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MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO 1ISOLADA, VETOR, CELULA
HOSPEDEIRA, POLIPEPTIDEO ISOLADO, PLANTA TRANSGENICA E

METODO DE AUMENTO DA TOLERANCIA AO CALOR EM PLANTAS

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se, em geral, a aumentar os
niveis de fotossintese em plantas cultivadas sob
temperaturas aumentadas. Mais particularmente, a presente
invencdo refere-se a melhorar a termoestabilidade da enzima

fotossintética RuBisCo Ativase.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase
(Rubisco) é uma importante enzima no processo
fotossintético. ~Essa enzima incorpora CO; em plantas
durante a fotossintese. O oxigénio atmosférico compete com
CO, <como um Ssubstrato para RuBisCo, dando inicio a
fotorrespiracdo e fazendo da Rubisco a etapa limitanté na

taxa de fotossintese.

RuBisCo Ativase (RCA) é uma proteina que catalisa a
ativacdo da Rubisco, que, por outro lado, regula a
fotossintese iniciando a reducdo fotossintética de carbono
e oxidacdo fotorrespiratéria de carbono. A enzima RuBisCo
Ativase catalisa a liberacdo de ribulose-1,5-bisfosfato
(RuBP) a partir da Rubisco. Esse sitio recém desocupado na

Rubisco estd agora livre para se ligar aos ativadores CO; e
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Mg?* para ocorrer fotossintese. RuBisCo Ativase € também
responsdvel por liberar inibidores de acucar fosfato da
Rubisco e restaura a atividade catalitica da Rubisco.
Assim, se RuBisCo Ativase esté danificada, Rubisco

permanece inativa e a fotossintese se torna mais lenta.

A RuBisCo Ativase é termoldbil e, assim, possui
atividade decrescente com temperaturas aumentadas. Como
resultado, o processo fotossintético se torna mais lento
devido & falta de ativacdo da Rubisco. A enzima RuBisCo
Ativase se desnatura sob temperaturas aumentadas, deixando,
assim, a enzima incapaz de converter Rubisco inativa para a
forma ativa. Arabidopsis contém duas isoformas de RCA, uma
forma curta termoldbil (RCAl) e a 1longa, relativamente
termoestéavel (RCA2), que sao geradas por splicing
alternativo de pré-RNAm (Werneke, et al., 1989, Plant Cell
1:815-825).

Plantas de <cultivo <cultivadas em climas quentes
poderiam se beneficiar de niveis fotossintéticos elevados.
Conseqientemente, se a etapa limitante de taxa pudesse ser
feita mais tolerante ao <calor, as plantas de cultivo

poderiam crescer mais facilmente nesses climas.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a polipeptideos
derivados da RuBisCo Ativase que sdo mais termoestaveis do

que a RuBisCo Ativase naturalmente ocorrente. Os
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polipeptideos derivados da RuBisCo Ativase da invencéo
substancialmente retém a atividade em plantas cultivadas
sob condigdes de temperatura aumentada. Moléculas de
dcidos nucléicos codificando os polipeptideos da invencéao

sdo também englobadas.

Além dos polipeptideos derivados da RuBisCo Ativase da
invencdo, serd colocado que a invencdo também engloba
variantes desses, incluindo, mas ndo se limitando a,
qualquer seqliéncia substancialmente similar, qualquer
fragmento de polipeptideo, andlogo, homélogo, mutante, ou
modificado dessa. As variantes englobadas pela invencéo
sdo pelo menos parcialmente funcionalmente ativos (i.e.,
sdo capazes de apresentar uma ou mais atividades funcionais

conhecidas associadas com RuBisCo Ativase de tipo selvagem)

sob condig¢des aquecidas. Moléculas de acidos nucléicos
codificando os polipeptideos variantes sdo também
englobadas.

Vetores compreendendo um ou mais A&cidos nucléicos da

invencdo sdo também englobados.

Células compreendendo um polipeptideo, molécula de
dcido nucléico, e/ou vetor da invencéo sdo também

englobadas.

A presente invengdo também estd relacionada a plantas
transgénicas compreendendo um polipeptideo, molécula de

4cido nucléico, e/ou vetor da invencéo. As plantas
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transgénicas podem expressar o transgene por qualquer meio
conhecido na arte incluindo, mas ndo se limitando a,
expressdo . constitutiva, expressao regulada por
desenvolvimento, expressao tecido-especifica, etc. Sementes
obtidas de uma planta transgénica da invencdo sao também

englobadas.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

FIGS. 1lA-1C: Caracterizagdo de RCA do tipo selvagem (RCAl)
e variantes termoestaveis (183H12, 301C7 e 382D8). (a)
Atividade da RuBisCo apdés a ativagdo por ativase apds
tratamento a 25°C (branco), 40°C (cinza) e 45°C (preto).
Proteinas ativase foram incubadas nas temperaturas
indicadas por 15 min antes do teste a 25°C. (B) Ativacaéo
da RuBisCo sob condicdes cataliticas a 25°C (branco) e 40°C
(cinza) . (C) Atividade ATPase de proteinas ativase
incubadas nas temperaturas indicadas por 15 min. antes do

teste a 25°C.

FIGS. 2A-2D: Caracterizacdo do mutante de RuBisCo Ativase
(Arca) em CO, ambiente. (A) Andlise de imuno-blot de
folhas de plantas Arabidopsis do tipo selvagem (RCA/RCA),
heterozigotas (RCA/Arca) e homozigotas (Arca/Arca). O blot
foi imunodecorado com anticorpos policlonais criados contra
RCAl recombinante de Arabidopsis. (B) Desempenho
fotossintético de plantas de trés semanas de idade de tipo
selvagem (acima) e Arca (abaixo) medido usando andlise de

fluorescéncia de imagem. (C) Area foliar das plantas
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descritas em (B) (50 plantas por fendtipo) na idade
indicada. (D) Fotografia de plantas de oito semanas de

idade de tipo selvagem (acima) e Arca (abaixo).

FIGS. 3A-3C: Caracterizacdo molecular do mutante Arca.
(A) Mapa esquemdtico de alelos de tipo selvagem (RCA) e de
delecdo (Arca). Os numeros indicam os éxons RCA. Os
primers forward e reversos para amplificacdo dos produtos

de PCR de 1,4kb PCR de alelos RCA (RCAf e RCAr) e Arca

(rcaf e rcar) sado indicados. (B) Andlise de PCR (primers
RCA -painel superior; primers rca - painel inferior) de
plantas Tl expressando 183H12. Numero de linhagens (acima)
e base genética (abaixo) sdo indicados. (C) Analise de

Western blot de proteina total (5 ug/faixa) de folhas das
linhagens descritas em (B). O blot foi sondado com

anticorpos policlonais criados contra RCAl recombinante.

FIGS. 4A-4D: Complementacdo funcional de mutantes Arca
expressando RCAl e variantes termoestaveis 183H12, 301C7 e
382D8 sob condicdes normais de cultivo (22°C). Os nuameros
indicam as designa¢gdes de linhagens de eventos de
transformacdo independentes. (A) Andlise de Imuno-blot de
proteina total de folhas de trés semanas de idade. (B)
Fotografias representando o tamanho similar de todas as
plantas descritas acima quando cultivadas sob condigdes
normais. (C) Desempenho fotossintético das plantas
(plantas 8 a 10 / linhagem independente) descritas acima
monitorada por andlise de fluorescéncia de imagem. (D)

Efeito de tratamento de estresse por calor moderado
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temporario (1 hr) em taxas fotossintéticas de linhagens
Arca transgénicas expressando RCAl e variantes
termoestaveis. A fotossintese 1liquida de quatro plantas
independentes por linhagem foi monitorada usando um
analisador de gas infravermelho a 22°C (branco) e 30°C

(cinza) .

FIGS. 5A-5F: Efeito de estresse de calor moderado (30°C
por 4 hr por dia) em plantas do tipo selvagem e mutantes
Arca expressando RCAl ou variantes termoestaveis 183H12,
301C7 e 382D8. (A) Fotografia das plantas apresentando
taxas de crescimento diferencial mediadas por variante RCA.
(B) Area foliar de 8-10 plantas independentes por linhagem,
analisadas usando um sistema de andlise de fluorescéncia de
imagem. Médias seguidas por letras comuns ndo séao
significativamente diferentes a P=0,05 wusando um LSD
protegido. (C) Fotossintese 1liquida de quatro plantas

independentes de linhagens selecionadas, monitorada por

andlise de troca gasosa apds 2hr a 30°C. (D) Fotografia de
plantas maduras (8-semanas de idade) descrita em (C). (E)
Numero de siliquas por planta. Oito a dez plantas
independentes por linhagem foram analisadas. (F) Peso de

Semente/1000 sementes de sementes colhidas das linhagens

selecionadas (5 plantas independentes por linhagem).

FIGS. 6A-6D: Efeito de estresse por calor de 26°C no
desenvolvimento e rendimento de plantas de tipo selvagem e
linhagens mutantes Arca expressando RCAl e variante

termoestavel 183H12. (A) Numero de siliquas por planta.
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Dez a doze plantas independentes por 1linhagem foram
analisadas. (B) Fotografia de siliquas das 1linhagens
selecionadas cultivadas na temperatura indicada
apresentando variagdo em tamanho de siliqua e disposicdo de
sementes. Barra = 0,5 cm (C) Peso de semente /1000
sementes para sementes colhidas a partir das plantas
descritas em (A). (D) Taxas de germinacdo (a 22°C) de
sementes (250 sementes por linhagem) colhidas de plantas de
Arabidopsis que foram cultivadas a 22°C (em branco) ou 26°C

(cinza) .

DESCRICAO DETALHADA

A presente invengdo prové polipeptideos derivados da
RuBisCo Ativase. Moléculas de acidos nucléicos codificando
os polipeptideos da invengdo sdo também providas. Métodos
para usar os polipeptideos e acidos nucléicos da invencéo
para aumentar a tolerancia de plantas ao calor,
compreendendo intensificar a termoestabilidade de RuBisCo

Ativase sdao englobados.

Polipeptideos da invengdo

A presente invencdao ¢é relacionada & polipeptideos
derivados de RuBisCo Ativase que sdo mais termoestiveis do
que a RuBisCo Ativase naturalmente ocorrente. Em avancgos
preferidos, o polipeptideo derivado da Rubisco Ativase &
qualquer das SEQ ID NOS: 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e

22. Polipeptideos da invencdao também englobam aqueles
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polipeptideos que sdo codificados por qualquer 4&cido

nucléico derivado de RuBisCo Ativase da invencéo.

Além dos polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase da
invencéo, serd colocado que invengdo também engloba
variantes desses, incluindo, mas ndo se limitando a,
qualquer seqiéncia substancialmente similar, qualquer
polipeptideo de fusao, qualquer fragmento, analogo,
homélogo, mutante, ou polipeptideo modificado desses. As
variantes englobadas pela invencéo sao ao menos
parcialmente funcionalmente ativas (i.e., sdo capazes de
apresentar uma ou mais atividades funcionais associadas com
RuBisCo Ativase de tipo selvagem) sob condigdes aquecidas.
Tais atividades funcionais incluem, mas ndo sdo limitadas
a, atividades bioldgicas, tais como ativacdo de Rubisco;
antigenicidade, 1i.e., uma habilidade de se 1ligar ou
competir com RuBisCo Ativase de tipo selvagem (incluindo,
mas ndo se limitando a, SEQ ID NO: 2) para se ligar a um
anticorpo anti-RuBisCo Ativase; imunogenicidade, i.e., uma
habilidade de gerar anticorpo que se liga a um polipeptideo
de RuBisCo Ativase de tipo selvagem. Em avangos
preferidos, as variantes possuem ao menos uma atividade
funcional que é substancialmente similar a, ou melhor do
que seu polipeptideo parental (i.e., o polipeptideo
derivado de rubisco ativase inalterado). Como aqui usado,
a atividade funcional da variante serd <considerada
“substancialmente similar” ao seu polipeptideo parental se

estiver dentro do desvio padrdo do mesmo.
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Em um avanco, polipeptideos gque possuem ao menos uma
atividade funcional de RuBisCo Ativase (e.g., ativagdo de
Rubisco) sob condi¢des aquecidas e sdo ao menos 85%, 90%,
95%, 97%, 98% ou 99% idénticos a seqiéncia de polipeptideos
de qualquer de SEQ ID NOS: 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20
e 22 sdo englobados pela invengdo. Em avancos especificos,
tais polipeptideos da invengdo sao alterados em um ou mais,
dois ou mais, cinco ou mais, ou sete ou mais posicdes
correspondentes aos residuos 42, 130, 131, 168, 257, 274,
293 e 310 de SEQ ID NO: 2 com alinhamento o6étimo da
seqiiéncia de polipeptideos com SEQ ID NO: 2. Com respeito
a uma seqiéncia de aminodcidos que é alinhada de forma
étima com uma seqliéncia referéncia, um aminoédcido
“corresponde” a posic¢do na seqiiéncia referéncia com a qual

o residuo é pareado no alinhamento.

Como aqui usado, onde uma seqiiéncia é definida como
sendo “ao menos X% idéntica” a uma seqgliéncia referéncia,
e.g., “um polipeptideo ao menos 95% idéntico a SEQ ID NO:
4”7, serd entendido que “X% idéntico” refere-se a identidade
percentual absoluta, a menos que indicado ao contrario. O
termo “identidade percentual absoluta” refere-se a uma
porcentagem de identidade de seqiéncia determinada
pontuando-se aminoacidos ou acidos nucléicos idénticos como
um e qualquer substituig¢do como zero, independente da
similaridade de aminodcidos ou 4cidos nucléicos sem
correspondéncia. Em um alinhamento de seqliéncias tipico, a
“identidade percentual absoluta” de duas seqiiéncias ¢é

apresentada como uma porcentagem de “identidades” de
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aminocdcidos ou 4&cidos nucléicos. Em casos onde um
alinhamento &étimo de duas seqliéncias requer a insercdo de
um espaco em uma ou ambas seqgiiéncias, um residuo de
aminodcido em uma seqiéncia que se alinha com um espaco na
outra seqliéncia é contado como uma falta de correspondéncia
para propdésitos de determinar a identidade percentual.
Espacos podem ser 1internos ou externos, i.e., uma
truncacao. A identidade percentual absoluta pode ser
prontamente determinada usando, por exemplo, o programa
Clustal W, version 1.8, June 1999, usando pardmetros padrao
(Thompson et al., 1994, Nucleic Acids Research 22:4673-

4680) .

Em outro avango, polipeptideos de fusdo compreendendo
um polipeptideo derivado de rubisco ativase ou variante
desses sdo englobados pela invencéao. Em um avancgo
especifico, um peptideo (tais como aqueles descritos em
U.S. Patent Application Serial No. 11/150,054) é adicionado
em um polipeptideo da invengdo, através do qual o peptideo
direciona a localizacdo do ©polipeptideo anexado aos
plastidios vegetais ou aos o6rgdos fotossintéticos da

planta.

Em outro avan¢o, fragmentos de polipeptideos derivados
de RuBisCo Ativase sao englobados pela invenc¢éo.
Polipeptideos s&o englobados tendo ao menos uma atividade
funcional (e.g., ativacdo de Rubisco) de RuBisCo Ativase
sob condigcdes aquecidas e sdo de, ao menos, 25, 50, 75,

100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325, 350, 375
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ou 380 aminoacidos contiguos em comprimento de qualquer de
SEQ ID NOS: 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22. Em
avangos preferidos, o polinucleotideo, que codifica o
polipeptideo fragmento, hibridiza sob condic¢des rigorosas
ao acido nucléico que codifica qualquer de SEQ ID NOS: 4,

6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, e 22.

Em um avango especifico, um fragmento da invencao
corresponde a um dominio funcional de RuBisCo Ativase
incluindo, mas ndo se limitando a, o dominio de ligacdo de
ATP e o dominio de interagcdo com substrato (ver, e.g., Li,
et al. (2005) J Biol Chem 280:24864-24869; Salvucci, et
al., (1994) Biochemistry 33:14879-14886; e van de Loo, et

al., (1996) Biochemistry 35:8143-8148).

Em outro avango, polipeptideos andlogos sdo englobados
pela 1invengao. Polipeptideos andlogos podem possuir
residuos que foram modificados, i.e., pela anexacao
covalente de qualquer tipo de molécula aos polipeptideos
derivados de RuBisCo Ativase. Por exemplo, mas ndo por
meio de limitag¢ao, um polipeptideo andlogo da inven¢do pode
ser modificado, e.qg., por glicosilacao, acetilacéo,
conjugagcdo a polietileno glicol, fosforilacdo, amidacéio,
derivacdo por grupos protetores/bloqueadores conhecidos,
clivagem proteolitica, ligagdo a um ligante celular ou
outra proteina, etc. Um polipeptideo andlogo da invencao
pode ser modificado por modificagdes quimicas wusando
técnicas conhecidas daqueles especialistas na arte,

incluindo, mas ndo se limitando a clivagem quimica
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especifica, acetilacgdo, formilacido, sintese metabdlica de
tunicamicina, etc. Adicionalmente, um andlogo de um
polipeptideo da invencdo pode conter um ou mais aminodcidos

ndo cléssicos.

Em outro avango da invengdo, um polipeptideo derivado
de rubisco ativase ndo é& SEQ ID NO: 2. Ainda em outro
avango da invencgdo, um polipeptideo derivado de rubisco
ativase ndo é um polipeptideo de tipo selvagem naturalmente

ocorrente.

Métodos de producdo dos polipeptideos da invencio,

e.g., por meios recombinantes, sdo também providos.

Moléculas de &cidos nucléicos da invencéo

A presente invengdo também estd relacionada com as
moléculas de 4&cidos nucléicos codificando polipeptideos
derivados de RuBisCo Ativase. Em avancos preferidos, a
molécula de &cido nucléico derivada de RuBisCo Ativase &
qualquer de SEQ ID NOS: 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 e
21. Moléculas de acidos nucléicos da invencdo também
englobam aquelas moléculas de 4cidos nucléicos que
codificam quaisquer polipeptideos derivados de RuBisCo

Ativase da invencéo.

Além das moléculas de &cidos nucléicos codificando
polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase, serd colocado

que moléculas de acidos nucléicos da invencdo também
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englobam aqueles polipeptideos <codificadores que séao
variantes de polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase,
incluindo, mas ndo se limitando a, qualquer seqiiéncia
substancialmente similar, qualquer polipeptideo de fuséo,
qualquer fragmento, analogo, homélogo, mutante, ou
polipeptideo modificado desse. As variantes de molécula de
acido nucléico englobadas pela invencgéo codificam
polipeptideos que sdo ao menos parcialmente funcionalmente
ativos (i.e., sdo capazes de apresentar uma ou mais
atividades funcionais conhecidas associadas com RuBisCo

Ativase de tipo selvagem) sob condig¢des aquecidas.

Em um avanc¢co, moléculas de a&cidos nucléicos que sdao ao
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou °99%
idénticas a qualquer das moléculas de A&cidos nucléicos de
SEQ ID NOS: 3, S5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21 sé&o
englobadas pela invencgdo. Em avangos especificos, tais
moléculas de Aacidos nucléicos da invencdo codificam
polipeptideos que sdo alterados em um ou mais, dois ou
mais, cinco ou mais, ou sete ou mais posicdes
correspondentes aos residuos 42, 130, 131, 168, 257, 274,
293 e 310 de SEQ ID NO: 2 com alinhamento étimo da

seqgiiéncia de nucleotideos com SEQ ID NO: 2.

Para determinar a identidade percentual de duas
moléculas de Aacidos nucléicos, as seqliéncias sdo alinhadas
para propdésitos de comparagdo oOtima (e.g., espagos podem
ser introduzidos na seqliéncia de uma primeira molécula de

adcido nucléico para alinhamento &étimo com uma segunda ou
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molécula de acido nucléico). Os nucleotideos nas posicdes
de nucleotideo correspondentes sdo, entdo, comparados.
Quando uma posigdo na primeira seqliéncia é ocupada pelo
mesmo nucleotideo da posicdo correspondente na segunda
sequéncia, entdo, as moléculas sdo idénticas naquela
posicgéo. A identidade percentual entre duas seqiiéncias é
uma funcdo do numero de posig¢des idénticas compartilhadas
pelas seqiéncias (i.e., % identidade = numero de posicgdes
idénticas se sobrepondo / nuimero total de posicdes x 100%).

Em um avango, as duas seqiiéncias sdo do mesmo tamanho.

A determinagdo da identidade percentual entre duas
seqiéncias pode ser também conseguida usando um algoritmo
matemdtico. Um exemplo ndo limitante de um algoritmo
matematico utilizado para a comparagdo de duas seqiiéncias é
o algoritmo de Karlin and Altschul (Karlin and Altschul,
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. 87:2264-2268, modificado como
em Karlin and Altschul, (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
90:5873-5877) . Tal algoritmo é incorporado nos programas
NBLAST e XBLAST (Altschul, et al., (1990) J. Mol. Biol.
215:403 e Altschul, et al., (1997) Nucleic Acid Res.
25:3389-3402). O software para efetuar andlises BLAST esta
publicamente disponivel, e.g., através do National Center
for Biotechnology Information. Esse algoritmo envolve,
primeiro, identificar pares de seqiiéncia de alta pontuacdo
(HSPs) identificando palavras curtas de comprimento W na
seqiéncia pesquisada, o que tanto corresponde ou satisfaz
alguma pontuagdo T limite positiva valorada quando alinhada

com uma palavra do mesmo comprimento em uma seqiiéncia da
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base de dados. T é referido como o limite de pontuacdo de
palavra de vizinhanga (Altschul, et al., supra). Essa
palavra de vizinhanga inicial serve como ponto de partida
para iniciar buscas para encontrar HSPs mais longas
contendo-as. As correspondéncias entre palavras séo,
entdo, estendidas em ambas as direg¢des para cada seqliéncia
para o maximo que a pontuacdo de alinhamento cumulativo
puder ser aumentada. Pontuacdes cumulativas sdo calculadas
usando, para seqiéncias de nucleotideos, os parametros M
(pontuagdao de recompensa para um par de residuos com
correspondéncia; sempre> 0) e N (pontuacdo de penalidade
para residuos sem correspondéncia; sempre < 0). Para
polipeptideos, wuma matriz de pontuagdo ¢é usada para
calcular a pontuacao cumulativa. A extensao de
correspondéncias de palavra em cada direcdo ¢é parada
quando: a pontuagcdo cumulativa de alinhamento cai pela
quantidade X a partir de ser méximo valor alcancado; a
pontuagao cumulativa vai para zero ou abaixo, devido a
acumulacdo de um ou mais alinhamentos de residuos de
pontuagcdo negativa; ou a extremidade de qualquer das
seqiiéncias é alcangada. Os parédmetros do algoritmo BLAST
W, T, e X determinam a sensibilidade e velocidade do
alinhamento. O programa BLASTN (para seqiéncias de
nucleotideos) usa como padrdes, um comprimento de palavra
(W) de 11, uma expectativa (E) de 10, um corte de 100, M =
5, N = "4, e uma comparagdo de ambas as fitas. Para
polipeptideos, o programa BLASTP usa como padrdes um

comprimento de palavra (W) de 3, uma expectativa (E) de 10,
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e a matriz de pontuacdo BLOSUM62 (ver, Henikoff & Henikoff,
(1989) PNAS 89:10915).

O método de alinhamento Clustal V pode ser também
usado para determinar a identidade percentual (Higgins and
Sharp, (1989) CABIOS 5:151-153) e é encontrado no programa
Megalign da suite computacional LASERGENE bioinformatics
computing suite (DNASTAR Inc., Madison, WI). Os
“parametros padrao” sao os parametros pré-estabelecidos
pelo fabricante do programa e para miltiplos alinhamentos
eles correspondem a PENALIDADE de espagco (GAP)=10 e
PENALIDADE DE COMPRIMENTO DE ESPACO (GAP LENGTH)=10,
enquanto que para alinhamentos par a par, eles sio KTUPLE
1, PENALIDADE DE ESPACO (GAP)=3, JANELA=5 E DIAGONAIS
GRAVADAS=5. Apds o alinhamento das seqiéncias, usando o
programa Clustal V, ¢é possivel obter uma “identidade
percentual” visualizando a tabela de “distéancias de

seqliéncia” no mesmo programa.

A identidade percentual entre duas seqliéncias pode ser
determinada wusando técnicas similares aquelas descritas
acima, com ou sem espagos permitidos. No céalculo da
identidade percentual, tipicamente apenas correspondéncias

exatas sdo contadas.

