sdo fornecidas as seqiliéncias de
polinucleotideo e métodos para utilizar as mesmas de modo a
aumentar a tolerancia de uma plaﬁta aos éstresses abidticos

e/ou aumentar a biomassa, vigor e/ou rendimento de uma

planta.
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