Em outro avanco, fragmentos de moléculas de "&cidos
nucléicos derivadas de RuBisCo Ativase sdo englobados pela
invencdo. S&o englobadas moléculas de acidos nucléicos que

possuem ao menos uma atividade funcional de RuBisCo Ativase
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(e.g., ativagdo de Rubisco) sob condig¢des aquecidas e séo
de ao menos 100, 250, 500, 750, 950, 1000 ou 1100
nucleotideos contiguos em comprimento de qualquer de SEQ ID

Nos: 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21.

Em um avango especifico, um fragmento da invencédo
corresponde a uma molécula de &acido nucléico que codifica
um dominio funcional de RuBisCo Ativase incluindo, mas néao
se limitando a, o dominio de ligagdo de ATP e o dominio de
interacdo de substrato (ver, e.g., Li, et al., (2005) J
Biol Chem 280:24864-24869; Salwvucci, et al., (1994)
Biochemistry 33:14879-14886; e van de Loo, et al., (1996)

Biochemistry 35:8143-8148).

Em outro avanco, uma molécula de A&cido nucléico que
hibridiza sob condig¢des rigorosas a qualquer uma de SEQ ID
NOS: 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21 é englobada pela
invencéo. A expressdao “condig¢des rigorosas” refere-se a
condicdes de hibridizacdo sob as quais um &acido nucléico
hibridizard ao seu &cido nucléico alvo, tipicamente em uma
mistura complexa de &cido nucléico, mas para essencialmente
nenhum outro &cido nucléico. Condig¢des rigorosas sdéo
dependentes de seqliéncia e serédo diferentes em
circunsténcias diferentes. Acidos nucléicos mais longos
hibridizam especificamente em maiores temperaturas. Guias
extensivos para a hibridizagdo de &cidos nucléicos podem

ser encontrados na arte (e.g., Tijssen, Techniques in

Biochemistry and Molecular Biology--Hybridization with

Nucleic Probes, “Overview of principles of hybridization
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and the strategy of nucleic acid assays” (1993)).
Geralmente, condig¢des altamente rigorosas sdo selecionadas
para serem cerca de 5-10°C menores que o ponto térmico de
fusdo (Tn) para o acido nucléico especifico em uma forcga
idénica e pH definidos. Condigcdes de baixo rigor séo
geralmente selecionadas para estarem cerca de 15-30°C
abaixo da Tn. A Tp é a temperatura (sob forca idnica, pH e
concentracdo de acido nucléico definidos) na qual 50% das
sondas complementares ao alvo hibridizam ao &acido nucléico
alvo em equilibrio (como os 4&cidos nucléicos alvo sdao
presentes em excesso, na Tp, 50% das sondas sdo ocupadas no
equilibrio). Condig¢des de hibridizacdo s&do tipicamente
aquelas nas qualis a concentragdo de sais é menor do que
cerca de 1,0 M de ions de sdédio, tipicamente cerca de 0,01
a 1,0 M de concentracdo de ions de sédio (ou outros sais)
em pH 7,0 a 8,3 e a temperatura é ao menos cerca de 30°C
para sondas curtas (e.g., 10 a 50 nucleotideos) e ao menos
cerca de 60°C para sondas longas(e.g., maiores do que 50
nucleotideos). Condigdes rigorosas podem ser também
alcancgadas com a adig¢do de agentes desestabilizantes, tais
como formamida. Para hibridizagdo seletiva ou especifica,
um sinal positivo é ao menos duas vezes a base, e
preferivelmente 10 vezes a hibridizacdo base. A expressédo
“hibridiza especificamente” refere-se a ligacéo,
duplicacédo, ou hibridizagdo de uma molécula apenas para uma
seqliéncia de nucleotideos em particular sob condicdes de
hibridizacao rigorosas quando aquela seqiéncia estéa
presente em uma mistura complexa (e.g., total celular ou

DNA ou RNA de biblioteca).
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Em outro avango da invencdo, uma molécula de A&cido
nucléico derivada de RuBisCo Ativase ndo é SEQ ID NO: 1.
Ainda em outro avan¢o da invengdo, uma molécula de &cido
nucléico derivada RuBisCo Ativase ndo é uma molécula de

acido nucléico de tipo selvagem naturalmente ocorrente.

Vetores compreendendo moléculas de &cidos nucléicos da
invengdo sdo também englobados. Células ou plantas

compreendendo os vetores da invencdo sdo também englobadas.

O termo "molécula de &cido nucléico” refere-se aqui a
um polimero de fita simples ou dupla de Dbases de
desoxirribonucleotideo ou ribonucleotideo lido da
extremidade 5’ para a extremidade 3’. Isto inclui DNA
cromossdmico, plasmidio auto-replicantes e DNA ou RNA que

efetua um papel primariamente estrutural.

Seqiéncias derivadas da RuBisCo Ativase

Polipeptideos e moléculas de acidos nucléicos
derivados de RuBisCo Ativase da invencdo podem ser criados
introduzindo-se uma ou mais substituigdes, adicdes e/ou
delegcbes de residuos em uma RuBisCo Ativase de tipo
selvagem (wt) (incluindo, mas ndo se limitando a, RuBisCo
Ativase de Arabidopsis (SEQ ID NO: 2)). Geralmente,
polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase sdo criados para
acentuar uma caracteristica desejavel ou reduzir uma

caracteristica indesejavel de um polipeptideo de RuBisCo
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Ativase de tipo selvagem. Em um avang¢o, polipeptideos
derivados de RuBisCo Ativase melhoraram a termoestabilidade
sobre RuBisCo Ativase de tipo selvagem. Em outro avango,
polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase possuem
atividade enzimatica sob condi¢des aquecidas (e.g., 40°C)
que ¢é similar a ou maior que a atividade da enzima de
RuBisCo Ativase de tipo selvagem sob condi¢des normais

(e.g., 25°C).

Em um avanco, uma molécula de 4&cido nucléico de
RuBisCo Ativase de tipo selvagem (e.g., SEQ ID NO: 1) &
usada como um modelo para criar moléculas de &cidos
nucléicos derivadas de RuBisCo Ativase. Em alguns avancgos,
residuos de 4&cidos nucléicos que codificam um ou mais
residuos de aminodcido, correspondendo aos residuos 42,
130, 131, 168, 257, 274, 293 e 310 de SEQ ID NO: 2, com
alinhamento étimo da seqiiéncia de nucleotideos com SEQ ID
NO: 2, sdo alterados de forma que o aminodcido codificado é

alterado.

Alteracgdes de seqliéncia podem ser introduzidas por
técnicas padrao, tais como técnicas de evolucdo molecular
direcionada e.g., métodos de embaralhamento de DNA (ver,
e.g., Christians, et al., (1999) Nature Biotechnology
17:259-264; Crameri, et al., (1998) Nature 391:288-291;
Crameri, et al., (1997) Nature Biotechnology 15:436-438;
Crameri, et al., (1996) Nature Biotechnology 14:315-319;
Stemmer, (1994) Nature 370:389-391; Stemmer, et al., (1994)

Proc. Natl. Acad. Sci. 91:10747-10751; United States Patent
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Nos. 5.605.793; 6.117.679; 6.132.970; 5.939.250; 5.965.408;
6.171.820; International Publication Nos. WO 95/22625; WO
97/0078; WO 97/35966; WO 98/27230; WO 00/42651; e WO
01/75767); mutagénese sitio direcionada (ver, e.g., Kunkel,
(1985) Proc. Natl. Acad. Sci. 82:488-492; Oliphant, et al.,
(1986) Gene 44:177-183); mutagénese oligonucleotideo-
direcionada (ver, e.g., Reidhaar-Olson, et al., (1988)
Science 241:53-57); mutagénese quimica (ver, e.g., Eckert,
et al., (1987) Mutat. Res. 178:1-10); error prone PCR (ver,
e.g., Caldwell & Joyce, (1992) PCR Methods Applic. 2:28-
33); e mutagénese de cassete (ver, e.g., Arkin, et al.,
(1992) Proc. Natl. Acad. Sci., 89:7871-7815) ; (ver
geralmente, e.g., Arnold, (1993) Curr. Opinion Biotechnol.
4:450-455; Ling, et al., (1997) Anal. Biochem., 254(2):157-
78; Dale, et al., (1996) Methods Mol. Biol. 57:369-74;
Smith, (1985) Ann. Rev. Genet. 19:423-462; Botstein, et
al., (1985) Science, 229:1193-1201; Carter, (1986) Biochen.
J. 237:1-7; Kramer, et al., (1984) Cell 38:879-887; Wells,
et al., (1985) Gene 34:315-323; Minshull, et al., (1999)

Current Opinion in Chemical Biology 3:284-290).

Em um avan¢o, embaralhamento de DNA é usado para criar
moléculas de acidos nucléicos derivadas de RuBisCo Ativase.
Embaralhamento de DNA pode ser conseguido 1in vitro, in
vivo, 1in silico, ou através de uma combinacdo desses.
Métodos in silico de recombinacdo podem ser efetuados nos
quais algoritmos genéticos sdao usados em um computador para
recombinar trechos de seqiiéncia que correspondem a &cidos

nucléicos homdélogos (ou mesmo ndo homdbdlogos). Os trechos
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de seqliéncia recombinados resultantes sdo opcionalmente
convertidos em &cidos nucléicos pela sintese de &cidos
nucléicos que correspondem as seqgiiéncias recombinadas,

e.g., em harmonia com técnicas de reunido de gene com

sintese de oligonucleotideo. Essa abordagem pode gerar
alteracgdes randémicas, parcialmente randémicas ou
projetadas. Varios detalhes em relagcdo a recombinagdo in

silico, incluindo o uso de algoritmos genéticos, operadores
genéticos e similares em sistemas de computador, combinados
com a geragdo de acidos nucléicos correspondentes, assim
como combinag¢des de acidos nucléicos projetados (e.g.,
baseado em selecdo de sitio de cross-over) assim como
projetadas, métodos de recombinagdo pseudo-randdémicos ou
randémicos, s&o descritos na arte (ver, e.g., International

Publication Nos. WO 00/42560 e WO 00/42559).

Em outro avango, mutagénese direcionada é usada para
criar moléculas de &cidos nucléicos derivadas de RuBisCo
Ativase escolhendo seqiiéncias de nucleotideos ou posicgdes
da RuBisCo Ativase de tipo selvagem em particular para
alteracgédo. Tais mutacdes direcionadas podem ser
introduzidas em qualquer posigcdo no acido nucléico e podem

ser conservadas ou nao conservadas.

Uma “substituicdo de aminoadcido n&o conservada” é uma
na qual o residuo de aminoadcido ¢é substituido com um
residuo de aminodcido tendo uma cadeia lateral diferente.
Familias de residuos de aminodcido tendo cadeias laterais

similares foram definidas na arte. Essas familias incluem
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aminodcidos com cadeias laterais bésicas (e.g., lisina,
arginina, histidina), cadeias laterais &cidas (e.g., &cido
aspartico, acido glutédmico, asparagina, glutamina), cadeias
laterais polares nao carregadas (e.g., glicina, serina,
treonina, tirosina, cisteina), cadeias laterais apolares
(e.qg., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptofano), cadeias laterais
B-ramificadas (e.qg., treonina, valina, isoleucina) e
cadeias laterais aromdticas (e.g., tirosina, fenilalanina,

triptofano, histidina).

Alternativamente ou adicionalmente a substituicgdes de
residuos de aminodcido ndo conservadas, tais mutag¢des podem
ser conservadas. Uma “substituicéo de aminodcido
conservada” ¢é uma na qual o residuo de aminoacido ¢é
substituido com um residuo de aminodcido tendo uma cadeia
lateral similar. Apds a mutagénese, a proteina codificada
pode ser expressa de forma recombinante e a atividade da

proteina pode ser determinada.

Em alguns avangos, substitui¢des podem ser feitas de
forma que o aminoadcido, na posigdo 42, possua uma cadeia
lateral ©polar ndo <carregada ou uma cadeia lateral
B-ramificada, na posigcdo 130, possua uma cadeia lateral
badsica, na posigdo 131, possua uma cadeia lateral apolar ou
uma cadeia lateral f-ramificada, na posicdo 168, possua uma
cadeia lateral béasica, na posigdo 257, possua uma cadeia
lateral apolar ou uma cadeia lateral pB-ramificada, na

posicdo 274, possua uma cadeia lateral basica, na posicédo
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293, possua uma cadeia lateral béasica, e/ou na posigdo 310,
possua uma cadeia lateral Aacida. As posigdes de
aminodcidos podem ser determinadas alinhando otimamente as
seqliéncias de aminodcidos do polipeptideo derivado de

rubisco ativase codificado com SEQ ID NO: 2.

Em outro avanco, mutagénese aleatdéria é usada para
criar moléculas de 4&cidos nucléicos derivadas de RuBisCo
Ativase. Mutacdes podem ser introduzidas randomicamente ao
longo de toda ou parte da seqiiéncia codificadora (e.g., por
mutagénese de saturacdo). Em certos avangos, seqiiéncias de
nucleotideos codificando outros polipeptideos relacionados
que possuem dominios similares, motivos estruturais, sitios
ativos, ou que se alinham com uma porcdo de RuBisCo Ativase
de tipo selvagem com faltas de <correspondéncia ou
correspondéncias imperfeitas, podem ser usadas no processo

de mutagénese para gerar diversidade de seqiéncias.

Deveria ser entendido que, para cada etapa de
mutagénese em algumas das técnicas acima mencionadas, um
nimero de ciclos interativos de quaisquer ou de todas as
etapas, podem ser efetuados para otimizar a diversidade de
seqliéncias. Os métodos acima descritos podem ser usados em
combinacdo em qualquer ordem desejada. Em varias
insténcias, os métodos resultam em um pool de seqgiéncias de
dcidos nucléicos alteradas ou um pool de células
hospedeiras recombinantes compreendendo seqliéncias de
4cidos nucléicos alteradas. As seqiéncias de A&cidos

nucléicos ou células hospedeiras alteradas, expressando uma
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seqiéncia de acidos nucléicos alterada com as
caracteristicas desejadas, podem ser identificadas por
rastreamento com um ou mais testes conhecidos na arte. Os
testes podem ser conduzidos sob condigdes que selecionam
polipeptideos possuindo as caracteristicas fisicas ou
quimicas desejadas. As alteragées‘na seqliéncia de A&cidos
nucléicos podem ser determinadas seqienciando-se a molécula
de A&cido nucléico codificando o polipeptideo alterado nos

clones.

Adicionalmente, moléculas de acidos nucléicos
derivadas de RuBisCo Ativase podem ser cbédon otimizadas,
tanto completamente ou em parte. Como qualquer aminodcido
(exceto metionina) é codificado por um numero de cdbddons
(Tabela 1), a seqiéncia da molécula de &acido nucléico pode
ser modificada sem mudar o aminoacido codificado.
Otimizacdo de <cbédon ¢é gquando um ou mais cdéddons sdo
alterados no nivel de &cido nucléico para coincidir com ou
se aproximar melhor do uso de cdédon de um hospedeiro em
particular. A freqiéncia de uso de cdédon preferida exibida
por uma célula hospedeira pode ser calculada fazendo a
média da freqliéncia de uso de cdédon preferido em um numero
grande de genes expressos pela célula hospedeira. Essa
anadlise pode ser limitada a genes que sdo altamente
expressos pela célula hospedeira. U.S. Patent No.
5.824.864, por exemplo, prové a freqliéncia de uso de cdbédon
por genes altamente expressos exibida por plantas
dicotileddébneas e plantas monocotileddneas. Aqueles de

conhecimento ordindrio na arte reconhecerdo que estéo
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disponiveis na arte tabelas e outras referéncias provendo
informagcdes de preferéncia para uma ampla gama de

organismos.

Métodos de ensaio de atividade da RuBisCo Ativase

A presente invengdo é direcionada para polipeptideos
derivados de RuBisCo Ativase com termoestabilidade
melhorada, se comparados a RuBisCo Ativase de tipo
selvagem. Como aqui usado, o termo “termoestabilidade
melhorada” refere-se & habilidade aumentada de RuBisCo
Ativase ativar a Rubisco sob condigdes aquecidas, se
comparado com RuBisCo Ativase do tipo selvagem. Em um
avanco, polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase tém
atividade enzimatica sob condig¢des aquecidas (e.g., 35°C ou
mais) que é maior que a atividade enzimdtica de RuBisCo
Ativase de tipo selvégem sob condig¢des aquecidas. Em outro
avango, polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase tém
atividade enzimdtica sob condig¢des aquecidas (e.g., 26°C ou
mais, mais preferivelmente 40°C para testes in vitro) que é
substancialmente similar a ou maior do que a atividade de
enzima de RuBisCo Ativase de tipo selvagem sob condicgdes
normais (e.g., 20-25°C, mais preferivelmente 25°C para
testes in vitro e 22°C para testes in vivo). Como aqui
usado, o termo “substancialmente similar” refere-se a
atividade enzimadtica de um polipeptideo derivado de rubisco
ativase que estd dentro de um desvio padrdo daquela de

Rubisco de tipo selvagem.
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Qualquer método conhecido na arte pode ser usado para
testar a atividade de polipeptideos derivados de RuBisCo
Ativase (incluindo, mas ndo se limitando a, ativacdo de

Rubisco e hidrélise de ATP) sob condig¢des aquecidas.

Em alguns avangos, a atividade do polipeptideo
derivado de rubisco ativase é testada in vitro. Em um
avango, polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase podem
ser testados para sua habilidade de ativar a Rubisco quando
incubados em solugdo compreendendo Rubisco desativada,
RuBP, ATP, e uma fonte de carbono marcado (e.qg.,
[C'*1NaHCO3) . A incorporacdo de carbono marcado em &cido 3-
fosfoglicérico (GPA) pode ser monitorada como uma indicacdo
de ativacdo de Rubisco. Em outro avango, polipeptideos
derivados de RuBisCo Ativase podem ser testados para sua
habilidade de hidrolisar ATP quando incubados em uma
solucdo compreendendo ATP. Os testes podem ser conduzidos
sob condig¢bes aquecidas ou sob condigdes normais, apds os
polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase serem aquecidos
antes da realizacdo do teste. Componentes purificados
podem ser usados, assim como células compreendendo os

componentes para ativacdo de Rubisco.

Em outros avancgos, a atividade de polipeptideo
derivado de rubisco ativase é testada in vivo. Plantas que
ndao expressam RuBisCo Ativase de tipo selvagem (e.g.,
mutantes de delegdo) sdao feitas para expressar um ou mais
polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase e podem ser

analisadas para taxas de fotossintese, biomassa, taxas de



10

15

20

25

28/74

crescimento, e producdo de sementes sob condigdes aquecidas
de cultivo. As plantas podem ser cultivadas totalmente sob
condic¢des aquecidas ou por periodos de tempo mais curtos
sob condicées aquecidas. Em um avancgo, taxas de
fotossintese sdo medidas analisando as plantas para fixacgdo
de CO;. Em outro avanco, taxas de crescimento sdo medidas
analisando a area foliar das plantas. Em outro avanco, a
producdo de sementes é analisada determinando-se o peso de
sementes de plantas maduras secas. Em outro avango, a
producdo de sementes é analisada determinando-se a taxa de

germinag¢do de semente.

Métodos de intensificar a tolerdncia ao calor em Plantas

RuBisCo Ativase ativa Rubisco em plantas. A Rubisco
ativada estd envolvida na fotossintese e é a etapa
limitante de taxa do processo fotossintético. Com a
atividade de RuBisCo Ativase diminuida, a Rubisco permanece
inativa e a fotossintese se torna mais lenta ou para.
Temperaturas aumentadas desestabilizam e/ou desnaturam a
RuBisCo Ativase, deixando, dessa forma, a enzima menos
capaz ou incapaz de converter Rubisco inativa para a forma
ativa. A presente invengdo é direcionada para
polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase com
termoestabilidade melhorada, se comparados com RuBisCo
Ativase de tipo selvagem. Sendo assim, O pProcesso
fotossintético pode se tornar mais tolerante ao calor com o
envolvimento de polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase

com termoestabilidade melhorada.
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Qualgquer método conhecido na arte pode ser usado para
fazer plantas expressarem um ou mais dos polipeptideos
derivados de RuBisCo Ativase da invencdo. Em um avancgo,
plantas transgénicas podem ser feitas para expressar um ou
mais polipeptideos da invengdo. A planta transgénica pode
expressar um ou mais polipeptideos da invencdo em todos os
tecidos (e.g., expressdo global). Alternativamente, um ou
mais polipeptideos da invengdo podem ser expressos apenas
em um subgrupo de tecidos (e.g., expressdo especifica de
tecido), preferencialmente aqueles tecidos ou organelas
envolvidas na fotossintese (e.qg., os plastidios).
Polipeptideos da invencgdo podem  ser expressos
constitutivamente na planta ou estar sob o controle de um
promotor induzido. Em alguns avangos, a expressdo e/ou
atividade da RuBisCo Ativase enddégena da planta é reduzida

ou eliminada.

Expressdo Recombinante

Moléculas de é&cidos nucléicos e polipeptideos da
invencdo podem ser expressos de forma recombinante usando
DNA recombinante padrdo e técnicas de clonagem molecular
que sdo bem conhecidas na arte (e.g., Sambrook, Fritsch,

and Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual; Cold

Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor,
(1989)). Adicionalmente, técnicas de DNA recombinante
podem ser usadas para criar construgdes de acidos nucléicos

adequados para uso na produgdao de plantas transgénicas.
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Conseqgqiientemente, um aspecto da invencdo pertence a
vetores, preferencialmente vetores de expressao,
compreendendo uma molécula de &cido nucléico da invencéo,
ou uma variante desses. Como aqui usado, o termo “vetor”
refere-se a um polinucleotideo capaz de transportar outro
dcido nucléico ao qual foi ligado. Um tipo de vetor é um
“plasmidio”, que se refere a um loop de DNA de dupla-fita
circular no gqual segmentos de DNA adicionais podem ser
introduzidos. Outro tipo de vetor é um vetor viral,
caracterizado pelo fato de que segmentos de DNA adicionais

podem ser introduzidos no genoma viral.

Certos vetores sd&o capazes de replicacdo autdnoma em
uma célula hospedeira na qual sdo introduzidos (e.qg.,
vetores bacterianos tendo uma origem de replicacéo
bacteriana e vetores epissomais). Outros vetores (e.qg.,
vetores ndo epissomais) sdo integrados no genoma de uma
célula hospedeira com a introdu¢do na célula hospedeira, e,
dessa forma, sdo replicados Jjunto <com o genoma do
hospedeiro. Em geral, vetores de expressdo de utilidade em
técnicas de DNA recombinante estdo freqiientemente na forma
de plasmidios (vetores). Contudo, a invencdo deve incluir
tais outras formas de vetores de expressdo, tais como

vetores virais (e.g., retrovirus de replicacdo defeituosa).

Os vetores de expressdo recombinantes da invencdo
compreendem uma molécula de acido nucléico da invencgdo em

uma forma adequada para expressdo da molécula de Aacido
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nucléico e uma célula hospedeira. Isso significa que os
vetores de expressdo recombinantes incluem uma ou mais
seqiéncias reguladoras, selecionadas com base nas células
hospedeiras a serem usadas para expressdo, que sdo
operacionalmente associadas com o polinucleotideo a ser
exXpresso. Em um vetor de expressdo recombinante,
“operacionalmente associado” deve significar que a
seqiiéncia de nucleotideos de interesse estd ligada a(s)
seqiéncia(s) reguladora(s) de uma maneira que permite a
expressdo da seqiéncia de nucleotideos (e.g., em um sistema
de transcricdo/traducéo in vitro ou em uma célula
hospedeira quando o vetor ¢é introduzido na célula
hospedeira). O termo “seqliéncia reguladora” deve incluir
promotores, intensificadores e outros elementos de controle
de expressdo (e.g., sinais de poliadenilacgéo). Tais
seqiéncias reguladoras estdo descritas na arte (e.g.,

Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology,

(1990) Academic Press, San. Diego, CA) . Seqiiéncias
reguladoras incluem aquelas que direcionam a expressao
constitutiva de uma seqiéncia de nucleotideos em varios
tipos de células hospedeiras e aquelas que direcionam a
expressdo da seqléncia de nucleotideos apenas em certas
células hospedeiras (e.g., seqliéncias reguladoras
especificas de tecido). Serd ponderado por aqueles
especialistas na arte que o projeto do vetor de expressdo
pode depender de tais fatores, como, a escolha da célula
hospedeira a ser transformada, o nivel de expressdo de
proteina desejado, a &rea do organismo no qual a expressdo

é desejada, etc. Os vetores de expressdo da invencdo podem
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ser introduzidos em células hospedeiras para, dessa forma,
produzir proteinas ou peptideos, incluindo proteinas ou
peptideos de fusdo, codificados por moléculas de A&acidos

nucléicos como aqui descrito.

Em alguns avangos, acidos nucléicos isolados, que
servem como elementos promotores ou intensificadores, podem
ser introduzidos na posicgdo apropriada (geralmente acima)
de uma forma ndo heterdéloga de um polinucleotideo da
presente invengdo, de forma a regular ©positiva ou
negativamente a expressdo de um polinucleotideo da presente
invencao. Por exemplo, promotores enddgenos podem ser
alterados in vivo por mutagdo, delegdo, e/ou substituicédo
(ver, U.S. Patent No. 5.565.350; International Patent
Application No. PCT/US93/03868), ou promotores isolados
podem ser introduzidos em uma célula vegetal na orientacdo
e distéancia correta de um gene cognato de um
polinucleotideo da presente invencdo, de forma a controlar
a expressdo do gene. A expressdo génica pode ser modulada
sob condig¢des adequadas para crescimento vegetal, de forma
a alterar a concentragdo total e/ou alterar a composicgdo
dos polipeptideos da presente invengdo em células vegetais.
Assim, a presente invencdo prové composicdes, e métodos
para fazer promotores e/ou intensificadones heterdlogos
operacionalmente ligados a uma forma nativa, enddgena
(i.e., ndo heterdloga) de um polinucleotideo da presente

invencao.



10

15

20

25

33/74

Se a expressdo de polipeptideo ¢é desejada, é
geralmente desejavel incluir uma regido de poliadenilacao
na extremidade 37 de uma regido codificadora de
polinucleotideo. A regido de poliadenilagdo pode ser
derivada do gene natural, de uma variedade de outros genes
vegetais, ou de T-DNA. A seqiéncia da extremidade 3’ a ser
adicionada pode ser derivada de, por exemplo, genes de
nopalina sintase ou octopina sintase, ou alternativamente
de outro gene vegetal ou, menos preferencialmente, de outro

gene eucarionte.

Os vetores de expressdao recombinantes da invencgédo
podem ser projetados para expressdao de um polipeptideo da
invencao em células procaridticas (e.qg.,
Enterobacteriaceae, talis como Escherichia; Bacillaceae;
Rhizoboceae, tais como Rhizobium e Rhizobacter;
Spirillaceae, tais como fotobactérias; Zymomonas; Serratia;
Aeromonas; Vibrio; Desulfovibrio; Spirillum;
Lactobacillaceae; Pseudomonadaceae, tais como Pseudomonas e
Acetobacter; Azotobacteraceae e Nitrobacteraceae) ou
células eucaridticas (e.g., células de insetos wusando

vetores de expressdo de bacilovirus, células de leveduras,

células vegetais, ou células de mamiferos) (ver, Goeddel,
supra. para uma discussdo sobre células hospedeiras
adequadas) . Alternativamente, o vetor de expresséo

recombinante pode ser transcrito ou traduzido in vitro,
usando, por exemplo, seqgiéncias reguladoras promotoras T7 e

T7 polimerase.
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A expressdo de proteinas em procariontes ¢é mais
freqgientemente conduzida em E. coli com vetores
compreendendo promotores constitutivos ou induzidos
direcionando a expressdo tanto de proteinas de fusdo ou néao
de fusédo. Vetores de fusdo adicionam um numero de
aminoacidos a uma proteina ail codificada, usualmente ao
terminal amino da proteina recombinante. Tais vetores de
fusdo tipicamente servem ao menos para trés propdésitos: 1)
para aumentar a expressdo da proteina recombinante; 2) para
aumentar a solubilidade da proteina recombinante; e/ou 3)
para adicionar na purificagdo da proteina recombinante
atuando como um ligante em purificacdo de afinidade.
Freqlientemente, em vetores de expressdo de fusdo, um sitio
de clivagem proteolitica é introduzido na juncdo da porgao
de fusdo com a proteina recombinante para permitir a
separagdo da proteina recombinante a partir da porgdo de
fusdo subseqliente & purificacdo da proteina de fusdo. Tais
enzimas, € suas seqiéncias de reconhecimento cognatas,
incluem Factor Xa, trombina e enteroquinase. Vetores de
expressdo de fusdo tipicos incluem pGEX (Pharmacia Biotech
Inc; Smith and Johnson, (1988) Gene 67:31-40), pMAL (New
England Biolabs, Beverly, MA) e PRITS (Pharmacia,
Piscataway, NJ) que fundem glutationa S-transferase (GST),
proteina E de ligagdo a maltose, ou proteina A,

respectivamente, para a proteina recombinante alvo.

Em outro avanco, o vetor de expressdo & um vetor de
expressdo de leveduras. Exemplos de vetores para expressédo

na levedura S. cerevisiae incluem pYepSecl (Baldari, et
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al., (1987) EMBO J. 6:229-234), pMFa (Kurjan and
Herskowitz, (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz, et
al., (1987) Gene 54:113-123), pYES2 (Invitrogen Corp., San

Diego, CA), e pPicZ (Invitrogen Corp., San Diego, CA).

Alternativamente, o vetor de expressdo é um vetor de
expressdo bacilovirus. Vetores de bacilovirus disponiveis
para expressdo de proteinas em células de insetos
cultivadas (e.g., células Sf 9) incluem a série pAc (Smith,
et al., (1983) Mol. Cell Biol. 3:2156-2165) e a série pVL

(Lucklow and Summers, (1989) Virology 170:31-39).

Ainda em outro avanco, uma molécula de &cido nucléico
da invencgdo é expressa em células vegetais usando um vetor
de expressdo vegetal incluindo, mas ndo limitado a, vetores
de expressdo de virus de mosaico de tabaco e virus de

batata.

Qutros sistemas de expressao adequados para ambas
células procariontes e eucariontes sdo conhecidos na arte
(ver, e.g., capitulos 16 e 17 de Sambrook, et al. (1990)

Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring

Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

Um numero de promotores pode ser usado na préatica da
invencdo. Os promotores podem ser selecionados baseados no
resultado desejado. Os acidos nucléicos podem ser

combinados com promotores constitutivos, tecido-
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especificos, induzidos, ou outros promotores para expressao

no organismo hospedeiro.

Um ‘“promotor tecido-especifico” pode direcionar a
expressdo de acidos nucléicos da presente inveng¢do em um
tecido especifico, ©6érgdo ou tipo de célula especificos.
Promotores tecido-especificos podem ser induzidos.
Similarmente, promotores tecido-especificos podem apenas
promover a transcrigdo em um certo periodo de tempo ou
estdgio de desenvolvimento naquele tecido. Outros
promotores tecido-especificos podem ser ativados ao longo
do ciclo de vida de um tecido em particular. Alguém de
conhecimento ordindrio na arte reconhecerd que um promotor
especifico de tecido pode dirigir a expressdo de seqgiiéncias
operacionalmente ligadas em tecidos que ndo o tecido alvo.
Assim, como aqui usado, um promotor especifico de tecido é
um que dirige a expressdo preferencialmente no tecido ou
tipo de <célula alvo, mas pode também levar a alguma
expressdo em outros tecidos também. Um numero de
promotores tecido-especificos pode ser usado na presente
invengéo. Com o promotor apropriado, qualquer &6rgdo pode
ser visado, tal como org&dos/estruturas vegetativas (e.g.,
folhas, caules e tubérculos), raizes, flores e
brgdos/estruturas florais (e.qg., bracteas, sépalas,
pétalas, estames, carpelos, anteras e Ovulos), sementes
(incluindo embrides, endosperma, e cobertura de semente) e
fruto. Por exemplo, promotores que direcionam a expressao
de moléculas de &cidos nucléicos em promotores especificos

de folhas e/ou oérgdos fotossintéticos (tais como promotor
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RBCS descrito em Khoudi, et al., (1997) Gene 197:343) sé&o
Uteis para intensificar a fotossintese. Adicionalmente,
expressdo tecido-especifica pode ser obtida adicionando-se
um peptideo em um polipeptideo da invenc¢do, que direciona a
localizacgao do polipeptideo anexado aos érgaos
fotossintéticos (tais como aqueles descritos em U.S. Patent

Application Serial No. 11/150.054).

Um “promotor constitutivo” é definido como um promotor
que 1ra direcionar a expressdo de um gene em todos os
tecidos e sdo ativos sob a maioria das condicgdes ambientais
e estados de desenvolvimento ou de diferenciacdo celular.
Exemplos de promotores constitutivos incluem a regido de
iniciacdo de transcrigdo de virus de mosaico de couve-flor
(CaMV) 35S, o promotor 1’- ou 2’'- derivado de T-DNA de
Agrobacterium tumafaciens, e outras regides de iniciagao de
transcricdo de vArios genes vegetais conhecidos daqueles de
conhecimento ordindrio na arte. Tals genes incluem, por
exemplo, ACT11 de Arabidopsis (Huang, et al., (1996) Plant
Mol. Biol. 33:125-139), Cat3 de Arabidopsis (GenBank
Accession No. U43147, Zhong, et al., (1996) Mol. Gen.
Genet. 251:196-203), o gene codificando proteina desaturase
carregadora de estearoil-acil de Brassica napus (Genbank
Accession No. X74782, Solocombe, et al., (1994) Plant
Physiol. 104:1167-1176), GPcl de milho (GenBank Accession
No. X15596, Martinez, et al., (1989) J. Mol. Biol. 208:551-
565), e Gpc2 de milho (GenBank Accession No. U45855,
Manjunath, et al., (1997) ‘'Plant Mol. Biol. 33:97-112).

Qualquer promotor constitutivo forte, tal como o promotor
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CaMVv 358, pode ser usado para a expressao de

polinucleotideos da presente invencdo pela planta.

O termo “promotor induzido” refere-se a um promotor
que estéa sob preciso controle ambiental ou por
desenvolvimento. Exemplos de condigdes ambientais que
podem afetar a transcrigdo por promotores induzidos incluem
condi¢cdes anaerdbicas, temperatura elevada, a presenca de

luz, ou borrifamento com quimicos/hormdénios.

Promotores constitutivos adequados para uso em uma
célula vegetal hospedeira incluem, por exemplo, o promotor
nicleo do promotor Rsyn7 e outros promotores constitutivos
relacionados (International Publication No. WO 99/43838 and
U.S. Patent No. 6.072.050); o promotor nlUcleo CaMV 35S
(Odell, et al., (1985) Nature 313:810-812); actina de arroz
(McElroy, et al., (1990) Plant Cell 2:163-171); ubiquitina
(Christensen, et al., (1989) Plant Mol. Biol. 12:619-632
and Christensen, et al., (1992) Plant Mol. Biol. 18:675-
689); pEMU (Last, et al., (1991) Theor. Appl. Genet.
81:581-588); MAS (Velten, et al., (1984) EMBO J. 3:2723-
2730) ; promotor ALS (U.S. Patent No. 5.659.026), e
similares (e.g., U.S. Patent Nos. 5.608.149; 5.608.144;
5.604.121; 5.569.597; 5.466.785; 5.399.680; 5.268.463;
5.608.142; e 6.177.611).

Outro aspecto da 1invengdo refere-se a células
hospedeiras nas quais um vetor de expressdo recombinante da

invengdo foi introduzido. Os termos “célula hospedeira” e
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“célula hospedeira recombinante” sdo aqui usados
intercambiavelmente. E entendido que tais termos referem-
se ndo apenas a célula objeto em particular, mas & progénie
ou progénie potencial de tal célula. Como certas
modificacdes podem ocorrer em dJgeragdes sucessivas devido
tanto a mutagdo ou influéncias ambientais, tal progénie
pode, na verdade, ndo ser idéntica a célula parental, mas

ainda é incluida no escopo do termo, como aqui usado.

Conseqlientemente, a presente invengdo prové uma célula
hospedeira tendo um vetor de expressdo compreendendo uma
molécula de 4&cido nucléico da invengdo, ou um variante
desse. Uma célula hospedeira pode ser qualquer célula
procaridética (e.g., E. coli, Bacillus thuringiensis) ou
eucaridética (e.g., células de insetos, leveduras ou células
vegetais) . A invengdo também prové um método para
expressar uma molécula de 4&acido nucléico da invencéo,
fazendo, assim, o polipeptideo codificado compreendendo as
etapas de 1) cultivar uma célula compreendendo uma molécula
de &acido nucléico da invencdo sob condigdes gque permitem a
producdo do polipeptideo codificado; e ii) isolar o

polipeptideo expresso.

O DNA do vetor pode ser introduzido em células
procaridéticas ou eucaridticas via técnicas de transformacgédo
ou transfeccdo convencionais. Como aqui usado, os termos
“transformacdo” e “transfeccdo” devem referir-se a uma
variedade de técnicas reconhecidas na arte para introduzir

moléculas de &cidos nucléicos estrangeiras em uma célula
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hospedeira, incluindo co-precipitacdo de fosfato de céalcio
ou cloreto de calcio, transfecgdo mediada por DEAE-dextran,
lipofecgdo, eletroporacgdo, Agrobacterium tumefaciens, e
infiltragcdo a vacuo. Métodos adequados para transformar ou
transfectar células hospedeiras podem ser encontrados na

arte (e.g., Sambrook, et al., supra.).

Producdo de Plantas transgénicas

Qualquer método conhecido na arte pode ser usado para
transformar uma planta ou célula vegetal com uma molécula
de 4cido nucléico da presente invencéo. Moléculas de
acidos nucléicos podem ser incorporadas em DNA vegetal
(e.g., DNA gendmico ou DNA de cloroplasto) ou ser mantidas
sem 1insercdo no DNA vegetal (e.g., através do usc de
cromossomos artificiais). Métodos adequados de introduzir
moléculas de &acidos nucléicos em células vegetais incluem
microinjegdo (Crossway, et al., (1986) Biotechniques 4:320-
334); eletroporagdo (Riggs, et al., (1986) Proc. Natl.
Acad. Sci. 83:5602-5606; D'Halluin, et al., (1992) Plant
Cell 4:1495-1505); transformag¢do mediada por Agrobacterium
(U.S. Patent Nos. 5.563.055 e 5.981.840, Osjoda, et al.,
(1996) Nature Biotechnology 14:745-750; Horsch, et al.,
(1984) Science 233:496-498; Fraley, et al., (1983) Proc.
Natl. Acad. Sci. 80:4803; e Gene Transfer to Plants,
Potrykus, ed., Springer-Verlag, Berlin 1995); transferéncia
de gene direta (Paszkowski, et al., (1984) EMBO J.
3:2717-2722); aceleracdo balistica de particulas (U.S.
Patent Nos. 4.945.050; 5.879.918; 5.886.244; 5.932.782;
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Tomes, et al., (1995) “Direct DNA Transfer into Intact

Plant Cells via Microprojectile Bombardment, in Plant Cell,

Tissue, and Organ Culture: Fundamental Methods, ed. Gamborg

and Phillips, Springer-Verlag, Berlin; e McCabe, et al.,
(1988) Biotechnology 6:923-926); transformagdo mediada por
virus (U.S. Patent Nos. 5.889.191, 5.889.190, 5.866.785,
5.589.367 and 5.316.931); transformacdo de pdlen (De Wet,

et al., (1985) in The Experimental Manipulation of Owvule

Tissues, ed. Chapman, et al., Longman, New York, pp. 197-
209); transformacdo Lec 1 (U.S. Patent Application Ser. No.
09/435.054; International Publication No. WO 00/28058);
transformacdo mediada por fios de <carbeto de silicio
(Kaeppler, et al., (1990) Plant Cell Reports 9:415-418;
Kaeppler, et al., (1992) Theor. Appl. Genet. 84:560-566); e
tecnologia de transformacdo de cloroplasto (Bogorad, (2000)
Trends in Biotechnology 18:257-263; Ramesh, et al., (2004)
Methods Mol Biol. 274:301-7; Hou, et al., (2003) Transgenic
Res. 12:111-4; Kindle, et al., (1991) Proc. Natl. Acad.
Sci. 88:1721-5; Bateman and Purton, (2000) Mol Gen Genet.

263:404-10; Sidorov, et al., (1999) Plant J. 19:209-216).

A escolha de protocolos de transformacdo usados para
gerar plantas transgénicas e células vegetais transgénicas
pode variar dependendo do tipo de planta ou célula vegetal,
i.e., monocotileddnea ou dicotileddnea, visada para
transformacgéo. Exemplos de protocolos de transformacdo
particularmente adequados para um tipo de planta em
particular incluem aqueles para: batata (Tu, et al., (1998)

Plant Molecular Biology 37:829-838; Chong, et al., (2000)
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Transgenic Research 9:71-78); soja (Christou, et al.,
(1988) Plant Physiol. 87:671-674; McCabe, et al., (1988)
BioTechnology 6:923-926; Finer and McMullen, (1991) 1In
Vitro Cell Dev. Biol. 27P:175-182; Singh, et al., (1998)
Theor. Appl. Genet. 96:319-324); milho (Klein, et al.,
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85:4305-4309; Klein, et al.,
(1988) Biotechnology 6:559-563; Klein, et al., (1988) Plant
Physiol. 91:440-444; Fromm, et al., (1990) Biotechnology
8:833-839; Tomes, et al., (1995) “Direct DNA Transfer into
Intact Plant Cells via Microprojectile Bombardment,” in

Plant Cell, Tissue, and Organ Culture: Fundamental Methods,

ed. Gamborg (Springer-Verlag, Berlin)); cereais (Hooykaas-
Van Slogteren, et al., (1984) Nature 311:763-764; U.S.
Patent No. 5.736.369).

Em alguns avangos, mais de uma construgdo é usada para
transformacdo na geracdo de plantas e células vegetais
transgénicas. Miltiplas construcdes podem ser incluidas
nas posigdes cis ou trans. Em avangos preferidos, cada
construgao possui um  promotor e outras seqliéncias

reguladoras.

As plantas transgénicas podem expressar o transgene de
qualquer meio conhecido na arte incluindo, mas nao se
limitando a, expressdo constitutiva, expressdo regulada por
desenvolvimento, e expressdo especifica de tecido. Em um
avanco especifico, promotores que direcionam a expressao de
moléculas de 4&cidos nucléicos em folhas e/ou 6érgéos

fotossintéticos (tais como o promotor RBCS descrito em
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Khoudi, et al., Gene 197:343) sao usados para expressar as
moléculas de Aacidos nucléicos e/ou polipeptideos da

invencdo.

Células vegetais transformadas, que sdo derivadas por
qualquer das técnicas de transformagcdo acima, podem ser
cultivadas para gerar uma planta inteira que possui o
gendétipo transformado e, assim, o fendétipo desejado. Tais
técnicas de regeneragdo confiam na manipulagdo de certos
fito-horménios em um meio de crescimento de cultura de
tecidos, tipicamente confiando em um marcador de biocida
e/ou herbicida que foi introduzido junto com as seqgiiéncias
de nucleotideos desejadas. A regeneracdoc de plantas a
partir de protoplastos cultivados é descrita na arte (e.g.,

Evans, et al., Protoplasts Isolation and Culture, Handbook

of Plant Cell Culture, pp. 124-176, MacMillilan Publishing

Company, New York, 1983; e Binding, Regeneration of Plants,
Plant Protoplasts, pp. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985).
A regeneracdo pode ser também obtida a partir de calos
vegetais, explantes vegetais, Orgdos vegetais, ou partes
desses. Tais técnicas de regeneracdoc sdo também descritas

na arte (e.g., Klee, et al., (1987) Ann. Rev. of Plant Phys

38:467-486) .
0 termo “planta” inclui plantas inteiras,
bérgdos/estruturas de brotos vegetativos (e.g. folhas,

caules e tubérculos), raizes, flores e oérgdos/estruturas
florais (e.g. bracteas, sépalas, pétalas, estames, carpelos

anteras e 6vulos), sementes (incluindo embrides,
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endosperma, e cobertura de semente) e fruto (o ovario
maduro), tecido vegetal (e.g. tecido vascular, tecido de
solo, e similares) e células (e.g. células de guarda,
células de ovos, tricomas e similares), e progénie das
mesmas. A classe de plantas que pode ser usada em métodos
da presente inveng¢do inclui a classe de plantas superiores

e inferiores ©passiveis de técnicas de transformacéo,

incluindo angiospermas (plantas monocotileddneas e
dicotiledéneas), gimnospermas, samambaias, e algas
multicelulares. Plantas de uma variedade de niveis de

ploidia, incluindo aneupldides, polipléides, dipldides,

hapldéide e plantas hemizigdticas s&o também incluidas.

As moléculas de &cidos nucléicos da invencdo podem ser
usadas para conferir tracos desejados essencialmente em
qualquer planta. Assim, a invencdo possui uso sobre uma
ampla gama de plantas, 1incluindo espécies dos géneros
Agrotis, Allium, Ananas, Anacardium, Apium, Arachis,
Asparagus, Athamantha, Atropa, Avena, Bambusa, Beta,
Brassica, Bromus, Browaalia, Camellia, Cannabis, Carica,
Ceratonia. Cicer, Chenopodium, Chicorium, Citrus,
Citrullus, Capsicum, Carthamus, Cocos, Coffea, Coix,
Cucumis, Cucurbita, Cynodon, Dactylis, Datura, Daucus,
Dianthus, Digitalis, Dioscorea, Elaeis, Eliusine,
Euphorbia, Festuca, Ficus, Fragaria, Geranium, Glycine,
Graminae, Gossypium, Helianthus, Heterocallis, Hevea,
Hibiscus, Hordeum, Hyoscyamus, Ipomoea, Lactuca, Lathyrus,
Lens, Lilium, Linum, Lolium, Lotus, Lupinus, Lycopersicon,

Macadamia, Macrophylla, Malus, Mangifera, Manihot,
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Majorana, Medicago, Musa, Narcissus, Nemesia, Nicotiana,
Onobrychis, Olea, Olyreae, Oryza, Panicum, Panicum,
Panieum, Pannisetum, Pennisetum, Petunia, Pelargonium,
Persea, Pharoideae, Phaseolus, Phleum, Picea, Poa, Pinus,
Pistachia, Pisum, Populus, Pseudotsuga, Pyrus, Prunus,
Pseutotsuga, Psidium, Quercus, Ranunculus, Raphanus, Ribes,
Ricinus, Rhododendron, Rosa, Saccharum, Salpiglossis,
Secale, Senecio, Setaria, Sequoia, Sinapis, Solanum,
Sorghum, Stenotaphrum, Theobromus, Trigonella, Trifolium,
Trigonella, Triticum, Tsuga, Tulipa, Vicia, Vitis, Vigna, e

JZea.

Em avangos especificos, plantas transgénicas séo
plantas de milho, tomate, batata, arroz, soja, algodéao,
girassol, alfafa, alface, <canola, sorgo, ou plantas de

tabaco.

Plantas transgénicas podem ser cultivadas e
polinizadas tanto com a mesma linhagem transformada ou
linhagens diferentes. Duas ou mais geracgdes das plantas
podem ser cultivadas para garantir que a expressdo da
molécula de 4&cido nucléico desejada, polipeptideo e/ou
caracteristica fenotipica esteja estavelmente mantida e
herdada. Alguém de conhecimento ordindrio na arte
reconhecerd que, apdés a molécula de 4&cido nucléico da
presente invengdo ser estavelmente incorporada em plantas
transgénicas e confirmada por ser operacional, ela pode ser

introduzida em outras plantas por cruzamento sexuado.
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Qualgquer de um numero de técnicas de cruzamento padrdo pode

ser usada, dependendo da espécie a ser cruzada.

Determinagdo de Expressdo em Plantas transgénicas

Qualquer método conhecido na arte pode ser usado para
determinar o nivel de expressdo em uma planta de uma
molécula de &cido nucléico da invengdo ou polipeptideo
codificado a partir dai. Por exemplo, o nivel de expresséo
de um polipeptideo codificado por uma molécula de 4&cido
nucléico da invengdo em uma planta pode ser determinado
usando técnicas moleculares incluindo, mas ndo se limitando
a, teste imuno, imunoprecipitacdo, eletroforese de gel, e

eletroforese de gel quantitativa.

Adicionalmente, o nivel de expressdo em uma planta de
um polipeptideo codificado por wuma molécula de Aacido
nucléico da invencdo pode ser determinado pelo grau ao qual
o fendétipo vegetal (incluindo, mas ndo se limitando a,
taxas de fotossintese, taxas de crescimento, e produgdo de
sementes) é alterado sob condic¢des aquecidas, comparado a

plantas expressando RuBisCo Ativase de tipo selvagem.

Adicionalmente, extratos ou polipeptideos isolados de
plantas transgénicas, tecidos dessas, ou células dessas

podem ser usados em testes in vitro.

Os conteudos de todos artigos, livros, manuals de

referéncia e resumos publicados aqui citados, sdo, por meio
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deste, incorporados por referéncia em sua integridade para
descrever mais completamente o estado da arte a qual a

invencdo pertence.

Como varias mudancas podem ser feitas na matéria acima
descrita sem sair do escopo e espirito da presente
invencdo, pretende-se que todo assunto contido na descrigéo
acima, e/ou definido nas reivindicacdes em anexo, seja
interpretado como descritivo ilustrativo da presente
invencdo. Modificacdes e variacdes da presente invencdao

sdo possiveis a luz dos ensinamentos acima.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Isolando polipeptideos derivados de RuBisCo

Ativase

Bibliotecas de RuBisCo Ativase foram geradas a partir de um
Unico embaralhamento de genes (ver, e.g., Crameri, et al.,
(1998) Nature. 391(6664):288-91; Chang, et al., (1999) Nat
Biotechnol. 17(8):793-7; Ness, et al., (1999) Nat
Biotechnol. 17(9):893-6; Christians, et al., (1999) Nat
Biotechnol. 17(3):259-64 e US Patent Nos. 6.605.430;
6.117.679; e 5.605.793) e embaralhamento sintético (ver,
e.g., US Patent No. 6.436.675 e International Publication
Nos. WO 00/42561; WO 01/23401; WO 00/42560; e WO 00/42559)
usando RuBisCo Ativase de tipo selvagem de SEQ ID NO: 1

como modelo.
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Resumidamente, Arabidopsis RNA foi isolada a partir de
folhas verdes usando reagente Trizol® de acordo com o
protocolo do fabricante (Invitrogen). DNAc de RCA (GenBank
accession number NM 179990) foi clonado por PCR em vetor
TOPO® (Invitrogen) usando o kit de PCR RT-PCR Kit TITANIUM
de uma etapa (BD Biosciences-Clontech). Para
embaralhamento de gene UuUnico na primeira rodada, a forma
RCA curta madura (regido codificadora V59 para K438) foi
amplificada por PCR (Qiagen Tag DNA polimerase ou
Stratagene Mutazyme DNA polimerase), fragmentada, e
reagrupada em uma reacdao de PCR sem primer nos Jenes
embaralhados foram, entdo, resgatados <com o0s primers
flanqueando que contém um sitio Ncol (5’) e um sitio BamHI,
regido codificadora 6x-His e um cédon de parada (3'). A
biblioteca de variantes foli «clonada em um vetor de
expressdo de E. coli (pET16b, Novagen) digerido com Ncol e
BamHI. Para aumentar o pool genético na primeira rodada,
embaralhamento sintético fol conduzido usando a diversidade
de trigo, arroz, algoddo, espinafre e pepino (ver, Ness, et
al., (2002) Nat Biotechnol. 20:1251-1255). Uma segunda
rodada de embaralhamento de genes, usando os variantes da
primeira rodada como pais, foi realizada como previamente
descrito por Crameri, et al., (1998) Nature 15:288-291.
Polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase com
termoestabilidade melhorada foram isolados pela seguinte

metodologia de rastreamento.

Primeira bancada: Teste de ativacdo de Rubisco. Culturas

de E. coli expressando um polipeptideo derivado de rubisco
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ativase foram empelotadas a 4°C, 3.500 rpm por 15 minutos e
armazenadas em uma placa de PCR de 96 pog¢os com fundo em V
a -80°C. Lisado de células de E. coli foi preparado
descongelando as culturas em temperatura ambiente por 5
minutos, adicionando 75pl de tampdo de sonicagdo (100mM
Tricina KOH pH 8,0; 20mM ascorbato; 3mM Mg-ATP; 10mM MgCl,;
10% v/v glicerol; 10mM Bme; x3,33 inibidor de protease; 1
pl/ml benzonase; 1 mg/ml lisosima) para cada pogo, e
agitando a placa por 60 minutos a 4°C até que a pelota
tenha sido lisada. As placas foram sonicadas com sonicador
de microplacas MISONIX por 1 minuto e, entdo, resfriadas
por 1 minuto. Esse processo foi repetido quatro vezes. As
culturas foram centrifugadas a 4.000 rpm por 20 minutos a
4°cC. O sobrenadante que continha proteina soluvel foi

usado nos testes de ativacdo de Rubisco.

Vinte e dois pl do sobrenadante de E. coli foi
transferido para uma placa de cintilagdo de 96 pogos com
fundo em U e incubado a temperatura ambiente por 15 minutos
(e usado como o lisado para “condigdes normais” nos
testes) . O tratamento por calor do lisado foi efetuado
transferindo 35 pl do sobrenadante de E. coli para uma
placa de PCR de 96 pogos de fundo em V e incubando a 40°C
por 15 minutos. O sobrenadante tratado com calor foi,
entdo, transferido para uma placa de cintilacdo de 96 pocos
com fundo em U (e usado como o lisado para “condicdes
aquecidas” nos testes). Ambas as placas foram incubadas

por 5 minutos a 4°C antes da realizacdo do teste.
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A ativacdo de Rubisco foi testada incubando-se o
lisado de células contendo RuBisCo Ativase ou um
polipeptideo derivado de rubisco ativase com Rubisco
Arabidopsis desativada purificada (15 pg) no tampdo de
reagao (100mM Tricina KOH pH 8,0; 10mM MgCl,; 10 mM
[**C]NaHCO3; Mg-ATP; 4mM RuBP; 1mM PEP; 40 pg/ml piruvato
quinase) a temperatura ambiente por 15 minutos (ver, Shen,
et al., (1991) J. Biol. Chem. 266:8963-8968). A ativacao
de Rubisco por lisado de células expressando polipeptideos
derivados de RuBisCo Ativase foi terminada pela adicdo de 1
N HC1, e a incorporacéo de 14COZ determinada por

espectroscopia de cintilagdo liquida.

A Rubisco usada no teste acima descrito foi purificada
a partir de folhas de Arabidopsis. As folhas foram
homogeneizadas e congeladas em nitrogénio liquido antes da
ressuspensdao em tampdo de extracdo (100mM Hepes-KOH pH 8,0;
lmM EDTA pH 8,0; 3mM DDT; 0,5 mM PMSF; 10mM MgCl,; 10mM
NaHCOs3) . A suspensdo fol centrifugada a 12.000 rpm por
20min a 4°C e o sobrenadante foi coletado. O sobrenadante
foi mantido em gelo sob agitag¢do continua enquanto sulfato
de amdnio era adicionado a uma concentracdo final de 35% de
saturacdo e centrifugado a 12.000 rpm por 20 min a 4°C. O
sobrenadante foi agitado por 30 min adicionais. Com sulfato
de aménio a uma concentragcdo final de 55% de saturacéao
antes da centrifugacdo a 12.000 rpm por 20min a 4°C. A
pelota foi dissolvida em tampdo de extragdo e depois
precipitada com polietileno glicol a 18% e centrifugacéo.

A pelota foi ressuspendida em tampdo de extracdo (cerca de



10

15

20

25

51/74

1 ml/ 40ml de sobrenadante original) e centrifugada a
13.000 rpm por 30 min a 4°C. A Rubisco purificada foi no
sobrenadante e glicerol adicionada a uma concentrag¢do final

de 10%.

A Rubisco purificada foi desativada pelo seguinte
protocolo (ver, Wang, et al., (1992) Plant Physiol.
100:1858-1862). Dez mM de DTT foram adicionados & Rubisco
purificada e incubados a 45°C por 10 min. Um ml da mistura
foi adicionado a uma coluna de 20ml de Sephadex G-50
equilibrada com tampdo de equilibrio (50 mM Tricina-KOH pH
8,0 e 0,5 mM EDTA pH 8,0). A Rubisco desativada foi eluida
a partir da coluna pela adigao de tampdo de equilibrio. A
Rubisco desativada eluida foi coletada e 1incubada a
temperatura ambiente por 1 hora antes da incubagdo em gelo

por uma hora na presenga de 4 mM RuBp.

Segunda bancada: perfil de temperatura HTP de ativacgao de

Rubisco por lisado de células de clones ativos. Clones de

interesse identificados no rastreamento da primeira bancada
foram ainda caracterizados na segunda bancada de
rastreamento. O lisado de células de cada clone ativo foi
testado novamente como descrito acima exceto que o
tratamento de temperatura foi conduzido em quatro
tehperaturas diferentes (16°C, 25°C, 40°C, e 45°C) antes do
teste. Clones que possuiam perfil de termoestabilidade
relativamente melhorado comparado a RuBisCo Ativase de tipo
selvagem (SEQ ID NO: 2) foram selecionados para a 3°

bancada de rastreamento.
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Terceira bancada: Perfil de temperatura de ativacdo de

Rubisco por variantes purificados de RuBisCo Ativase. Para

determinar a atividade especifica dos polipeptideos
derivados identificados pelas primeiras duas bancadas de
rastreamento, polipeptideos purificados por afinidade foram
pré-incubados em diferentes temperaturas e, entdo,
analisados para sua habilidade de ativa Rubisco a 25°C.
Como a RuBisCo Ativase catalisa a Rubisco desativada de uma
maneira dependente de tempo, cada reacgdo foi monitorada por
15 minutos em intervalos de 3 minutos. A razdo de RuBisCo
Ativase: Rubisco foi estabelecida a 1:40 similarmente a
razdo em folhas de plantas. A termoestabilidade de RuBisCo
Ativase de tipo selvagem (SEQ ID NO: 2) e polipeptideos
derivados de RuBisCo Ativase é apresentada na Tabela 2. A
termoestabilidade percentual representa a quantidade de
Rubisco que foi ativada pela RuBisCo Ativase a 40°C como um
percentual da quantidade de Rubisco que foi ativada por

RuBisCo Ativase a 25°C.

Exemplo 2: Caracterizagdo In vitro de polipeptideos

derivados de RuBisCo Ativase

Os polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase isolados
no Exemplo 6.1 foram testados in vitro em trés diferentes
testes para determinar a atividade especifica a 25°C e 40°C
e sua termoestabilidade (t.s.). Em todos os casos, o0s
resultados obtidos com RuBisCo Ativase de tipo selvagem a

25°C foram estabelecidos a 100%.
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Ativacd&o de Rubisco desativada. Polipeptideos derivados de

RuBisCo Ativase purificados foram testados como descrito no
teste da primeira bancada do Exemplo 1, a excegdo de que os
polipeptideos derivados foram incubados a 40°C ou 45 °C por
15, 30, 45 ou 60 minutos antes da realizacdo do teste de
ativacdo de Rubisco. Os resultados sao apresentados nas
colunas 2-4 da Tabela 3. A coluna 2 da Tabela 3 representa
a quantidade de Rubisco ativada que ¢é obtida apds a
incubacdo de Rubisco desativada com RuBisCo Ativase a 25°C.
Ndo foram usadas condig¢des aquecidas. A coluna 3 da Tabela
3 representa a quantidade de Rubisco que foi ativada por
RuBisCo Ativase apdés um tratamento de aquecimento de 15 min
a 40°C como um percentual da quantidade de Rubisco que foi
ativada por RuBisCo Ativase a 25°C. A coluna 4 da Tabela 3
representa a quantidade de Rubisco que foi ativada por
RuBisCo Ativase com um tratamento de calor de 45 min a 40°C
como um percentual da quantidade de Rubisco que foi ativada

pela RuBisCo Ativase sem tratamento de calor (a 25°C).

A ativacdo de Rubisco por polipeptideos derivados de
RuBisCo Ativase 301C7 e 382D8 exibe alta termoestabilidade
nos tratamentos a 40°C e 45°C (FIG. 1A). A atividade de
382D8 apds o tratamento a 45°C foi 80% maior do que RCAl no
mesmo tratamento de temperatura e apenas 10% menor do que a

atividade de RCAl incubada a 25°C.

Ativacéao de Rubisco sob condicdes cataliticas.

Polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase purificados

foram testados como descrito no teste da primeira bancada
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do Exemplo 1, com excecdo de que o teste foi realizado sob

condigdes aquecidas (i.e., 40°C) (Crafts-Brandner and
Salvucci, (2000) PNAS 97:13430-13435). Os resultados sé&o
apresentados nas colunas 5-6 da Tabela 3. A coluna 5 da

Tabela 3 representa a quantidade de Rubisco ativada que é
obtida apdés a incubacdo de Rubisco desativada com RuBisCo
Ativase a 25°C. Condig¢des aquecidas nao foram usadas. A
coluna 6 da Tabela 3 representa a quantidade de Rubisco que
foi ativada por RuBisCo Ativase quando o teste é conduzido
a 40°C como um percentual da quantidade de Rubisco que foi
ativada por RuBisCo Ativase quando o teste é conduzido a

25°C.

RCA de tipo selvagem manteve um estado de ativacgdo de
Rubisco de 0,5 a 40°C, enquanto polipeptideos derivados de
RuBisCo Ativase 183H12, 301C7, e 382D8 foram capazes de
manter os estados de ativacdo de 0,62-0,72 sob as mesmas
condic¢des (FIG. 1B). Em relacdo as reacdes a 25°C, o
estado de ativagdo de Rubisco mantido pelos variantes
termoestaveis a 40°C esteve na faixa de 78-98%, versus 70%
para a enzima de tipo selvagem. A proteina apresentando a
atividade especifica mais alta a tanto 25°C ou 40°C foi o

melhor variante isolado na primeira rodada, 183H12.

Atividade de ATPase. Como a RuBisCo Ativase é uma ATPase

(o0 polipeptideo contém o dominio AAA*) que requer que ATP
se solte da ligagdo de Rubisco para agucares de fosfato, o
efeito da temperatura na hidrélise de ATP por RuBisCo

Ativase foi testado. O teste de ATPase que monitorou a
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atividade intrinseca do complexo de ativase, independente
de sua interacdo com Rubisco ¢é comumente usado para
caracterizacdo de RuBisCo Ativase. O teste de ATPase foi
efetuado como descrito por Salvucci ((1992) Arch. Biochem.
Biophys. 298:688-696). Os resultados sdo apresentados nas
colunas 7-8 da Tabela 3. A coluna 7 da Tabela 3 representa
a quantidade de ATP hidrolisado que estd presente apds a
incubacdo de RuBisCo Ativase com ATP a 25°C. Condicdes
aquecidas ndo foram usadas. A coluna 8 da Tabela 3
representa a quantidade de ATP hidrolisado que esté
presente apds a incubagcdo com RuBisCo Ativase que foi
tratada por calor a 40°C como um percentual da quantidade
de ATP hidrolisado que estd presente apds incubagdo com

RuBisCo Ativase que ndo foi tratada.

A FIG. 1C mostra que a estabilidade de polipeptideos
derivados de RuBisCo Ativase 301C7 e 382D8 a 35°C e 40°C
foi melhorada mais do que 10 vezes comparado a RCAl,
enquanto 183H12 exibiu 20% e 30% de melhoramento a 25°C e

40°C, respectivamente.

Exemplo 3: Complementagdo de Mutante de Delecdo de RuBisCo

Ativase

Para expressar variantes embaralhados em wuma base
homozigota para a delecdo (Arca/ Arca) (ver, Li, et al.,
(2001) Plant J. 27:235-242) a seguinte cascata de
complementagcdo foi desenvolvida: 1) Selecdo de plantas

heterozigotas para a delegcdo por HTP-PCR usando método de
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extragcdo de DNA de folha simples de 96 pocos (Xin, et al.,
(2003) BioTechniques 34:820-826), com primers especificos
para os alelos de tipo selvagem e deletados. 2)
Transformagcdo com o gene de interesse. 3) Selecdo TO para
resisténcia a antibidticos e analise de PCR para
homozigosidade. 4) Auto polinizacéo das plantas
homozigotas resultantes para obter linhagens transgénicas

T1l.

A analise de imunoblot de plantas de tipo selvagem
heterozigotas e homozigotas (base genética RCA/RCA,
RCA/Arca and Arca /Arca respectivamente) revelou gque o0s
produtos génicos (formas longas e curtas) foram expressos
em niveis similares nas plantas de tipo selvagem e
heterozigotas (FIG. 2A). A auséncia das isoformas curtas e
longas em plantas homozigotas para a delegdo confirmou que
a mutagdo anula a expressdo de ambas as plantas RCAl e
RCAZ2. Plantas Arca cultivadas em CO, ambiente exibiram
baixo desempenho fotossintético (valores Fq’/Fm’) comparado
as de tipo selvagem (0,185% 0,038 e 0,332+ 0,033
respectivamente) (FIG. 2B) e area foliar significativamente
menor apdés 3 semanas em solo (2,93 0,49 e 395,4% 8, 7 5mm?
respectivamente) (FIG. 2C). Homozigotos Arca de dois meses

de 1idade estavam severamente abalados e clordéticos por

comparacdo com plantas de tipo selvagem (FIG. 2D).

Baseado na andlise de seqiiéncia e mapeamento do
fragmento deletado, dois grupos de primers foram

designados: primers RCA (forward 5’'-CAGACAATGTTGGCCTC-3’
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(SEQ ID NO: 23) e reverso 5’'-ACGAGTAACGATGGTAGG-3’ (SEQ ID
NO: 24)) especificos para o alelo de tipo selvagem que
fornecem o produto de 1,5 kb, e primers rca (forward 5'-
GTCTATACCTTGAGC-3' (SEQ ID NO: 25) e reverso 5'-
TCAGTCATACTCGG-3’ (SEQ ID NO: 26)) que fornecem o produto
de 1,5 kb no alelo deletado e 4,9 kb no alelo de tipo
selvagem (FIG. 3A). Para amplificar o produto de 1,5 kb
com ©Os primers rca, mas ndao o de 4,9 kb, o ciclo de
amplificacdao por PCR foi estabelecido a 1,5 min. Aqueles
grupos de primers foram utilizados para caracterizar a base
genética das plantas T1. Como o} hospedeiro de
transformacdo foi heterozigoto para delecdo do ldécus rca
enddégeno, as plantas T1 expressando os transgenes de
RuBisCo Ativase sdo uma mistura de (RCA/RCA) heterozigotos
(RCA/Arca) e homozigotos (Arca /Arca) de tipo selvagem.
Linhagens transgénicas expressando a variante embaralhada
183H12 em diferentes bases genéticas foram identificadas
usando rastreamento por PCR (FIG. 3B) e analise de
immunoblot (FIG. 3C). Plantas que expressam 183H12 em
bases genéticas contendo ao menos um alelo de tipo selvagem
(#13; wt, #12; heterozigoto para a delecdo) possuem ambas
formas longas e curtas da proteina. Na 1linhagem #2
(homozigoto para delecgdo) apenas a forma curta foi
detectada porque o transgene foli projetado para expressar

apenas a forma curta da proteina.

Exemplo 4: Caracterizacdo de polipeptideos derivados de

RuBisCo Ativase In planta
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Para determinar o efeito da RuBisCo Ativase melhorada
sob temperaturas normais e aumentadas, o mutante de delecéao
de RuBisCo Ativase de Arabidopsis (A4rca) (ver Exemplo 3).
Arca foi funcionalmente complementado com RuBisCo Ativase
de tipo selvagem (SEQ ID NO: 1), polipeptideo derivado de
rubisco ativase 183H12 da 1% rodada (SEQ ID NO: 7) e dois
polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase 382D8 (SEQ 1ID
NO: 15) e 301C7 (SEQ ID NO: 19) da 2% rodada.

Para expressar a RuBisCo Ativase de tipo selvagem e os
polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase em plantas
Arabidopsis transgénicas (Arca), os transgenes codificando
o peptideo tré&nsito de cloroplasto e a regido codificadora
de rcal ou, os polipeptideos derivados, foram clonados em
pMAXY4384 que contém o promotor de Caulimovirus de Mosaico
de Mirabilis (MMV) com um dominio intensificador duplo (Day
& Maiti, (1999) Transgenics 3:61-70), o terminador de UBQ3
e o0 gene de resisténcia a canamicina nptII. Mutantes RCA
Deleteagene™ heterozigotos foram transformados por
Agrobacterium tumefaciens linhagem GV3101 usando o método
de imersdo floral (Clough, et al., (1998) Plant J. 16:735-
743) . Para confirmar expressdo, proteina foi extraida de
tecido vegetal (2-3 g peso fresco) em N, liquido e 1 ml de
tampdo de extracdo (100 mM de Tricina-KOH pH 8, EDTA pH 8,
10 mM 2-mercaptoetanol, e coquetel inibidor de Protease Set
V). O extrato cru foi <clarificado por centrifugacéio
sucessiva por 5 min a 3000 g, e 20 min a 12.000 g. Dez
microgramas de extrato de proteina soluivel foram separadas

em géis de 10% SDS-poliacrilamida e transferidos para uma
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membrana de nitrocelulose (de acordo com as instrugdes
fornecidas pela Invitrogen). O blot foi imunodecorado com
os anticorpos policlonais criados contra a Arabidopsis RCAl
recombinante e as proteinas foram detectadas usando o kit

de substrato conjugado Ap (Bio-Rad).

Como mostrado na FIG. 4A, plantas de tipo selvagem
(RCA/RCA) expressaram isoformas curtas e longas de ativase,
enquanto linhagens transgénicas Arca complementadas pelos
transgenes expressaram apenas a isoforma curta de 43kDa.
Sob condicdes de cultura de 22°C (plantas cultivadas em 16
horas de luz (ciclos de 225 pmol fétons m? s™')/ 8 horas no
escuro), as linhagens transgénicas exibiram taxas de
crescimento similar as plantas ndo transformadas de tipo
selvagem (FIG. 4B). O desempenho fotossintético (eficiéncia
de operacdo de fotossistema II Fq’'/Fm’) e taxas de
crescimento foram analisados usando o sistema de imagem de
fluorescéncia de clorofila a (FluorImager, Qubit Systems)
como previamente descrito (Baker, et al., (2001) J Exp.
Bot. 52:615-621). Os valores de Fq’/Fm’ de linhagens de
delecdo transgénicas expressando RCAl ou polipeptideos
derivados de RuBisCo Ativase 183H12, 301C7, ou 382D8
(ArcaRCAl, Arcal83H12, Arca301C7 e Arca382D8,
respectivamente) foram similares a plantas ndo
transformadas de tipo selvagem, indicando que a expressao
da forma curta é suficiente para a complementag¢do funcional
de Arca sob condigdes de crescimento normais (FIG. 4C).
Sob essas condig¢des, a atividade fotossintética medida pelo

analisador de gas infravermelho portatil (LI6400, Li-Cor)
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sob 150 upmol fétons m? s™' e 350 pbar CO,. de ArcaRCAl-1 foi
similar a Arcal83H12-3, Arca301C7-3 e Arca382D8-1 (FIG.
4D) . A exposicdo tempordria a 30°C por lhr resultou em 12%
fotossintese decrescida em ArcaRCAl-1. Conseqiientemente,
as linhagens Arcal83H12-3, Arca301C7-3 e Arca382D8-1
apresentaram fotossintese aumentada em 16, 22 e 16% apds 1

hr a 30°C.

Como a exposicdo de plantas Arabidopsis a 30°C causa
pouca indugdo de proteinas de choque de calor (tipicamente
induzidas a 32°C e acima) e efeitos menores na abertura de
estématos (Salvucci, et al., (2001) Plant  Physiol.

127:1053-1064), o crescimento sob tratamento de calor

prolongado foi conduzido com plantas Arabidopsis
expressando RuBisCo Ativase de tipo selvagem ou
termoestavel. Linhagens transgénicas de quatro semanas de

idade expostas por duas semanas a estresse de calor
moderado. As condig¢des de crescimento foram de 16 horas de
luz a 225 pmol fétons m? s e 8 horas de escuro. Durante
o ciclo de luz, as plantas foram cultivadas a 22°C por 6
horas, e entdo, rapidamente aumentado para 30°C (2°C por
min) por 4 horas e, entdo, retornaram a 22°C para o
complemento do ciclo luminoso. Durando o ciclo escuro, as

plantas permaneceram a 22°C. A caracterizagdo de

crescimento, biomassa, e producdo foi efetuada como

previamente descrito (Barth, et al., (2003) Heredity.
91:36-42). As plantas apresentaram fendétipo e coloragdo de
folha normal, mas variaram em tamanho (FIG. 5A). ArcaRCAl

(linhagens 1, 8 e 9) foram abaladas em comparacgdo a plantas
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ndo transformadas de tipo selvagem e as linhagens Arca que
expressam os polipeptideos derivados de RuBisCo Ativase
(FIG. 5B). Arabidopsis transgénica expressando 183H12-3
que possui a mais alta atividade especifica in vitro foram
as maiores plantas. As linhagens que expressaram 301C7 e
382D8 foram maiores do que as linhagens ArcaRCAl, mas ndo
alcancaram os niveis de A&rea foliar das linhagens 183H12.
Enquanto as linhagens Arca expressando apenas a forma curta
do gene (RCAl) de tipo selvagem foram menores do que as
linhagens ndo transformadas de tipo selvagem (expressando
ambas as formas, curta e longa), a maioria das linhagens
transgénicas expressando os polipeptideos derivados de
RuBisCo Ativase exibiram maior A&rea foliar do que as
plantas ndo transformadas de tipo selvagem (FIG. 5B), e
todas as linhagens expressando os polipeptideos derivados
de RuBisCo Ativase foram significativamente maiores

(P=0.01) do que transformantes Arca expressando RCAl.

As plantas de quatro semanas de idade expostas a duas
semanas de estresse de calor moderado também apresentaram
diferencas em taxas de desenvolvimento vegetal. Ao final
do periodo de tratamento 74, 44 e 33% de Arcal83H12,
Arca301C7 e Arca382D8, respectivamente, possuiam
inflorescéncias maduras com flores abertas, enquanto 100%
das plantas de tipo selvagem ndo transformadas e 88% das
linhagens ArcaRCAl possuiam inflorescéncias imaturas
emergentes sem flores abertas (dados nao apresentados).
Adicionalmente, 12% das linhagens ArcaRCAl estavam no

estdgio vegetativo sem inflorescéncias visiveis. Sob
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condi¢des de crescimento normais, as plantas Arabidopsis
floresceram apds quatro semanas. Portanto, a porcentagem
relativamente alta das linhagens Arcal83H12, Arca301C7 e
Arca382D8 apresentando desenvolvimento normal é provavel
devido a termoestabilidade melhorada de RCA gue minimizou a
inibicdo da fotossintese e crescimento sob condicgdes de

estresse de calor moderadas.

A melhor linhagem de cada variante foi melhor
analisada para atividade fotossintética durante o ciclo de
estresse de calor moderado (apdés 2hr a 30°C). As linhagens
transgénicas apresentaram um padrdo de fixacdo de CO, que se
correlacionou com a Aarea foliar. As taxas de fixacgdo de
CO; nas 1linhagens Arcal83H12-3, Arca301C7-3 e Arca382D8-1
foram 30, 25 e 23% maiores, respectivamente, do que na
linhagem ArcaRCAl-1. Esses resultados demonstraram que a
RuBisCo Ativase é um fator limitante na fotossintese sob

condicdes experimentais.

Plantas maduras (10 semanas de idade) expostas por 38
semanas a estresse de calor moderado foram similares em
aparéncia. Um efeito positivo leve na altura de planta foi
detectado nas linhagens Arcal83H12-3, Arca301C7-3 e
Arca382D8-1 (116, 121 e 119% respectivamente) comparado a
ArcaRCAl-1 (FIG. 5D). Uma diferenca dramdtica foi
observada no numero de siliquas por planta, que foi de
130,8+ 48,2, 84,3+ 19,6 e 100,8% 26,9 para Arcal83H12-3,

Arca301C7-3 e Arca382D8-1 (respectivamente) comparado com
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40,2+ 16,3 e 47,5 15,8 para ArcaRCAl-1 e a de tipo

selvagem, respectivamente (FIG. 5E).

Para confirmar que a formacdo relativamente melhorada
de siliquas em transformantes expressando RCA melhorada né&o
foi por conta do tamanho individual de semente, os pesos de
lotes de 1000 sementes foram comparados. Como mostrado na
FIG. 5F, Arcal83H12-3, e Arca382D8-1 produziram sementes
levemente maiores (18 e 32% respectivamente) do que
ArcaRCAl-1, enquanto o peso de sementes de plantas
Arca301C7-3 e plantas de tipo selvagem foi similar aquele

de ArcaRCAl-1.

Para analisar melhor o efeito de RCA melhorada no
crescimento sob estresse de temperatura moderado, linhagens
T3 expressando o clone mais ativo a 25°C (in vitro),
183H12, foram cultivadas continuamente a 26°C sob maior
intensidade de luminosidade e umidade do que no experimento
prévio. As condig¢des de crescimento foram de 16 horas de
luz a 300 pmol fétons m? s! e 8 horas de escuro a 26°C e
85% de umidade. As linhagens de tipo selvagem e ArcaRCAl
cultivadas a 26°C produziram biomassa total levemente
diminuida e exibiram taxas mais lentas de desenvolvimento
vegetal do que sob condi¢gbdes de crescimento normais,
enquanto que a biomassa e o processo de desenvolvimento de
linhagens de Arcal83H12 foi inalterado (ndo apresentado).
Em contraste, o numero de siliquas por planta produzido por
plantas Arca cultivadas a 26°C fol dramaticamente afetado

pelo polipeptideo derivado de rubisco ativase que
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expressaram (FIG. 6A). As linhagens Arcal83H12 possuiram
de 50 a 100 mais siliquas por planta do que as linhagens
ArcaRCAl e 40 a 80 mais siliquas por planta do que as
plantas de tipo selvagem. Além disso, as siliquas de
Arcal83H12 foram maiores do que aquelas de plantas de tipo
selvagem e das linhagens ArcaRCAl e produziram mais
sementes (FIG. 6B). Siliquas de Arcal83H12 a 26°C exibiram
um fendétipo similar as cultivadas de tipo selvagem sob
condig¢des de crescimento normais, mas produziram menos
sementes. Sob condicbes de <crescimento normais um
decréscimo pequeno em peso de semente fol observado em
linhagens Arca expressando RCAl e 183H12 comparado a
plantas de tipo selvagem (FIG. 6C; barras brancas).
Contudo, sob exposicdo continua a 26°C, foi observado em
linhagens de Arcal83H12 um peso de sementes de 50% a 150%
maior do que tanto em plantas de tipo selvagem ou linhagens
de ArcaRCAl. Comparando o peso de sementes para cada
linhagem cultivada a 26°C aquele da mesma linhagem
cultivada a 22°C, as linhagens Arcal83H12-2, Arcal83H12-3 e
Arcal83H12-20 foram surpreendentemente menos afetadas pela
maibr temperatura de cultivo do que as linhagens ArcaRCAl

do tipo selvagem.

Como a exposicdo a 26°C resultou em siliquas pequenas
contendo poucas sementes de pequeno peso de semente, a
viabilidade de semente foi analisada usando um teste de
germinagdo. As sementes de plantas de tipo selvagem,
ArcaRCAl-1 e Arcal83H12-3 foram coletadas de plantas

cultivadas em condicgdes de crescimento normais e 26°C e,
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entdo, germinadas a 22°C. As sementes de linhagens
parentais ArcaRCAl-1 e Arcal83H12-3 cultivadas a 22°C,
apresentaram a mesma taxa de germinagdao (86%), que foi
levemente menor do que aquela de plantas de tipo selvagem
(94%) (FIG. 6C). A inibigdo completa de germinacdo (4%)
foi observada em sementes ArcaRCAl-1 coletadas de pais
cultivados a 26°C e inibicdo significativa nas sementes de
tipo selvagem (26%) . Conseqlientemente, as sementes
Arcal83H12-3 coletadas de pais cultivados a 26°C exibiram

taxas de germinacdo de 70%, relativamente maiores.

Adicionalmente, plantas foram analisadas para taxas de
fotossintese, taxas de crescimento e produgdo de sementes

sob as seguintes condig¢des de crescimento:

Normais: Plantas foram cultivadas sob regime de 16 horas de

luz (225 umol fétons m? s!') e 8 horas de escuro a 22°C.

Temperaturas aumentadas: Plantas foram cultivadas sob

condicdes de crescimento normais por duas semanas e, entéo,
transferidas para a camara de crescimento e cultivadas sob
regime de 16 horas de luz (225 pmol fétons m™? s™) e 8
horas de escuro. Durando o ciclo de luz, a temperatura foi
estabelecida em 22°C por seis horas e, entdo, rapidamente
aumentada para 30°C (2°C por minuto) por quatro horas.
Apdés o tratamento de calor, a temperatura foi novamente

estabelecida em 22°C.
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Temperaturas continuamente aumentadas: Plantas foram

cultivadas sob condi¢gdes de crescimento normais por duas
semanas e, entdo, transferidas & sala de crescimento e
cultivadas sob regime de dezesseis horas de 1luz intensa

'1) e oito horas de escuro. Durante o

(300 umol fétons m? s
ciclo luz/escuro, a temperatura foi estabelecida em 26°C e

a umidade em 80%.
Os resultados dos testes in planta de atividade de
polipeptideo derivado de rubisco ativase nas condicdes

identificadas supra sdo sumarizados abaixo.

Taxas de crescimento. A 4rea foliar foi medida usando um

sistema de imagem de fluorescéncia de <clorofila a
(FluorImager, Qubit System Inc.). A &rea foliar observada
nas plantas de tipo selvagem ndo transformadas sob as
diferentes condicdes de crescimento foi estabelecida como
100%. Os dados na Tabela 4 demonstram que plantas
expressando qualquer dos trés polipeptideos derivados de
RuBisCo Ativase tiveram taxas de crescimento aumentadas sob
temperaturas aumentadas, se comparado tanto a plantas de
tipo selvagem como plantas expressando uma RuBisCo Ativase

de tipo selvagem transgénica.

Taxas de fotossintese. Plantas foram analisadas para

fixacdo de CO, usando o analisador de gés infravermelho

portatil (LI6400, Li-Cor) por 15 minutos. A fonte de 1luz

-1

foi estabelecida em 225 pmol fétons m?2 s' e o nivel de CO,

fornecido a folha pelo sistema construido de injecdo de CO,
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foi de 350 pmol m? s7t. Os dados na Tabela 5 mostram que
plantas expressando qualquer dos trés polipeptideos
derivados de RuBisCo Ativase tiveram taxas fotossintéticas
aumentadas sub temperaturas aumentadas, se comparado tanto
com plantas de tipo selvagem como plantas expressando uma

RuBisCo Ativase de tipo selvagem transgénica (ver coluna

3).
Producdo de sementes. O peso de semente (mg) foi
determinado a partir de plantas secas maduras. A taxa de

germinagcdo de sementes foi determinada pelo numero de
plantas que germinaram na placa MS, suplementada com
canamicina. Os dados na Tabela 5 mostram que plantas
expressando qualquer dos trés polipeptideos derivados de
RuBisCo Ativase tiveram produgdo de semente aumentada sob
temperaturas aumentadas se comparado tanto com plantas de
tipo selvagem como plantas expressando uma RuBisCo Ativase
de tipo selvagem transgénica (ver coluna 4). A producgdo de
sementes aumentada foi também presente em plantas
expressando qualquer dos trés polipeptideos derivados de
RuBisCo Ativase sob condig¢des de temperaturas continuamente
aumentadas (ver Tabela 6). As taxas de germinagdo de
sementes foram aumentadas sob condi¢gdes de temperaturas
continuamente aumentadas em plantas expressando o)
polipeptideo derivado de rubisco ativase 183H12 (SEQ ID NO:
7) se comparado tanto com plantas de tipo selvagem como
plantas expressando uma RuBisCo Ativase de tipo selvagem

transgénica (ver Tabela 7).
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Tabela 1: Tabela de Cdédons
Aminoacido Cédon
Alanina Ala A GCA GCC GCG GCU
Cisteina Cis C UGC UGU
Acido Aspéartico Asp D GAC GAU
Acido Glutamico Glu E GAA  GAG
Fenilalanina Phe F uuc uuu
Glicina Gli G GGA GGC GGG GGU
Histidina His H CAC CAU
Isoleucina Tle I AUA AUC AUU
Lisina Lis K AAA  AAG
Leucina Leu L ulA UuG CUA cuc CUG CUu
Metionina Met M AUG
Asparagina Asn N AAC AAU
Prolina Pro P CCca CCC CCG CCU
Glutamina Gln Q CAA CAG
Arginina Arg R AGA AGG CGA CGC CGG CGU
Serina Ser S AGC AGU UCA ucC UCG UcCu
Treonina Tre T ACA ACC ACG ACU
Valina Val \ GUA GUC GUG GUU
Triptofano Trp W UGG
Tirosina Tir Y UAC UAU
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Tabela 2: Efeito de substituicdo de aminodcidos na
atividade e termoestabilidade de RuBisCo Ativase.
Aminoacido posicéo Atividade (3% | Termo-

bancada) estabilidade
pmol CO, min™! mg™* | *

Clone 42 [ 130 | 131 | 168 | 257 | 274 | 293 | 310 | 25°C 40°C (%)

Tipo M M M F ) T R K 0,96 *|0,634 + | 66

selvagem 0,04 0,02

(SEQ ID

NO:1)

126H4 R 0,616 0,59 |97

(SEQ ID 0,04 0,05

NO: 3)

182B11 I 0,426 *+| 0,359 + | 84

(SEQ ID 0,03 0,01

NO:5)

183H12 R 1,049 +| 0,857 +| 82

(SEQ ID 0,02 0,01

NO:7)

184B2 N 1,055 £0,889 £ | 84

(SEQ ID 0,03 0,02

NO:9)

079H6 T I K 1,064 £ (0,940 £ | 88

(SEQ ID 0,01 0,02

NO:11)

21424 T R 1,069 * | 0,986 =+ |92

(SEQ ID 0,06 0,04

NO:13)

382D8 \Y I N 1,012 | 0,91 x| 90

(SEQ ID 0,05 0,06

NO:15)

383A12 L I R N 0,891 £ (0,920 +] 103

(SEQ 1D 0,02 0,02

NO:17)

301cC7 L I N 0,905 +]0,889 £ | 98

(SEQ iD 0,04 0,01

NO:19)

301H3 I R N 0,971 +| 0,860 + |89

(SEQ ID 0,05 0,05

NO:21)

* Percentual de Rubisco ativada

ativada a 25°C.

a 40°C comparado a

quantidade de Rubisco
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Tabela 3: Atividade relativa (%) de polipeptideos derivados

de RuBisCo Ativase.

Teste de ativacéo de | Teste de ativacédo | Teste de
Rubisco desativada de Rubisco sob | ATPase
condicbes
cataliticas
25°C | T.s T.S 25°C T.S 25°C T.S
45°C 45min a 40°c/25°C 40°c/
Clone / 40°C/ 15min 25°C
25°C | a 25°C

Tipo 100 50 32 100 67 100 8
selvagem
(SEQ ID
NO:1)
183H12 109 52 54 118 77 123 28
(SEQ ID
NO:7)
079H6 111 63 66 105 82 119 72
(SEQ iDb
NO:11)
214A4 111 58 65 101 74 124 38
(SEQ IDb
NO:13)
382D8 105 86 85 98 93 112 113
(SEQ ID
NO:15)
383RA12 93 92 88 96 97 93 92
(SEQ ID
NO:17)
301C7 94 84 92 96 83 105 89
(SEQ ID
NO:19)
301H3 101 89 75 92 78 107 112
(SEQ D
NO:21)
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Tabela 4: Area foliar sob condicdes de temperaturas normais
e aumentadas.
Area foliar (%)*
Clone ID Linhagem Condigdes de | Temperaturas
crescimento
normais
Tipo selvagem | Ndo 100 + 13 100 + 30
transformada
Tipo selvagem | RCAl-1 92 t 26 62 t 21
(SEQ ID NO:1)
RCA1-8 106 + 30 48 + 16
RCA1-9 88 + 27 45 + 23
183H12 183H12-2 110 + 25 131 + 23
(SEQ ID NO:7)
183H12-3 113 + 17 142 + 31
183H12-20 101 + 30 138 + 37
382D8 382D8-1 126 + 23 151 * 46
(SEQ iD
NO:15)
382D8-2 90 + 31 81 * 32
301C7 301C7-1 105 + 30 101 £+ 19
(SEQ iD
NO:19)
301C7-3 104 + 30 124 + 31
301C7-7 116 + 23 115 * 36
*A area foliar de Arabidopsis de tipo selvagem nd&o

transformada foli estabelecida como 100%.
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Tabela 5: Taxas de fotossintese e producdo de sementes sob

condigdes de temperaturas normais e aumentadas.

Clone ID Linhagem Fotossintese” Producgédo
(umol CO, m™? s™') | sementes * (%)
Tipo selvagem Néo 7,85 = 0,36 72 + 14
transformada
Tipo selvagem RCAl-1 7,25 £ 1,36 74 + 12

(SEQ ID NO:1)

183H12 183H12-3 9,41 £ 0,66 87 + 8
(SEQ ID NO:7)

382D8 382D8-1 8,9 £+ 0,93 100 = 11
(SEQ ID NO:15)

301cC7 301C7-3 9,03 £ 0,9 87 £ 16

(SEQ ID NO:19)

A fotossintese liquida foi monitorada apdés 2 horas a 30°C
5 *Percentual de peso de 1000 sementes de plantas cultivadas
sob temperaturas aumentadas, comparado com o peso de 1000

sementes de plantas cultivadas sob condig¢des normais.
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Tabela 6: Producgéao de sementes sob condicdes

temperaturas normais e continuamente aumentadas.

Peso (mg) de 1000 sementes
Clone ID Linhagem Condicdes de | Temperaturas
crescimento continuamente
normais aumentadas
Tipo N&o 28,900 +]9,484 + 1,971
selvagem transformada | 4,140
Tipo RCAl-1 25,837 +18,501 + 1,921
selvagem 2,721
(SEQ ID
NO:1)
RCA1-8 21,880 +]10,529 + 0,830
2,839
RCA1-9 22,846 *|9,861 0,596
1,714
183H12 183H12-2 19,773 + [ 15,858 +3,249
(SEQ ID 2,112
NO:7)
183H12-3 25,934 24,812 + 1,376
1,869
183H12-20 21,730 | 14,955 £ 2,996
2,284
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germinacgdo de

sementes

colhidas

de

plantas cultivadas sob condig¢des de temperaturas normais e

continuamente aumentadas.

Sementes germinadas (%)

Clone ID Linhagem Condigbes de | Temperaturas
crescimento continuamente
normais aumentadas

Tipo Ndo 94 + 2 26 + 6

selvagem transformada

Tipo RCA1-1 82 *+ 6 4+ 4

selvagem

(SEQ ID

NO:1)

183H12 183H12-3 82 + 2 70 + 10

(SEQ ID

NO:7)
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Requerente: Pioneer Hi-Bred International, Inc.

<120> Titulo: MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO ISOLADA, VETOR, CELULA HOSPEDEIRA,
POLIPEPTIDEO ISOLADO, PLANTA TRANSGENICA E METODO DE AUMENTO DA

TOLERANCIA A0 CALOR EM PLANTAS

<130> Referéncia do Documento: V0136-PCT
<150>

<151>

No. do Pedido de Prioridade: 60/711,449

24-08-2005

<160>
<170>

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

<400>
atggtgaaag
tctgatgatc
cctatgggaa
cttaggcagt
gacaagcttg
cttattttgg
atggccaaga
gcaggagaac
aagggaaaga
ggtactactc
gataacccaa
cccatcattt
cgtatggaga
atcttcagaa
ggtcaatcta
aagttcgttg
ggacctcccg
atgcttgtga
caggctgctt
acagaggaaa

Software:

SEQ ID No 1
Comprimento:
Tipo:
Organismo: Arabidopsis thaliana

DNA

Seqiiéncia: 1

aagacaaaca
aacaagacat
ccggaactca
acaacttgga
ttgttcacat
gtatatgggg
tgggtatcaa
ccgcaaagct
tgtgttgtct
agtacactgt
ccaacgtcca
gcactggtaa
agttctactg
ctgacaagat
tcgatttctt
agagccttgg
tgttcgagca
tggaacaaga
tgggagacgc
aggagcccag

Quantidade de SEQ ID Nos.:

1173

aaccgatgga
caccagaggc
ccacgctgtc
caacatgatg
caccaagaac
aggcaaaggt
cccaatcatg
tatccgtcag
cttcatcaac
caacaaccag
gctcccagga
cgatttctcc
ggccccgacce
caaggacgaa
cggtgctttg
agttgagaag
acccgagatg
gaatgtcaag
aaacgctgac
caagctcgag

Data de depédésito do Pedido de Prioridade:

26

FastSEQ for Windows Version

gacagatgga
aagggtatgg
cttagctcat
gatgggtttt
ttcttgactc
caaggtaaat
atgagtgctg
aggtaccgtg
gatcttgacg
atggttaacg
atgtacaaca
accctatacg
cgtgaagacc
gacattgtca
agggcgagag
atcggaaaga
acttatgaga
agagtccaac
gccatcggcece
taa

4.0

gaggtcttgce
ttgactctgt
acgaatacgt
acattgctcc
tgcctaacat
ccttccagtg
gagagcttga
aggcagctga
ctggtgcggg
caacactcat
aggaagagaa
ctcctctcat
gtatcggtgt
cacttgttga
tgtacgatga
ggctggttaa
agcttatgga
ttgccgagac
gcggaacttt

ctacgacact
cttccaagcect
tagccaaggce
tgctttcatg
caaggttcca
tgagcttgtce
gagtggaaac
cttgatcaag
tcgtatgggt
gaacattgct
cgcacgtgtc
ccgtgatgga
ctgcaagggt
tcagttccct
tgaagtgagg
ctcaagggaa
atacggaaac
ctacctcagc
ctacggtaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173

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

SEQ ID No 2
Comprimento:
Tipo: PRT
Organismo:

390
Arabidopsis thaliana

<400> Seqiéncia: 2
Met Val Lys Glu Asp Lys Gln Thr Asp Gly Asp
1 5 10
Ala Tyr Asp Thr Ser Asp Asp Gln Gln Asp Ile
20 25
Met Val Asp Ser Val Phe Gln Ala Pro Met Gly
35 40
Ala Val Leu Ser Ser Tyr Glu Tyr Val Ser Gln

Arg Trp Arg Gly Leu

15

Thr Arg Gly Lys Gly

Thr Gly Thr His His

45

Gly Leu Arg Gln Tyr



50
Asn Leu
65

Asp

Asp
Leu

Ile Lys Val
Phe
115

Met

Lys Ser

Ile Met
130
Ala Lys
145

Lys

Leu

Gly Lys

Gly Arg Met

Ala Thr
195
Met

Asn
Pro Gly
210
Thr Gly
225

Arg

Asn

Met Glu

Val Cys Lys

Val Thr Leu

275

Ala Leu Arg
290

Ser Leu
305

Gly

Gly

Pro Pro

Glu Tyr Gly

Gln Ala
355
Ala

Leu
Ala Asp
370
Glu Pro

385

Ser

<210>
<211>
<212>

SEQ T
Compr
Tipo:

Asn Met

Val Vval
85
Pro Leu
100
Gln Cys

Ser Ala

Ile Arg

Met
70

His
Ile
Glu
Gly

Gln

55
Asp Gly

Ile Thr

Leu Gly
Val
120
Leu

Leu

Glu
135

Arg Tyr

150

Met Cys
165
Gly Gly
180
Leu Met

Tyr Asn

Asp Phe

Cys
Thr
Asn
Lys

Ser

Leu Phe

Thr Gln

Ile Ala
200
Glu Glu
215

Thr Leu

230

Phe
245
Ile

Lys

Gly
260
Val Asp

Ala Arg

Val Glu

Tyr
Phe
Gln
Val

Lys

Trp Ala

Arg Thr

Phe Pro
280
Tyr Asp
295

Ile Gly

310

Val Phe
325
Asn Met
340
Glu Thr

Ile Gly

Lys Leu

Glu
Leu
Tyr

Arg

Gln Pro

Val Met
Ser
360
Thr

Leu

Gly
375

Glu

390

D No 3
imento:
DNA

1173

2/18

Phe Ile
75

Phe

Tyr

Asn
S0
Trp

Lys

Ile
105
Met

Gly

Ala Lys

Glu Ser Gly

Glu Ala
155

Asp

Arg

Ile Asn

170

Tyr Thr Val

185
Asp

Asn Pro

Asn Ala Arg

Ala Pro
235

Arg

Tyr

Thr
250
Lys

Pro
Asp Ile
265
Gly

Gln Ser

Asp Glu Val
Leu
315

Thr

Lys Arg

Glu Met
330
Glu Gln
345

Gln

Glu

Ala Ala

Phe Tyr Gly

60

Ala Pro Ala

Leu Thr Leu

Gly Lys Gly

110

Met Gly Ile
125

Asn Ala

140

Ala

Gly

Asp Leu

Leu Asp Ala
Gln
190

Val

Asn Asn

Thr Asn
205
Val Pro
220

Leu

Ile

Ile Arg

Glu Asp Arg
Glu
270

Phe

Lys Asp

Ile Asp

285

Arg Lys Phe

300

Val Asn Ser

Tyr Glu Lys

Asn Val Lys

350
Leu Gly Asp
365

Lys Thr Glu

380

Phe Met
80
Pro Asn
85
Gln Gly

Asn Pro

Glu Pro

Ile Lys
160
Gly Ala
175
Met Val

Gln Leu

Ile Cys

Asp Gly
240
Ile Gly
255
Asp Ile

Phe Gly

Val Glu
Glu
320
Met

Arg

Leu
335
Arg Val

Ala Asn

Glu Lys

<213> Organismo: Segliéncia Artificial
<220>

<223>

Caracteristicas:
Outras informag¢des: Baseada na seqiiéncia de Arabidopsis thaliana

<400> Seqiiéncia: 3

atggtgaaag
tctgatgatc
cctatgggaa
cttaggcagt
gacaagcttg
cttattttgg
atggccaaga

aagacaaaca
aacaagacat
ccggaactca
acaacttgga
ttgttcacat

gtatatgggg
tgggtatcaa

aaccgatgga
caccagaggc
ccacgctgtc
caacatgatg
caccaagaac
aggcaaaggt
cccaatcagg

gacagatgga
aagggtatgg
cttagctcat
gatgggtttt
ttcttgactc
caaggtaaat
atgagtgctg

gaggtcttgce
ttgactctgt
acgaatacgt
acattgctcc
tgcctaacat
ccttccagtg
gagagcttga

ctacgacact
cttccaagct
tagccaaggc
tgctttcatg
caaggttcca
tgagcttgtce
gagtggaaac

60

120
180
240
300
360
420



gcaggagaac
aagggaaaga
ggtactactc
gataacccaa
cccatcattt
cgtatggaga
atcttcagaa
ggtcaatcta
aagttcgttg
ggacctcceg
atgcttgtga
caggctgcett
acagaggaaa

<210>
<211>
<212>

SEQ I
Compr
Tipo:

ccgcaaagct
tgtgttgtct
agtacactgt
ccaacgtcca
gcactggtaa
agttctactg
ctgacaagat
tcgatttcett
agagccttgg
tgttcgagca
tggaacaaga
tgggagacgc
aggagcccag

D No 4
imento:
PRT

390

<213>

Organismo:

tatccgtcag
cttcatcaac
caacaaccag
gctcccagga
cgatttctcc
ggcceccgacce
caaggacgaa
cggtgctttg
agttgagaag
acccgagatg
gaatgtcaag
aaacgctgac
caagctcgag

3/18

aggtaccgtg
gatcttgacg
atggttaacg
atgtacaaca
accctatacg
cgtgaagacc
gacattgtca
agggcgagag
atcggaaaga
acttatgaga
agagtccaac
gccatcggcece
taa

Seqiiéncia Artificial

<220>
<223>

<400>

Met
1

Ala

Seqiié
Val Lys

Tyr Asp

Met Val Asp

35

Ala Val Leu
50

Asn Leu
65

Asp

Asp

Lys Leu

Ile Lys Val
Phe
115

Met

Lys Ser

Ile Arg
130
Ala Lys
145

Lys

Leu

Gly Lys

Gly Arg Met

Ala Thr
195
Met

Asn
Pro Gly
210
Thr Gly
225

Arg

Asn

Met Glu

Val Cys Lys

Val Thr Leu

275
Arg

Ala Leu

290

Caracteristicas:

ncia: 4
Glu Asp
5
Thr Ser
20
Ser Val

Ser Ser

Asn Met

Val Val
85

Pro Leu
100
Gln Cys

Ser Ala

Ile Arg

Lys
Asp
Phe
Tyr
Met
70

His
Ile
Glu
Gly

Gln

Gln Thr

Asp Gln

Gln Ala
40
Glu Tyr
55
Asp Gly

Ile Thr

Leu Gly
Val
120
Leu

Leu

Glu
135

Arg Tyr

150

Met Cys
165
Gly Gly
180
Leu Met

Tyr Asn

Asp Phe

Cys
Thr
Asn
Lys

Ser

Leu Phe

Thr Gln

Ile Ala
200
Glu Glu
215

Thr Leu

230

Phe
245
Ile

Lys

Gly
260
Val Asp

Ala Arg

Tyr
Phe
Gln

Val

Trp Ala

Arg Thr

Phe Pro
280
Tyr Asp
295

Asp Gly Asp
10

Gln Asp

25

Pro

Ile

Met Gly

Val Ser Gln

Phe Ile
75
Phe

Tyr

Asn
90
Trp

Lys

Ile
105
Met

Gly

Ala Lys

Glu Ser Gly

Glu Ala
155

Asp

Arg

Ile Asn

170

Tyr Thr Val

185
Asp

Asn Pro

Asn Ala Arg

Ala Pro
235

Arg

Tyr

Thr
250
Lys

Pro

Asp Ile

265

Gly Gln Ser

Asp Glu Val

aggcagctga
ctggtgcggg
caacactcat
aggaagagaa
ctcctctcat
gtatcggtgt
cacttgttga
tgtacgatga
ggctggttaa
agcttatgga
ttgccgagac
gcggaacttt

cttgatcaag
tcgtatgggt
gaacattgct
cgcacgtgtc
ccgtgatgga
ctgcaagggt
tcagttccct
tgaagtgagg
ctcaagggaa
atacggaaac
ctacctcagc
ctacggtaaa

Arg Trp Arg

Thr Arg Gly

30

Thr Gly Thr
45

Gly Leu

60

Ala

Arg

Pro Ala

Leu Thr Leu

Gly Lys Gly

110

Met Gly Ile
125

Asn Ala

140

Ala

Gly

Asp Leu

Leu Asp Ala
Gln
190

Val

Asn Asn

Thr Asn
205
Val Pro
220

Leu

Ile

Ile Arg

Glu Asp Arg
Glu
270

Phe

Lys Asp

Ile Asp
285
Lys

Arg Phe

300

Gly Leu
15
Lys Gly

His His

Gln Tyr

Phe Met
80
Pro Asn
95
Gln Gly

Asn Pro

Glu Pro

Ile Lys
160
Gly Ala
175
Met Val

Gln Leu

Ile Cys

Asp Gly
240
Ile Gly
255
Asp Ile

Phe Gly

Val Glu

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173

Outras informag¢des: Baseada na sequiéncia de Arabidopsis thaliana



Ser Leu
305

Gly

Gly

Pro Pro

Glu Tyr Gly

Gln Ala
355
Ala

Leu
Ala Asp
370
Glu Pro

385

Ser

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

SEQ I
Compr
Tipo:
Organ

<220>
<223>

<400> Seqglé
atggtgaaag
tctgatgatc
cctatgggaa
cttaggcagt
gacaagcttg
cttattttgg
atggccaaga
gcaggagaac
aagggaaaga
ggtactactc
gataacccaa
cccatcattt
cgtatggaga
atcttcagaa
ggtcaatcta
aagttcgttg
ggacctccecg
atgcttgtga
caggctgctt
acagaggaaa

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

SEQ I
Compr
Tipo:

<220>
<223>

<400>
Met Val

1
Ala

Lys
Tyr
Met Val

35
Ala Val
50

Organismo:

Seqliéncia:
Glu Asp Lys

Asp
Asp

Leu

Val Glu

Lys

Ile Gly

310

Val Phe
325
Asn Met
340
Glu Thr

Ile Gly

Lys Leu

Glu
Leu
Tyr

Arg

Gln Pro

Val Met
Ser
360
Thr

Leu

Gly
375

Glu

390

D No 5
imento:
DNA
ismo:

Caracteristicas:
Outras informagdes: Baseada na seqliéncia de Arabidopsis thaliana

ncia: 5

aagacaaaca
aacaagacat
ccggaactca
acaacttgga
ttgttcacat
gtatatgggg
tgggtatcaa
ccgcaaagct
tgtgttgtct
agtacactgt
ccaacgtcca
gcactggtaa
agttctactg
ctgacaagat
tcgatttctt
agagccttgg
tgttcgagca
tggaacaaga
tgggagacgc
aggagcccag

D No 6
imento:
PRT

Caracteristicas:
Outras informag¢des: Baseada na seqiiéncia de Arabidopsis thaliana

6

5

Thr Ser Asp

20

Ser Val Phe

Ser Ser Tyr

390

1173

aaccgatgga
caccagaggc
ccacgctgtce
caacatgatg
caccaagaac
aggcaaaggt
cccaatcatg
tatccgtcag
cttcatcaac
caacaaccag
gctcccagga
cgatttctcc
ggccccgace
caaggacgaa
cggtgctttg
agttgagaag
acccgagatg
gaatgtcaag
aaacgctgac
caagctcgag

Gln
Asp

Gln
40

Glu

55

4/18

Leu
315
Thr

Lys Arg

Glu Met
330
Glu Gln
345

Gln

Glu

Ala Ala

Phe Tyr Gly

Seqiéncia Artificial

gacagatgga
aagggtatgg
cttagctcat
gatgggtttt
ttcttgactc
caaggtaaat
ataagtgctg
aggtaccgtg
gatcttgacg
atggttaacg
atgtacaaca
accctatacg
cgtgaagacc
gacattgtca
agggcgagag
atcggaaaga
acttatgaga
agagtccaac
gccatcggcc
taa

Seqliéncia Artificial

10

25

Val Asn Ser

Tyr Glu Lys

Asn Val Lys
350
Leu Gly Asp
365
Thr

Lys Glu

380

gaggtcttgc
ttgactctgt
acgaatacgt
acattgctcc
tgcctaacat
ccttccagtg
gagagcttga
aggcagctga
ctggtgcggg
caacactcat
aggaagagaa
ctcctcectcat
gtatcggtgt
cacttgttga
tgtacgatga
ggctggttaa
agcttatgga
ttgccgagac
gcggaacttt

Thr Asp Gly Asp Arg Trp Arg

Gln Gln Asp Ile Thr Arg Gly

30

Ala Pro Met Gly Thr Gly Thr

45

Tyr Val Ser Gln Gly Leu Arg

60

Glu
320
Met

Arg

Leu
335
Arg Vval

Ala Asn

Glu Lys

ctacgacact
cttccaagct
tagccaaggce
tgctttcatg
caaggttcca
tgagcttgtc
gagtggaaac
cttgatcaag
tcgtatgggt
gaacattgct
cgcacgtgtc
ccgtgatgga
ctgcaagggt
tcagttcect
tgaagtgagg
ctcaagggaa
atacggaaac
ctacctcagc
ctacggtaaa

Gly Leu
15
Lys Gly

His His

Gln Tyr

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173



Asn Leu
65

Asp

Asp

Lys Leu

Ile Lys Val
Phe
115

Ile

Lys Ser

Ile Met
130
Ala Lys
145

Lys

Leu

Gly Lys

Gly Arg Met

Ala Thr
195
Met

Asn
Pro Gly
210
Thr Gly
225

Arg

Asn

Met Glu

Val Cys Lys

Val Thr Leu

275

Ala Leu Arg
290

Ser Leu
305

Gly

Gly

Pro Pro

Glu Tyr Gly

Gln Ala
355
Ala

Leu
Ala Asp
370
Glu Pro

385

Ser

<210>
<211>
<212>

SEQ I
Compr
Tipo:

Asn Met

Val Val
85
Pro Leu
100
Gln

Ser Ala

Ile Arg

Met
70

His
Ile
Glu
Gly

Gln

Asp Gly

Ile Thr

Leu Gly

Val
120
Leu

Leu

Glu
135

Arg Tyr

150

Met Cys
165
Gly Gly
180
Leu Met

Tyr Asn

Asp Phe

Cys
Thr
Asn
Lys

Ser

Leu Phe

Thr Gln

Ile Ala
200
Glu Glu
215

Thr Leu

230

Phe
245
Ile

Lys

Gly
260
Val Asp

Ala Arg

Val Glu

Tyr
Phe
Gln
Val

Lys

Trp Ala

Arg Thr

Phe Pro
280
Tyr Asp
295

Ile Gly

310

Val Phe
325
Asn Met
340
Glu Thr

Ile Gly

Lys Leu

Glu
Leu
Tyr

Arg

Gln Pro

Val Met
Ser
360
Thr

Leu

Gly
375

Glu

390

D No 7
imento:
DNA

1173

5/18

Phe Ile
75

Phe

Tyr

Asn
90
Trp

Lys

Ile
105
Met

Gly

Ala Lys

Glu Ser Gly

Glu Ala
155
Asp

Arg

Ile Asn

170
Thr

Tyr vVal

185
Asp

Asn Pro

Asn Ala Arg

Ala Pro
235

Arg

Tyr

Thr
250
Lys

Pro
Asp Ile
265
Gly

Gln Ser

Asp Glu Val
Leu
315

Thr

Lys Arg

Glu Met
330
Glu Gln
345

Gln

Glu

Ala Ala

Phe Tyr Gly

Ala Pro Ala

Leu Thr Leu

Gly Lys Gly
110
Met Gly Ile

125
Asn Ala
140

Ala

Gly

Asp Leu

Leu Asp Ala
Gln
190

Val

Asn Asn

Thr Asn
205
Val Pro
220

Leu

Ile

Ile Arg

Glu Asp Arg
Glu
270

Phe

Lys Asp

Ile Asp

285

Arg Lys Phe

300

Val Asn Ser

Tyr Glu Lys

Asn Val Lys

350
Leu Gly Asp
365
Thr

Lys Glu

380

Met
80
Asn

Phe

Pro
95
Gln Gly

Asn Pro

Glu Pro

Ile Lys
160
Gly Ala
175
Met Val

Gln Leu

Ile Cys

Asp Gly
240
Ile Gly
255
Asp Ile

Phe Gly

Val Glu
Glu
320
Met

Arg

Leu
335
Arg Val

Ala Asn

Glu Lys

<213> Organismo: Segiiéncia Artificial
<220>

<223>

Caracteristicas:
Outras informagdes: Baseada na seqgiiéncia de Arabidopsis thaliana

<400> Seqiiéncia: 7

atggtgaaag
tctgatgatc
cctatgggaa
cttaggcagt
gacaagcttg
cttattttgg
atggccaaga
gcaggagaac

aagacaaaca
aacaagacat
ccggaactca
acaacttgga
ttgttcacat
gtatatgggg
tgggtatcaa
ccgcaaagct

aaccgatgga
caccagaggc
ccacgctgtc
caacatgatg
caccaagaac
aggcaaaggt
cccaatcatg
tatccgtcag

gacagatgga
aagggtatgg
cttagctcat
gatgggtttt
ttcttgactc
caaggtaaat
atgagtgctg
aggtaccgtg

gaggtcttgce
ttgactctgt
acgaatacgt
acattgctcc
tgcctaacat
ccttccagtg
gagagcttga
aggcagctga

ctacgacact
cttccaagct
tagccaaggc
tgctttcatg
caaggttcca
tgagcttgtc
gagtggaaac
tttgatcaag

60

120
180
240
300
360
420
480



aagggaaaga
ggtactactc
gataacccaa
cccatcattt
cgtatggaga
atcttcagaa
ggtcaatcta
aagttcgttg
ggacctcccg
atgcttgtga
caggctgctc
acagaggaaa

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

Tipo:

<220>
<223>

<400> Seqlié

Met Val Lys
1

Ala Tyr Asp

Met Val Asp

35

Ala Val Leu
50

Asn Leu

65

Asp

Asp

Lys Leu

Ile Lys Val
Phe
115

Met

Lys Ser

Ile Met
130
Ala Lys
145

Lys

Leu

Gly Lys

Gly Arg Met

Ala Thr
195
Met

Asn
Pro Gly
210
Thr Gly
225
Arg

Met Glu

Val Cys Lys

Val Leu
275

Arg

Arg
Ala Leu
290

Ser Leu

tgtgttgtct
agtacactgt
ccaacgtcca
gcactggtaa
agttctactg
ctgacaagat
tcgatttett
agagccttgg
tgttcgagca
tggaacaaga
tgggagacgc
aggagcccag

cttcatcaac
caacaaccag
gctcccagga
cgatttctcc
ggcccececgace
caaggacgaa
cggtgctttg
agttgagaag
acccgagatg
gaatgtcaag
aaacgctgac
caagctcgag

6/18

gatcttgacg
atggttaacg
atgtacaaca
accctatacg
cgtgaagacc
gacattgtca
agggcgagag
atcggaaaga
acttatgaga
agagtccaac
gccatcggcc
taa

ctggtgcggg
caacactcat
aggaagagaa
ctcctcteat
gtatcggtgt
gacttgttga
tgtacgatga
ggctggttaa
agcttatgga
ttgccgagac
gcggaacttt

tcgtatgggt
gaacattgct
cgcacgtgtc
ccgtgatgga
ctgcaagggt
tcagttccct
tgaagtgagg
ctcaagggaa
atacggaaac
ctacctcagce
ctacggtaaa

Asn

Gly

PRT

Organismo:

ncia:

Glu
Thr
20

Ser
Ser
Asn
Val
Pro
100
Gln
Ser
Ile
Met
Gly
180
Leu
Tyr
Asp
Lys
Gly
260
Val

Ala

Val

SEQ ID No 8
Comprimento:

390

Seqiiéncia Artificial

8
Asp

5
Ser
Val
Ser
Met
Val
85
Leu
Cys
Ala
Arg
Cys
165
Gly
Met
Asn
Phe
Phe
245
Ile
Asp
Arg

Glu

Caracteristicas:
Outras informacgdes:

Lys
Asp
Phe
Tyr
Met
70

His
Ile
Glu
Gly
Gln
150
Cys
Thr
Asn
Lys
Ser
230
Tyr
Phe
Gln

Val

Lys

Gln
Asp
Gln
Glu
55

Asp
Ile
Leu
Leu
Glu
135
Arg
Leu
Thr
Ile
Glu
215
Thr
Trp
Arg
Phe
Tyr

295
Ile

Thr
Gln
Ala
40

Tyr
Gly
Thr
Gly
Val
120
Leu
Tyr
Phe
Gln
Ala
200
Glu
Leu
Ala
Thr
Pro
280

Asp

Gly

Asp
Gln
25

Pro
Val
Phe
Lys
Ile
105
Met
Glu
Arg
Ile
Tyr
185
Asp
Asn
Tyr
Pro
Asp
265
Gly
Asp

Lys

Gly
10

Asp
Met
Ser
Tyr
Asn
90

Trp
Ala
Ser
Glu
Asn
170
Thr
Asn
Ala
Ala
Thr
250
Lys
Gln
Glu

Arg

Asp
Ile
Gly
Gln
Ile
75

Phe
Gly
Lys
Gly
Ala
155
Asp
Val
Pro
Arg
Pro
235
Arg
Ile
Ser

Val

Leu

Arg
Thr
Thr
Gly
60

Ala
Leu
Gly
Met
Asn
140
Ala
Leu
Asn
Thr
Val
220
Leu
Glu
Lys
Ile
Arg

300
Val

Trp
Arg
Gly
45

Leu
Pro
Thr
Lys
Gly
125
Ala
Asp
Asp
Asn
Asn
205
Pro
Ile
Asp
Asp
Asp
285
Lys

Asn

Arg
Gly
30

Thr
Arg
Ala
Leu
Gly
110
Ile
Gly
Leu
Ala
Gln
190
Val
Ile
Arg
Arg
Glu
270
Phe
Phe

Ser

Gly
15

Lys
His
Gln
Phe
Pro
95

Gln
Asn
Glu
Ile
Gly
175
Met
Gln
Ile
Asp
Ile
255
Asp
Phe
Val

Arg

Leu
Gly
His
Tyr
Met
80

Asn
Gly
Pro
Pro
Lys
160
Ala
Val
Leu
Cys
Gly
240
Gly
Ile
Gly

Glu

Glu

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173

Baseada na seqiiéncia de Arabidopsis thaliana



305

Gly Pro Pro

Glu Tyr Gly

Gln Ala
355
Ala

Leu
Ala Asp
370
Glu Pro

385

Ser

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

SEQ I
Compr
Tipo:
Organ

<220>
<223>

<400> Seqlé
atggtgaaag
tctgatgatc
cctatgggaa
cttaggcagt
gacaagcttg
cttattttgg
atggccaaga
gcaggagaac
aagggaaaga
ggtactactc
gataacccaa
cccatcattt
cgtatggaga
atcttcagaa
ggtcaatcta
aagttcgttg
ggacctcccg
atgcttgtga
caggctgcectt
acagaggaaa

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

SEQ I
Compr
Tipo:
Organ

<220>
<223>

<400> Seqiié

Met Val Lys
1

Ala Tyr Asp

Met Val Asp

35
Ala Val Leu
50
Leu

Asn Asp

310

Val Phe
325
Asn Met
340
Glu Thr

Ile Gly

Lys Leu

Glu
Leu
Tyr

Arg

Gln Pro

Val Met
Ser
360
Thr

Leu

Gly
375

Glu

390

D No 9
imento:
DNA
ismo:

Caracteristicas:
Outras informacgodes:

ncia: 9

aagacaaaca
aacaagacat
ccggaactca
acaacttgga
ttgttcacat
gtatatgggg
tgggtatcaa
ccgcaaagct
tgtgttgtct
agtacactgt
ccaacgtcca
gcactggtaa
agttctactg
ctgacaagat
tcgatttctt
agagccttgg
tgttcgagca
tggaacaaga
tgggagacgc
aggagcccag

D No 10
imento:
PRT
ismo:

Caracteristicas:
Outras informagdes:

ncia: 10
Glu

5
Thr
20

Ser

Ser

Asn

390

Asp Lys
Ser Asp
Val Phe
Ser Tyr

Met Met

1173

aaccgatgga
caccagaggc
ccacgctgtce
caacatgatg
caccaagaac
aggcaaaggt
cccaatcatg
tatccgtcag
cttcatcaac
caacaaccag
gctcccagga
cgatttctcc
ggccccgacce
caaggacgaa
cggtgctttg
agttgagaat
acccgagatg
gaatgtcaag
aaacgctgac
caagctcgag

Gln Thr

Asp Gln

Gln Ala
40
Glu Tyr
55

Asp Gly

Asp

7/18

315

Glu Met Thr

330

Glu Gln
345

Gln Ala

Glu
Ala

Phe Tyr Gly

Seqiéncia Artificial

gacagatgga
aagggtatgg
cttagctcat
gatgggtttt
ttcttgactc
caaggtaaat
atgagtgctg
aggtaccgtg
gatcttgacg
atggttaacg
atgtacaaca
accctatacg
cgtgaagacc
gacattgtca
agggcgagag
atcggaaaga
acttatgaga
agagtccaac
gccatcggece
taa

Seqiiéncia Artificial

Gly
10
Asp

Asp

Gln
25
Pro

Ile

Met Gly

Val Ser Gln

Phe Tyr Ile

Tyr Glu Lys

Asn Val Lys
350
Leu Gly Asp
365
Thr

Lys Glu

380

gaggtcttgce
ttgactctgt
acgaatacgt
acattgctcc
tgcctaacat
ccttccagtg
gagagcttga
aggcagctga
ctggtgcggg
caacactcat
aggaagagaa
ctcctcteat
gtatcggtgt
cacttgttga
tgtacgatga
ggctggttaa
agcttatgga
ttgccgagac
gcggaacttt

Arg Trp Arg

Thr Arg Gly

30

Thr Gly Thr
45

Gly Leu

60

Ala

Arg

Pro Ala

320
Leu Met
335
Arg Val

Ala Asn

Glu Lys

ctacgacact
cttccaagct
tagccaaggc
tgctttcatg
caaggttcca
tgagcttgtc
gagtggaaac
cttgatcaag
tcgtatggga
gaacattgct
cgcacgtgtc
ccgtgatgga
ctgcaagggt
tcagttccct
tgaagtgagg
ctcaagggaa
atacggaaac
ctacctcagce
ctacggtaaa

Gly Leu
15
Lys Gly

His His

Gln Tyr

Phe Met

Baseada na seqiéncia de Arabidopsis thaliana

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173

Baseada na seqiiéncia de Arabidopsis thaliana



65

Asp Lys Leu

Ile Lys Val
Phe
115

Met

Lys Ser

Ile Met
130
Ala Lys
145

Lys

Leu
Lys

Gly Arg Met

Ala Thr
195
Met

Asn
Pro Gly
210
Thr Gly
225

Arg

Asn

Met Glu

Val Lys

Val Thr Leu

275

Ala Leu Arg
290

Ser Leu
305

Gly

Gly

Pro Pro

Glu Tyr Gly

Gln Ala
355
Ala

Leu
Ala Asp
370
Glu Pro

385

Ser

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

SEQ I
Compr
Tipo:

70
His

Val Val
85
Pro Leu
100
Gln Cys

Ser Ala

Ile Arg

Ile
Glu
Gly

Gln

Ile Thr

Leu
Val

120
Leu

Leu

Glu
135

Arg Tyr

150

Met Cys
165
Gly Gly
180
Leu Met

Tyr Asn

Asp Phe

Cys
Thr
Asn
Lys

Ser

Leu Phe

Thr Gln

Ile Ala
200
Glu Glu
215

Thr Leu

230

Phe
245
Ile

Lys

Gly
260
Val Asp

Ala Arg

vVal Glu

Tyr
Phe
Gln
Val

Asn

Trp Ala

Arg Thr

Phe Pro
280
Tyr Asp
295

Ile Gly

310

Val Phe
325
Asn Met
340
Glu Thr

Ile Gly

Lys Leu

Glu
Leu
Tyr

Arg

Gln Pro

Val Met
Ser
360
Thr

Leu

Gly
375

Glu

390

D No 11
imento:
DNA

1173

8/18

75
Asn Phe
S0

Trp

Lys

Ile
105
Met

Gly

Ala Lys

Glu Ser Gly

Glu Ala
155
Asp

Arg

Ile Asn

170

Tyr Thr Val

185
Asp

Asn Pro

Asn Ala Arg

Ala Pro
235

Arg

Tyr

Thr
250
Lys

Pro
Asp Ile
265
Gly

Gln Ser

Asp Glu Val
Leu
315

Thr

Lys Arg

Glu Met
330
Glu Gln
345

Gln

Glu

Ala Ala

Phe Tyr Gly

Leu Thr Leu

Gly Lys Gly

110

Met Gly Ile
125

Asn Ala

140

Ala

Gly

Asp Leu

Leu Asp Ala
Gln
190

Val

Asn Asn

Thr Asn
205
Val Pro
220

Leu

Ile

Ile Arg

Glu Asp Arg
Glu
270

Phe

Lys Asp

Ile Asp

285

Arg Lys Phe

300

Val Asn Ser

Tyr Glu Lys

Asn Val Lys

350
Leu Gly Asp
365
Thr

Lys Glu

380

80
Pro Asn
95
Gln Gly

Asn Pro

Glu Pro

Ile Lys
160
Gly Ala
175
Met Val

Gln Leu

Ile Cys

Asp Gly
240
Ile Gly
255
Asp Ile

Phe Gly

Val Glu
Glu
320
Met

Arg

Leu
335
Arg Val

Ala Asn

Glu Lys

Organismo: Seqiiéncia Artificial

<220>
<223>

Caracteristicas:
Outras informagdes: Baseada na seqiéncia de Arabidopsis thaliana

<400> Seqiiéncia: 11

atggtgaaag
tctgatgatc
cctacgggaa
cttaggcagt
gacaagcttg
cttattttgg
atggccaaga
gcaggagaac
aagggaaaga

aagacaaaca
aacaagacat
ccggaactca
acaacttgga
ttgttcacat
gtatatgggg
tgggtatcaa
ccgcaaagct
tgtgttgtct

aaccgatgga
caccagaggc
ccacgctgtc
caacatgatg
caccaagaac
aggcaaaggt
cccaatcatg
tatccgtcag
cttcatcaac

gacagatgga
aagggtatgg
cttagctcat
gatgggtttt
ttcttgactc
caaggtaaat
ataagtgctg
aggtaccgtg
gatcttgacg

gaggtcttgc
ttgactctgt
acgaatacgt
acattgctcc
tgcctaacat
cctteccagtg
gagagcttga
aggcagctga
ctggtgeggg

ctacgacact
cttccaagct
tagccaaggc
tgctttcatg
caaggttcca
tgagcttgtc
gagtggaaac
cttgatcaag
tcgtatgggt

60

120
180
240
300
360
420
480
540



ggtactactc
gataacccaa
cccatcattt
cgtatggaga
atcttcagaa
ggtcaatcta
aagttcgttg
ggacctcccg
atgctcgtga
caggctgcectt
acagaggaaa

agtacactgt
ccaacgtcca
gcactggtaa
agttctactg
ctgacaagat
tcgatttctt
agagccttgg
tgttcgagca
tggaacaaga
tgggagacgc
aggagcccag

caacaaccag
gctcccagga
cgatttctcc
ggcceccgacce
caaggacgaa
cggtgcectttg
agttgagaag
acccgagatg
gaatgtcaag
aaacgctgac
caagctcgag

9/18

atggttaacg
atgtacaaca
accctatacg
cgtgaagacc
gacattgtca
agggcgaaag
atcggaaaga
acttatgaga
agagtccaac
gccatcggcece
taa

caacactcat
aggaagagaa
ctcctcectecat
gtatcggtgt
cacttgttga
tgtacgatga
ggctggttaa
agcttatgga
ttgccgagac
gcggaacttt

gaacattgcect
cgcacgtgtc
ccgtgatgga
ctgcaagggt
tcagttccct
tgaagtgagg
ctcaagggaa
atacggaaac
ctacctcagc
ctacggtaaa

600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173

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

<220>
<223>

<400>

Met Val

1
Ala

Met

Ala Va
50
Asn Le
65

Asp
Ile
Lys

Ile

13
Ala
145
Lys G1
Gly
Asn

Pro

21
Thr
225
Arg

Val
Val
Ala

Ser
305

Tyr

Val

Lys
Lys
Ser
Met

Lys

Arg
Ala
Gly
Gly
Met
Cys
Thr
Leu

290
Leu

SEQ ID No 12
Comprimento:
Tipo: PRT
Organismo:

390
Seqiiéncia Artificial

Caracteristicas:
Outras informacdes: Baseada na seqgiiéncia de Arabidopsis thaliana
Seqiéncia: 12
Lys Glu Asp
5
Ser

Lys Gln Thr Asp Gly Leu

10
Asp

Asp Arg Trp Arg Gly

15
Thr Lys
20

Ser

Gln Gln
25

Pro

Asp Asp Asp Ile Thr Arg Gly

30
Thr

Gly

Val Phe Gln Ala

40
Tyr

Asp Thr Thr His His

35
Leu

Gly Gly
45

1 Glu Leu
55

Asp

Ser Ser Tyr Val Ser Gln Gly Gln

60
Ala

Arg Tyr

Met Met
70
His

Phe Ile
75

Phe

Asn Ala Phe Met

80
Asn

u Asp Gly Tyr Pro

Val Val
85
Leu

Ile Thr Thr Pro

95
Gln

Asn Leu Leu

90
Trp

Leu Lys

Val Ile Ile
105

Met

Pro Leu
100

Gln

Gly Gly Gly Lys Gly

110
Ile

Gly

Phe
115
Ile

Glu Val
120

Leu

Cys Leu Ala Lys Met Gly Asn Pro

125
Ala Glu Ala
135

Arg

Glu Asn Glu
140

Ala

Ser Gly Ser Gly Gly Pro

0
Ile Gln
150

Cys

Glu Ala
155

Asp

Leu Arg Tyr Arg Asp Leu Ile Lys

160

Met Phe Ile Asn Leu Ala Ala

170
Thr

Lys Cys Leu

165
Gly

Asp Gly
175

Met

y

Met Thr Thr Gln Val Gln

190
Val

Gly Asn Asn Val

180
Leu

Tyr
185
Thr Asp
195

Met

Met Ile Ala
200

Glu

Thr Asn Gln Leu

205
Pro

Asn Asn Pro
Glu
215

Thr

Ala Val
220

Leu

Tyr Asn Lys Asn Arg Ile TIle Cys

0
Phe Ala Pro Ile
235

Arg

Ser Leu
230

Tyr

Asn Asp Tyr Arg Asp Gly

240
Glu Phe Gly
245

Ile

Thr
250
Lys

Ala Glu Ile
255

Asp

Lys Trp Pro Asp Arg

Phe Thr Ile Glu

270
Phe

Lys Gly Ile
260

Val

Arg Asp
265

Gly

Lys Asp

Gln Phe Pro Gln Ser 1Ile Phe

280
Asp

Leu
275
Arg

Asp Asp
285

Lys

Gly

Ala Lys Val Tyr Glu Val Phe Val Glu

295
Ile

Asp Arg

300
Val Val

Glu Leu

315

Glu
320

Gly Lys Asn Ser

310

Gly Lys Arg Arg



Gly Pro Pro

Glu Tyr Gly

Gln Ala
355
Ala

Leu
Ala Asp
370
Glu Pro

385

Ser

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

SEQ I
Compr
Tipo:
Organ

<220>
<223>

<400> Seqiié
atggtgaaag
tctgatgatc
cctacgggaa
cttaggcagt
gacaagcttg
cttattttgg
atggccaaga
gcaggagaac
aagggaaaga
ggtactactc
gataacccaa
cccatcattt
cgtatggaga
atcttcagaa
ggtcaatcta
aagttcgttg
ggacctcccg
atgctcgtga
caggctgcett
acagaggaaa

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

SEQ I
Compr
Tipo:
Organ

<220>
<223>

<400> Sequé

Met Val Lys
1

Ala

Tyr Asp

Met Val Asp

35

Ala Val Leu
50

Asn Leu

65

Asp

Val Phe
325
Asn Met
340
Glu Thr

Ile Gly

Lys Leu

Glu
Leu
Tyr

Arg

Gln Pro

Val Met
Ser
360
Thr

Leu

Gly
375

Glu

390

D No 13
imento:
DNA
ismo:

Caracteristicas:
Outras informacdes:

ncia: 13

aagacaaaca
aacaagacat
ccggaactca
acaacttgga
ttgttcacat
gtatatgggg
tgggtatcaa
ccgcaaagct
tgtgttgtct
agtacactgt
ccaacgtcca
gcactggtaa
agttctactg
ctgacaagat
tcgatttctt
agagccttgg
tgttcgagca
tggaacaaga
tgggagacgc
aggagcccag

D No 14
imento:
PRT
ismo:

Caracteristicas:
Outras informacgdes:

ncia: 14
Glu Asp
5
Thr Ser
20
Ser Val

Ser Ser

Asn Met

390

Lys
Asp
Phe
Tyr

Met
70

1173

aaccgatgga
caccagaggc
ccacgctgtce
caacatgatg
caccaagaac
aggcaaaggt
cccaatcatg
tatccgtcag
cttcatcaac
caacaaccag
gctcccagga
cgatttctcc
ggccccgacce
caaggacgaa
cggtgctttg
agttgagaag
acccgagatg
gaatgtcaag
aaacgctgac
caagctcgag

Gln Thr

Asp Gln

Gln Ala
40
Glu Tyr
55

Asp Gly

10/18

Glu Met
330

Gln

Thr

Glu
345
Gln

Glu

Ala Ala

Phe Tyr Gly

Seqiéncia Artificial

gacagatgga
aagggtatgg
cttagctcat
gatgggtttt
ttcttgacte
caaggtaaat
atgagtgctg
aggtaccgtg
gatcttgacg
atggttaacg
atgtacaaca
accctatacg
cgtgaagacc
gacattgtca
agggcgagag
atcggaaaga
acttatgaga
agagtccaac
gccatcggcec
taa

Seqiiéncia Artificial

Gly
10
Asp

Asp Asp
Gln
25

Pro

Ile

Thr Gly

Val Ser Gln

Phe Ile

75

Tyr

Tyr Glu Lys

Asn Val Lys
350
Leu Gly Asp
365
Thr

Lys Glu

380

gaggtcttgc
ttgactctgt
acgaatacgt
acattgctcc
tgcctaacat
ccttccagtg
gagagcttga
aggcagctga
ctggtgcggg
caacactcat
aggaagagaa
ctcctcectcecat
gtatcggtgt
gacttgttga
tgtacgatga
ggctggttaa
agcttatgga
ttgccgagac
gcggaacttt

Arg Trp Arg

Thr Arg Gly

30

Thr Gly Thr
45

Gly Leu

60

Ala

Arg

Pro Ala

Leu Met
335
Arg Val

Ala Asn

Glu Lys

ctacgacact
cttccaagct
tagccaaggc
tgctttcatg
caaggttcca
tgagcttgte
gagtggaaac
tttgatcaag
tcgtatgggt
gaacattgcect
cgcacgtgtc
ccgtgatgga
ctgcaagggt
tcagttccect
tgaagtgagg
ctcaagggaa
atacggaaac
ctacctcecagce
ctacggtaaa

Gly Leu
15
Lys Gly

His His

Gln Tyr

Phe Met

80

Baseada na seqliéncia de Arabidopsis thaliana

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173

Baseada na seqgliéncia de Arabidopsis thaliana



Asp Lys Leu

Ile Lys Val
Phe
115

Met

Lys Ser

Ile Met
130
Ala Lys
145

Lys

Leu

Gly Lys

Gly Arg Met

Ala Thr
195
Met

Asn
Pro Gly
210
Thr Gly
225

Arg

Asn

Met Glu

Val Cys Lys

Val Leu
275

Arg

Arg
Ala Leu
290
Ser Leu
305

Gly

Gly

Pro Pro

Glu Tyr Gly

Gln Ala
355
Ala

Leu
Ala Asp
370
Glu Pro

385

Ser

<210>
<211>
<212>

SEQ I
Compr
Tipo:

Val Val
85
Pro Leu
100
Gln Cys

Ser Ala

Ile Arg

His
Ile
Glu
Gly

Gln

Ile Thr

Leu Gly
Val
120
Leu

Leu

Glu
135

Arg Tyr

150

Met Cys
165
Gly Gly
180
Leu Met

Tyr Asn

Asp Phe

Cys
Thr
Asn
Lys

Ser

Leu Phe

Thr Gln
Ala
200
Glu

Ile

Glu
215

Thr Leu

230

Phe
245
Ile

Lys

Gly
260
Val Asp

Ala Arg

Val Glu

Tyr
Phe
Gln
Val

Lys

Trp Ala

Arg Thr

Phe Pro
280
Tyr Asp
295

Ile Gly

310

Val Phe
325
Asn Met
340
Glu Thr

Ile Gly

Lys Leu

Glu
Leu
Tyr

Arg

Gln Pro

Val Met
Ser
360
Thr

Leu

Gly
375

Glu

390

D No 15
imento:
DNA

1173

11/18

Asn Phe
90

Trp

Lys

Ile
105
Met

Gly

Ala Lys

Glu Ser Gly

Glu Ala
155

Asp

Arg

Ile Asn

170

Tyr Thr Val

185
Asp

Asn Pro

Asn Ala Arg

Ala Pro
235

Arg

Tyr

Thr
250
Lys

Pro
Asp Ile
265
Gly

Gln Ser

Asp Glu Vval
Leu
315

Thr

Lys Arg

Glu Met
330
Glu Gln
345

Gln

Glu

Ala Ala

Phe Tyr Gly

Leu Thr Leu

Gly Lys Gly

110

Met Gly Ile
125

Asn Ala

140

Ala

Gly

Asp Leu

Leu Asp Ala
Gln
190

Val

Asn Asn

Thr Asn
205
Val Pro
220

Leu

Ile

Ile Arg

Glu Asp Arg
Glu
270

Phe

Lys Asp

Ile Asp

285

Arg Lys Phe

300

Val Asn Ser

Tyr Glu Lys

Asn Val Lys

350
Leu Gly Asp
365

Lys Thr Glu

380

Pro Asn
95
Gln Gly

Asn Pro

Glu Pro

Ile Lys
160
Gly Ala
175
Met Val

Gln Leu

Ile Cys

Asp Gly
240
Ile Gly
255
Asp Ile

Phe Gly

Val Glu
Glu
320
Met

Arg

Leu
335
Arg Val

Ala Asn

Glu Lys

<213> Organismo: Seqiiéncia Artificial
Caracteristicas:

Outras informagdes: Baseada na seqiiéncia de Arabidopsis thaliana

<220>
<223>

<400> Seqiiéncia: 15

atggtgaaag
tctgatgatc
cctatgggaa
cttaggcagt
gacaagcttg
cttattttgg
atggccaaga
gcaggagaac
aagggaaaga
ggtactactc

aagacaaaca
aacaagacat
ccggaactca
acaacttgga
ttgttcacat
gtatatgggg
tgggtatcaa
ccgcaaagct
tgtgttgtct
agtacactgt

aaccgatgga
caccagaggc
ccacgctgtc
caacatgatg
caccaagaac
aggcaaaggt
cccaatcatg
tatccgtcag
cttcatcaac
caacaaccag

gacagatgga
aagggtatgg
cttagctcat
gatgggtttt
ttcttgactc
caaggtaaat
gtgagtgctg
aggtaccgtg
gatcttgacg
atggttaacg

gaggtcttgc
ttgactctgt
acgaatacgt
acattgctcc
tgcctaacat
ccttccagtg
gagagcttga
aggcagctga
ctggtgcggg
caacactcat

ctacgacact
cttccaagct
tagccaaggce
tgctttcatg
caaggttcca
tgagcttgtc
gagtggaaac
tttgatcaag
tcgtatgggt
gaacattgct

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600



gataacccaa
cccatcattt
cgtatggaga
atcttcagaa
ggtcaatcta
aagttcgttg
ggacctcccg
atgcttgtga
caggctgctt
acagaggaaa

<210> SEQ I

ccaacgtcca
gcactggtaa
agttctactg
ctgacaagat
tcgatttctt
agagccttgg
tgttcgagca
tggaacaaga
tgggagacgc
aggagcccag

D No 16

gctcccagga
cgatttctcc
ggccccgacce
caaggacgaa
cggtgctttg
agttgagaat
acccgagatg
gaatgtcaag
aaacgctgac
caagctcgag

12/18

atgtacaaca
accctatacg
cgtgaagacc
gacattgtca
agggcgagag
atcggaaaga
acttatgaga
agagtccaac
gccatcggcec
taa

aggaagagaa
ctcctctecat
gtatcggtat
cacttgttga
tgtacgatga
ggctggttaa
agcttatgga
ttgccgagac
gcggaacttt

cgcacgtgtc
ccgtgatgga
atgcaagggt
tcagttccct
tgaagtgagg
ctcaagggaa
atacggaaac
ctacctcagc
ctacggtaaa

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Met Va

1
Ala

Tyr

Comprimento: 390
Tipo: PRT
Organismo: Seqiéncia Artificial
Caracteristicas:
Outras informag¢des: Baseada na seqiiéncia de Arabidopsis thaliana
16
Asp
5
Ser

Seqgiiéncia:

1 Lys Glu Lys Gln Thr Asp Gly Leu

10
Asp

Asp Arg Trp Arg Gly

15

Asp Thr Asp Asp Gln Gln Ile Thr Arg Gly Lys Gly

Met Val Asp

35

Ala Val Leu
50

Asn Leu

65

Asp

Asp

Lys Leu

Ile Lys Val
Phe
115

Val

Lys Ser

Ile Met
130
Ala Lys
145

Lys

Leu

Gly Lys

Gly Arg Met

Ala Thr
195
Met

Asn
Pro Gly
210
Thr Gly
225

Arg

Asn

Met Glu

Ile Cys Lys

Val Thr Leu

275

Ala Leu Arg
290

Ser Leu

305

Gly

20
Ser Val

Ser Ser

Asn Met

Val Val
85

Pro Leu
100
Gln Cys

Ser Ala

Ile Arg

Phe
Tyr
Met
70

His
Ile
Glu

Gly

Gln

Gln Ala
40
Glu Tyr
55
Asp Gly

Ile Thr

Leu Gly
Val
120
Leu

Leu

Glu
135

Arg Tyr

150

Met Cys
165
Gly Gly
180
Leu Met

Tyr Asn

Asp Phe

Cys
Thr
Asn
Lys

Ser

Leu Phe

Thr Gln
Ala
200
Glu

Ile

Glu
215

Thr Leu

230

Phe
245
Ile

Lys

Gly
260
Val Asp

Ala Arg

Val Glu

Tyr
Phe
Gln
Val

Asn

Trp Ala

Arg Thr

Phe Pro
280
Tyr Asp
295

Ile Gly

310

25

Pro Met Gly

Val Ser Gln

Phe Ile
75
Phe

Tyr

Asn
90
Trp

Lys

Ile
105
Met

Gly

Ala Lys

Glu Ser Gly

Glu Ala
155

Asp

Arg

Ile Asn

170

Tyr Thr Val

185
Asp

Asn Pro

Asn Ala Arg

Ala Pro
235

Arg

Tyr

Thr
250
Lys

Pro

Asp Ile

265
Gly

Gln Ser

Asp Glu Val
Leu

315

Lys Arg

30

Thr Gly Thr
45

Gly Leu

60

Ala

Arg

Pro Ala

Leu Thr Leu

Gly Lys Gly

110

Met Gly Ile
125

Asn Ala

140

Ala

Gly

Asp Leu

Leu Asp Ala
Gln
190

Val

Asn Asn

Thr Asn
205
Val Pro
220

Leu

Ile

Ile Arg

Glu Asp Arg
Glu
270

Phe

Lys Asp

Ile Asp

285
Arg Lys Phe
300

Val Asn Ser

His His

Gln Tyr

Phe Met
80
Pro Asn
95
Gln Gly

Asn Pro

Glu Pro

Ile Lys
160
Gly Ala
175
Met Val

Gln Leu

Ile Cys

Asp Gly
240
Ile Gly
255
Asp Ile

Phe Gly

Val Glu

Glu
320

Arg



Gly Pro Pro

Glu Tyr

Gln Ala
355
Ala

Leu
Ala Asp
370
Pro

Glu Ser

385

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

SEQ I
Compr
Tipo:
Organ

<220>
<223>

<400> Seqlé
atggtgaaag
tctgatgatc
cctatgggaa
cttaggcagt
gacaagcttg
cttattttgg
atggccaaga
gcaggagaac
aagggaaaga
ggtactactc
gataacccaa
cccatcattt
cgtatggaga
atcttcagaa
ggtcaatcta
aagttcgttg
ggacctcccg
atgcttgtga
caggctgctc
acagaggaaa

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

SEQ I
Compr
Tipo:
Organ

<220>
<223>

<400> Sequé

Met Val Lys
1

Ala

Tyr Asp

Met Val Asp

35

Ala Val Leu
50

Asn Leu

65

Asp

Val Phe
325
Asn Met
340
Glu Thr

Ile Gly

Lys Leu

Glu Gln
Leu
Tyr

Arg

Pro

Val Met
Ser
360
Thr

Leu

Gly
375

Glu

380

D No 17
imento:
DNA
ismo:

Caracteristicas:
Outras informagdes:

ncia: 17

aagacaaaca
aacaagacat
ccggaactca
acaacttgga
ttgttcacat
gtatatgggg
tgggtatcaa
ccgcaaagct
tgtgttgtct
agtacactgt
ccaacgtcca
gcactggtaa
agttctactg
ctgacaagat
tcgatttctt
agagccttgg
tgttcgagca
tggaacaaga
tgggagacgce
aggagcccag

D No 18
imento:
PRT
ismo:

Caracteristicas:
Outras informagdes:

18
Asp
5
Ser

ncia:
Glu

Thr
20
Ser Val

Ser Ser

Asn Met

330

Lys
Asp
Phe
Tyr

Met
70

1173

aaccgatgga
caccagaggc
ccacgctgte
caacatgatg
caccaagaac
aggcaaaggt
cccaatcatg
tatcecgtcag
cctcatcaac
caacaaccag
gctcccagga
cgatttctcce
ggccccgacce
caaggacgaa
cggtgctttg
agttgagaat
acccgagatg
gaatgtcaag
aaacgctgac
caagctcgag

Gln Thr

Asp Gln

Gln Ala
40
Glu Tyr
55

Asp Gly

13/18

Glu Met
330

Gln

Thr

Glu
345
Gln

Glu
Ala Ala

Phe Tyr

Seqiéncia Artificial

gacagatgga
aagggtatgg
cttagctcat
gatgggtttt
ttcttgactc
caaggtaaat
atgagtgctg
aggtaccgtg
gatcttgacg
atggttaacg
atgtacaaca
accctatacg
cgtgaagacc
gacattgtca
agggcgagag
atcggaaaga
acttatgaga
agagtccaac
gccatcggcec
taa

Seqiiéncia Artificial

Gly
10
Asp

Asp Asp

Gln
25
Pro

Ile

Met Gly

Val Ser Gln

Phe Ile

75

Tyr

Gly Lys

Tyr Glu Lys

Asn Val Lys
350
Leu Gly Asp
365
Thr Glu

380

gaggtcttge
ttgactctgt
acgaatacgt
acattgctcce
tgcctaacat
cctteccagtg
gagagcttga
aggcagctga
ctggtgcggg
caacactcat
aggaagagaa
ctcctcectceat
gtatcggtat
gacttgttga
tgtacgatga
ggctggttaa
agcttatgga
ttgccgagac
gcggaacttt

Arg Trp Arg

Thr Arg Gly

30

Thr Gly Thr
45

Gly Leu

60

Ala

Arg

Pro Ala

Leu Met
335
Arg Val

Ala Asn

Glu Lys

ctacgacact
cttccaagct
tagccaaggc
tgctttcatg
caaggttcca
tgagcttgtc
gagtggaaac
cttgatcaag
tcgtatgggt
gaacattgct
cgcacgtgte
ccgtgatgga
atgcaagggt
tcagttcect
tgaagtgagg
ctcaagggaa
atacggaaac
ctacctcagce
ctacggtaaa

Gly Leu
15
Lys Gly

His His

Gln Tyr

Phe Met

80

Baseada na seqiiéncia de Arabidopsis thaliana

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173

Baseada na seqiiéncia de Arabidopsis thaliana



Asp Lys Leu

Ile Lys Val
Phe
115

Met

Lys Ser

Ile Met
130
Ala Lys
145

Lys

Leu

Gly Lys

Gly Arg Met

Ala Thr
195
Met

Asn
Pro Gly
210
Thr Gly
225

Arg

Asn

Met Glu

Ile Cys Lys

Val Leu
275

Arg

Arg
Ala Leu
290
Ser Leu
305

Gly

Gly

Pro Pro

Glu Tyr Gly

Gln Ala
355
Ala

Leu
Ala Asp
370
Pro

Glu Ser

385

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

SEQ I
Compr
Tipo:

<220>
<223>

<400> Seqiié
atggtgaaag
tctgatgatc
cctatgggaa
cttaggcagt
gacaagcttg
cttattttgg
atggccaaga
gcaggagaac
aagggaaaga
ggtactactc

Val Val
85
Pro Leu
100
Gln Cys

Ser Ala

Ile Arg

His
Ile
Glu
Gly

Gln

Ile Thr

Leu Gly
Val
120
Leu

Leu

Glu
135

Arg Tyr

150

Met Cys
165
Gly Gly
180
Leu Met

Tyr Asn

Asp Phe

Cys
Thr
Asn
Lys

Ser

Leu Leu

Thr Gln

Ile Ala
200
Glu Glu
215

Thr Leu

230

Phe
245
Ile

Lys

Gly
260
Val Asp

Ala Arg

Val Glu

Tyr
Phe
Gln
Val

Asn

Trp Ala

Arg Thr

Phe Pro
280
Tyr Asp
295

Ile Gly

310

Val Phe
325
Asn Met
340
Glu Thr

Ile Gly

Lys Leu

Glu
Leu
Tyr

Arg

Gln Pro

Val Met
Ser
360
Thr

Leu

Gly
375

Glu

390

D No 19
imento:
DNA

Caracteristicas:
Outras informacgdes:

ncia: 19

aagacaaaca
aacaagacat
ccggaactca
acaacttgga
ttgttcacat
gtatatgggg
tgggtatcaa
ccgcaaagct
tgtgttgtct
agtacactgt

1173

aaccgacgga
caccagaggc
ccacgctgtc
caacatgatg
caccaagaac
aggcaaaggt
cccaatcatg
tatccgtcag
cctcatcaac
caacaaccag

14/18

Asn Phe
390

Trp

Lys

Ile
105
Met

Gly

Ala Lys

Glu Ser Gly

Glu Ala
155

Asp

Arg

Ile Asn

170
Thr

Tyr Val

185
Asp

Asn Pro

Asn Ala Arg

Ala Pro
235

Arg

Tyr

Thr
250
Lys

Pro
Asp Ile
265
Gly

Gln Ser

Asp Glu Val
Leu
315

Thr

Lys Arg

Glu Met
330
Glu Gln
345

Gln

Glu

Ala Ala

Phe Tyr Gly

Organismo: Seqiiéncia Artificial

gacagatgga
aagggtatgg
cttagctcat
gatgggtttt
ttcttgactc
caaggtaaat
atgagtgctg
aggtaccgtg
gatcttgacg
atggttaacg

Leu Thr Leu

Gly Lys Gly

110

Met Gly Ile
125

Asn Ala

140

Ala

Gly

Asp Leu

Leu Asp Ala
Gln
190

Val

Asn Asn

Thr Asn
205
Val Pro
220

Leu

Ile

Ile Arg

Glu Asp Arg
Glu
270

Phe

Lys Asp

Ile Asp
285
Arg Lys Phe
300
Val

Asn Ser

Tyr Glu Lys

Asn Val Lys
350
Leu Gly Asp
365
Thr

Lys Glu

380

gaggtcttgce
ttgactctgt
acgaatacgt
acattgctcc
tgcctaacat
ccttccagtg
gagagcttga
aggcagctga
ctggtgcggg
caacactcat

Pro Asn
95
Gln Gly

Asn Pro

Glu Pro

Ile Lys
160
Gly Ala
175
Met Val

Gln Leu

Ile Cys

Asp Gly
240
Ile Gly
255
Asp Ile

Phe Gly

Val Glu
Glu
320
Met

Arg

Leu
335
Arg Val

Ala Asn

Glu Lys

ctacgacact
cttccaagct
tagccaaggc
tgctttecatg
caaggttcca
tgagcttgtc
gagtggaaac
cttgatcaag
tcgtatgggt
gaacattgct

Baseada na seqléncia de Arabidopsis thaliana

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600



gataacccaa
cccatcattt
cgtatggaga
atcttcagaa
ggtcaatcta
aagttcgttg
ggacctcccg
atgctcgtga
caggctgctt
acagaggaaa

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

SEQ I
Compr
Tipo:
Organ

<220>
<223>

<400> Sequé

Met Val Lys
1

Ala

Tyr Asp

Met Val Asp

35

Ala Val Leu
50

Asn Leu

65

Asp

Asp

Lys Leu

Ile Lys Val
Phe
115

Met

Lys Ser

Ile Met
130
Ala Lys
145

Lys

Leu

Gly Lys

Gly Arg Met

Ala Thr
195
Met

Asn
Pro Gly
210
Thr Gly
225

Arg

Asn

Met Glu

Ile Cys Lys

Val Thr Leu

275

Ala Leu Arg
290

Ser Leu

305

Gly

ccaacgtcca
gcactggtaa
agttctactg
ctgacaagat
tcgatttctt
agagccttgg
tgttcgagca
tggaacaaga
tgggagacgc
aggagcccag

D No 20
imento:
PRT
ismo:

Caracteristicas:
Outras informag¢des: Baseada na seqgiiéncia de Arabidopsis thaliana

20
Asp
5
Ser

ncia:
Glu

Thr
20
Ser Val

Ser Ser

Asn Met

Val Val
85
Pro Leu
100
Gln Cys

Ser Ala

Ile Arg

Met Cys
165
Gly Gly
180
Leu Met

Tyr Asn

Asp Phe
Phe
245
Ile

Lys

Gly
260
Val Asp

Ala Arg

Val Glu

gctcccagga
cgatttctcce
ggccccgacce
caaggacgaa
cggtgctttg
agttgagaat
acccgagatg
gaatgtcaag
aaacgctgac
caagctcgag

15/18

atgtacaaca
accctatacg
cgtgaagacc
gacattgtca
agggcgagag
atcggaaaga
acttatgaga
agagtccaac
gccatcggcece
taa

390

Lys
Asp
Phe
Tyr
Met
70

His
Ile
Glu
Gly
Gln
150
Cys
Thr
Asn
Lys
Ser
230
Tyr
Phe
Gln

Val

Asn
310

Seqiéncia Artificial

Gln Thr Asp Gly

10
Asp

Asp

Gln Gln
25

Pro

Asp Ile

Gln Ala
40
Tyr

Met Gly
Glu
55

Asp

Val Ser Gln

Phe Ile
75
Phe

Gly Tyr

Ile Thr Asn
90

Trp

Lys

Ile
105
Met

Leu Gly Gly
Val
120

Leu

Leu Ala Lys
Glu
135

Arg

Glu Ser Gly

Glu Ala
155

Asp

Tyr Arg

Ile Asn
170
Thr

Leu Leu

Thr Gln Tyr Val

185
Ile Ala Asp
200

Glu

Asn Pro
Glu
215
Thr

Asn Ala Arg

Ala Pro
235
Arg

Leu Tyr

Ala Thr
250
Lys

Trp Pro

Arg Thr Asp Ile

265

Phe Pro Gly Gln Ser

280
Tyr Asp Glu Vval
295

Ile

Asp

Leu
315

Gly Lys Arg

aggaagagaa
ctcctctcat
gtatcggtat
cacttgttga
tgtacgatga
ggctggttaa
agcttatgga
ttgccgagac
gcggaacttt

Arg Trp Arg

Thr Arg Gly

30

Thr Gly Thr
45

Gly Leu

60

Ala

Arg

Pro Ala

Leu Thr Leu

Gly Lys Gly

110

Met Gly Ile
125

Asn Ala

140

Ala

Gly

Asp Leu

Leu Asp Ala
Gln
190

Val

Asn Asn

Thr Asn
205
Val Pro
220

Leu

Ile

Ile Arg

Glu Asp Arg
Glu
270

Phe

Lys Asp

Ile Asp

285
Lys

Arg Phe

300

Val Asn Ser

cgcacgtgtc
ccgtgatgga
atgcaagggt
tcagttccct
tgaagtgagg
ctcaagggaa
atacggaaac
ctacctcagc
ctacggtaaa

Gly Leu
15
Lys Gly

His His

Gln Tyr

Phe Met
80
Pro Asn
95
Gln Gly

Asn Pro

Glu Pro

Ile Lys
160
Gly Ala
175
Met Val

Gln Leu

Ile Cys

Asp Gly
240
Ile Gly
255
Asp Ile

Phe Gly

Val Glu

Glu
320

Arg

660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173



Gly Pro Pro

Glu Tyr Gly

Gln Ala
355
Ala

Leu
Ala Asp
370
Glu Pro

385

Ser

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

SEQ I
Compr
Tipo:

<220>
<223>

<400> Seqiié
atggtgaaag
tctgatgatc
cctatgggaa
cttaggcagt
gacaagcttg
cttattttgg
atggccaaga
gcaggagaac
aagggaaaga
ggtactactc
gataacccaa
cccatcattt
cgtatggaga
atcttcagaa
ggtcaatcta
aagttcgttg
ggacccceceg
atgcttgtga
caggctgcte
acagaggaaa

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

SEQ I
Compr
Tipo:
Organ

<220>
<223>

<400> Seqiié
Met Val Lys
1

Ala Tyr
Met Val

35
Ala Val
50
Asn Leu

65

Asp Thr
Asp Ser
Leu Ser

Asp Asn

Val Phe
325
Asn Met
340
Glu Thr

Ile Gly

Lys Leu

Glu
Leu Val

Tyr

Gln Pro
Met

Ser
360

Leu

Arg Gly Thr

375

Glu

390

D No 21
imento:
DNA

Caracteristicas:
Outras informacdes:

ncia: 21

aagacaaaca
aacaagacat
ccggaactca
acaacttgga
ttgttcacat
gtatatgggg
tgggtatcaa
ccgcaaagct
tgtgttgtct
agtacactgt
ccaacgtcca
gcactggtaa
agttctactg
ctgacaagat
tcgatttctt
agagccttgg
tgttcgagca
tggaacaaga
tgggagacgce
aggagcccag

D No 22
imento:
PRT
ismo:

Caracteristicas:
Outras informacgbes:

22
Asp
5
Ser

ncia:
Glu

20
Val

Ser

Met

390

1173

aaccgacgga
caccagaggc
ccacgctgtc
caacatgatg
caccaagaac
aggcaaaggt
cccaatcatg
tatccgtcag
cttcatcaac
caacaaccag
gctcccagga
cgatttctcc
ggccccgacce
caaggacgaa
cggtgcectttg
agttgagaat
acccgagatg
gaatgtcaag
aaacgctgac
caagctcgag

Asp Asp Gln

Phe Gln Ala

40

Tyr Glu Tyr

55

Met Asp Gly
70

16/18

Glu Met Thr

330

Glu Gln Glu

345

Gln Ala Ala

Phe Tyr Gly

Organismo: Seqiéncia Artificial

gacagatgga
aagggtatgg
cttagctcat
gatgggtttt
ttcttgacte
caaggtaaat
atgagtgctg
aggtaccgtg
gatcttgacg
atggttaacg
atgtacaaca
accctatacg
cgtgaagacc
gacattgtca
agggcgagag
atcggaaaga
acttatgaga
agagtccaac
gccatcggcc
taa

Seqliiéncia Artificial

Lys Gln Thr Asp Gly Asp

10
Gln Asp
25
Pro

Ile

Met Gly

Val Ser Gln
Ile

75

Phe Tyr

Tyr Glu Lys

Asn Val Lys
350
Leu Gly Asp
365
Thr

Lys Glu

380

gaggtcttgce
ttgactctgt
acgaatacgt
acattgctcc
tgcctaacat
ccttccagtg
gagagcttga
aggcagctga
ctggtgcggg
caacactcat
aggaagagaa
ctcctctcat
gtatcggtat
gacttgttga
tgtacgatga
ggctggttaa
agcttatgga
ttgccgagac
gcggaacttt

Arg Trp Arg

Thr Arg Gly
30
Thr Gly Thr

45
Gly Leu
60

Ala

Arg

Pro Ala

Leu Met
335
Arg Val

Ala Asn

Glu Lys

ctacgacact
cttccaagcet
tagccaaggc
tgctttcatg
caaggttcca
tgagcttgtc
gagtggaaac
cttgatcaag
tcgtatgggt
gaacattgct
cgcacgtgtc
ccgtgatgga
atgcaagggt
tcagttccecct
tgaagtgagg
ctcaagggaa
atacggaaac
ctacctcage
ctacggtaaa

Gly Leu
15
Lys Gly

His His

Gln Tyr

Phe Met

80

Baseada na sequéncia de Arabidopsis thaliana

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1173

Baseada na seqiiéncia de Arabidopsis thaliana



Asp
Ile
Lys
Ile
Ala
145
Lys
Gly
Asn
Pro
Thr
225
Arg
Ile
Val
Ala
Ser
305
Gly
Glu
Gln

Ala

Glu
385

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

<220>
<223>

<400>

Lys
Lys
Ser
Met
130
Lys
Gly
Arg
Ala
Gly
210
Gly
Met
Cys
Arg
Leu
290
Leu
Pro
Tyr
Leu
Asp

370
Pro

Leu
Val
Phe
115
Met
Leu
Lys
Met
Thr
195
Met
Asn
Glu
Lys
Leu
275
Arg
Gly
Pro
Gly
Ala
355
Ala

Ser

Val
Pro
100
Gln
Ser
Ile
Met
Gly
180
Leu
Tyr
Asp
Lys
Gly
260
Val
Ala
Val
Val
Asn
340
Glu
Ile

Lys

DNA

Organismo:

Sequéncia:

Val
85

Leu
Cys
Ala
Arg
Cys
165
Gly
Met
Asn
Phe
Phe
245
Ile
Asp
Arg
Glu
Phe
325
Met
Thr
Gly

Leu

SEQ ID No 23
Comprimento:
Tipo:

His
Ile
Glu
Gly
Gln
150
Cys
Thr
Asn
Lys
Ser
230
Tyr
Phe
Gln
Val
Asn
310
Glu
Leu
Tyr
Arg

Glu
390

17

Ile
Leu
Leu
Glu
135
Arg
Leu
Thr
Ile
Glu
215
Thr
Trp
Arg
Phe
Tyr
295
Ile
Gln
Val

Leu

Gly
375

Thr
Gly
Val
120
Leu
Tyr
Phe
Gln
Ala
200
Glu
Leu
Ala
Thr
Pro
280
Asp
Gly
Pro
Met
Ser

360
Thr

Lys
Ile
105
Met
Glu
Arg
Ile
Tyr
185
Asp
Asn
Tyr
Pro
Asp
265
Gly
Asp
Lys
Glu
Glu
345
Gln

Phe

17/18

Asn
90

Trp
Ala
Ser
Glu
Asn
170
Thr
Asn
Ala
Ala
Thr
250
Lys
Gln
Glu
Arg
Met
330
Gln
Ala

Tyr

Seqiéncia Artificial

23

cagacaatgt tggcctc

Caracteristicas:
Outras informag¢des: primer

Phe
Gly
Lys
Gly
Ala
155
Asp
Val
Pro
Arg
Pro
235
Arg
Ile
Ser
Val
Leu
315
Thr
Glu
Ala

Gly

Leu
Gly
Met
Asn
140
Ala
Leu
Asn
Thr
Val
220
Leu
Glu
Lys
Ile
Arg
300
Val
Tyr
Asn

Leu

Lys
380

Thr
Lys
Gly
125
Ala
Asp
Asp
Asn
Asn
205
Pro
Ile
Asp
Asp
Asp
285
Lys
Asn
Glu
Val
Gly

365
Thr

Leu
Gly
110
Ile
Gly
Leu
Ala
Gln
190
vVal
Ile
Arg
Arg
Glu
270
Phe
Phe
Ser
Lys
Lys
350
Asp

Glu

Pro
95

Gln
Asn
Glu
Ile
Gly
175
Met
Gln
Ile
Asp
Ile
255
Asp
Phe
Val
Arg
Leu
335
Arg
Ala

Glu

Asn
Gly
Pro
Pro
Lys
160
Ala
Val
Leu
Cys
Gly
240
Gly
Ile
Gly
Glu
Glu
320
Met
Val

Asn

Lys



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

<220>
<223>

<400>

18/18

SEQ ID No 24

Comprimento: 18

Tipo: DNA

Organismo: Seqiiéncia Artificial

Caracteristicas:
Outras informacdes: primer

Seqgiiéncia: 24

acgagtaacg atggtagg

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

<220>
<223>

<400>

SEQ ID No 25

Comprimento: 15

Tipo: DNA

Organismo: Seqiéncia Artificial

Caracteristicas:
Outras informag¢des: primer

Seqiiéncia: 25

gtctatacct tgagc

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

<220>
<223>

<400>

SEQ ID No 26

Comprimento: 14

Tipo: DNA

Organismo: Seqiiéncia Artificial

Caracteristicas:
Outras informagdes: primer

Seqiéncia: 26

tcagtcatac tcgg

18

15

14
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o

REIVINDICAGOES

1. Molécula de acido nucléico isolada, caracterizada pelo
fato de que compreende qualquer uma das SEQ ID NOs: 3, 5,

7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21 ou um complemento das mesmas.

2. Molécula de acido nucléico isolada, caracterizada pelo

fato de que é selecionada do grupo consistindo de:

a. molécula de 4&cido nucléico compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos, a qual é pelo menos
95% idéntica a seqgiiéncia de nucleotideos de
qualquer uma das SEQ ID NOs: 3, 5, 7, 9, 11, 13,

15, 17, 19 e 21 ou um complemento das mesmas;

b. molécula de &cido nucléico que codifica um
polipeptideo compreendendo a seqiiéncia de
aminodcidos de qualquer uma das SEQ ID NOs: 4, 6,

8, 10, 12, 14, 1le6, 18, 20 e 22; e

c. molécula de &cido nucléico que hibridiza, sob
condigdes severas, com uma sonda de Acido
nucléico consistindo da seqliéncia de nucleotideos
de qualquer uma das SEQ ID NOs: 3, 5, 7, 9, 11,

13, 15, 17, 19 e 21 ou um complemento das mesmas.

3. Molécula de &cido nucléico isolada de acordo com a
reivindicagdo 1 ou 2, caracterizada pelo fato de que a

molécula de acido nucléico codifica um polipeptideo com
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termoestabilidade aumentada, quando comparado com um

polipeptideo da SEQ ID NO: 2.

4. Vetor, caracterizado pelo fato de gque compreende a
molécula de a&cido nucléico como definida na reivindicacdo 1

ou 2.

5. Vetor de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado

pelo fato de que é um vetor de expresséo.

6. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que

compreende o vetor como definido na reivindicagao 4.

7. Polipeptideo isolado, caracterizado pleo fato de que
compreende qualquer uma das SEQ ID NOs: 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20 e 22.

8. Polipeptideo isolado, caracterizado pleo fato de que é

selecionado do grupo consistindo de:

a. polipeptideo que ¢é pelo menos 95% idéntico a
seqliéncia de aminodcidos de qualquer uma das SEQ

ID NOs: 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22;

b. polipeptideo que é codificado por uma molécula de
dcido nucléico compreendendo uma seqiiéncia de
nucleotideos, a qual é pelo menos 95% idéntica a
qualguer uma das SEQ ID NOs: 3, 5, 7, 9, 11, 13,

15, 17, 19 e 21 ou um complemento das mesmas;
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c. polipeptideo codificado por uma molécula de acido
nucléico que hibridiza, sob condigdes severas,
com uma sonda de &cido nucléico consistindo da
seqliéncia de nucleotideos de qualquer uma das SEQ
ID NOs: 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21 ou um

complemento das mesmas.

9. Polipeptideo isolado de acordo com a reivindicacdo 7
ou 8, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo
apresenta termoestabilidade aumentada, quando comparado com

um polipeptideo da SEQ ID NO: 2.

10. Planta transgénica, caracterizada pelo fato de que

compreende um transgénie que expressa:

a. o polipeptideo de qualquer uma das SEQ ID NOs: 4,
6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22; ou

b. a molécula de acido nucléico de qualquer uma das

SEQ ID NOs: 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21.

11. Planta transgénica de acordo com a reivindicacdo 10,
caracterizada pelo fato de que a planta é selecionada do
grupo consistindo de plantas de milho, tomate, batata,
arroz, soja, algodao, girassol, alfalfa, alface, canola,

sorgo ou tabaco.

12. Planta transgénica de acordo com a reivindicacdo 11,

caracterizada pelo fato de que a planta transgénica
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apresenta tolerdncia ao calor aumentada, quando comparada a

uma planta que ndo é transgénica.

13. Planta transgénica, caracterizada pelo fato de que

compreende um transgénie que expressa:

C. o polipeptideo como definido na reivindicacdo 8
ou
d. a molécula de acido nucléico como definida na

reivindicacdo 2.

14. Planta transgénica de acordo com a reivindicacédo 13,
caracterizada pelo fato de que a planta é selecionada do
grupo consistindo de plantas de milho, tomate, batata,
arroz, soja, algoddo, girassol, alfalfa, alface, canola,

sorgo ou tabaco.

15. Planta transgénica de acordo com a reivindicacgdo 13,
caracterizada pelo fato de que a planta transgénica
apresenta tolerdncia ao calor aumentada, quando comparada a

uma planta que ndo é transgénica.

16. Método de aumento da toleridncia ao calor em plantas,
caracterizado pelo fato de gque compreende expressar um
polipeptideo de qualquer uma das SEQ ID NOs: 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20 e 22 em uma planta.
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17. Método de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado
pelo fato de que o polipeptideo é expresso no um ou mais

plastideos da planta.

18. Método de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado
pelo fato de que a expressdo do referido polipeptideo
resulta em um aumento na taxa de fotossintese, sob

condic¢des aquecidas.

19. Planta transgénica de acordo com a reivindicacdo 13,
caracterizada pelo fato de que a expressdo ou a atividade
da RuBisCO activase endbgena da planta é regulada

negativamente.

20. Planta transgénica de acordo com a reivindicagdo 13,
caracterizada pelo fato de que a expressdo ou a atividade

da RuBisCO activase enddgena da planta é eliminada.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 6
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RESUMO

MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO ISOLADA, VETOR, CELULA
HOSPEDEIRA, POLIPEPTIDEO ISOLADO, PLANTA TRANSGENICA E
METODO DE AUMENTO DA TOLERANCIA AO CALOR EM PLANTAS

A presente invengdo prové polipeptideos termoestaveis
relacionados com os polipetideos de RuBisCO activase de

Arabidopsis.

A presente invengdo refere-se ainda a &cidos nucléicos

que codificam os polipeptideos da invengdo.

Sdo também objetos da presente invencdo os métodos de
utilizacdo dos polipeptideos e 4&cidos nucléicos da
invencdo, para aumentar a resisténcia de plantas aos

problemas causados pelo calor.
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