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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "METODO
PARA CONFERIR RESISTENCIA AO ESTRESSE AO SAL AUMA PLANTA
E METODO PARA PRODUZIR UMA PLANTA".

Campo Técnico

A presente invencgao refere-se a uma planta em que um dado
gene foi introduzido ou em que uma regido de controle da expressédo de um
gene enddgeno tem sido alterada, um método para conferir resisténcia ao
estresse ambiental a uma planta através da introducdo de um determinado
gene no mesmo ou alterando uma regido de controle da expressao de um
gene enddégeno no mesmo e um método para produzir uma planta para a qual
a resisténcia ao estresse ambiental tenha sido transmitida.

Antecedente da Técnica

A possibilidade de crescimento das plantas depende de diferentes
fatores ambientais, tais como temperatura, umidade concentracdo de sais no
solo. Em alguns casos, um ambiente caracterizado por tais fatores €
adequado para uma determinada planta, mas ndo para outras plantas. Em
geral, os fatores acima referidos que influenciam o crescimento das plantas
sao referidos como tensbes ambientais. Casos em que uma determinada
planta ndo pode crescer ou esta fatalmente danificada em um ambiente
caracterizado por meio de certos estresses ambientais sdo explicados
observando que a planta ndo tem resisténcia ao estresse ambiental. Por outro
lado, os casos em que uma planta que pode crescer em um ambiente
caracterizado por meio de certas tens6es ambientais sao explicados por notar
gue tal planta tem resisténcia ao estresse ambiental.

As plantas sdo cultivadas para a finalidade da utilizacdo de
alguns tecidos do mesmo (por exemplo, sementes, raizes, folhas ou caules)
ou com o propoésito de produzir varios materiais, tais como gorduras e 6leos.
Exemplos de gorduras e 6leos produzidos a partir de plantas que tém sido até
agora conhecidos incluem o 6leo de soja, 6leo de sésamo, Gleo de oliva, 6leo
de coco, oOleo de arroz, éleo de semente de algod&o, 6leo de girassol, 6leo
de milho, 6leo de cartamo, Oleo de palma, e 6leo de colza. Tais gorduras

e Oleos sdo usados extensivamente para aplicacdes domésticas e indus-
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triais. Além disso, as gorduras e 6leos produzidos a partir de plantas sao
utilizadas como matérias-primas para biodiesel ou bioplastico, e a aplicabili-
dade da mesma é crescente de energia alternativa ao petroleo.

Se a resisténcia ao estresse ambiental pode ser transmitida a
uma planta, torna-se possivel expandir a area em que a planta pode crescer,
permitindo a utilizagcéo eficaz do espaco limitado ao chao. Em particular, uma
colheita de energia, tais como cana-de-agucar é utilizada como um material
para biocombustivel. Portanto, é desejavel para a tal cultura de energia obter
a resisténcia a uma variedade de pressdes ambientais. Isto quer dizer, se a
resisténcia ao estresse ambiental pode ser transmitida para a cultura de e-
nergia acima, a cultura de energia pode ser cultivada em uma area em que a
cultura ndo pode ser cultivada devido aos fatores ambientais descritos aci-
ma. As técnicas para conferir resisténcia ao estresse ambiental para as plan-
tas s&o descritas nos documentos de patente 1 e 2 e no documento de no
Patente 1. O documento de patente 1 descreve um método para conferir re-
sisténcia ao estresse ao sal a uma planta através da introdugéo de um ge-
nenvolvido na sintese de glicina betaina servindo como uma porcéo de os-
molito para a planta. Tanto o documento da Patente 2 e o Documento de
nao patente 1 descrevem um método para conferir resisténcia ao estresse
ambiental a uma planta através da introdugédo de um gene que codifica para
uma proteina do tipo receptora derivada do tabaco na planta.

Além disso, no documento de patente 2 e no documento de nao
Patente 1, um gene que codifica para uma proteina do tipo receptora ¢ intro-
duzido. Contudo, estes documentos ndo descrevem os exemplos de introdu-
¢ao de genes com a utilizagdo de um gene que codifica para uma proteina
do tipo receptora tendo uma estrutura de repeticées ricas em leucina ou um
gene que codifica uma proteina cinase do tipo receptora tendo uma estrutura
de repetigbes ricas em leucina. Além disso, os documentos de nao Patente 2
e 3 descrevem que uma proteina-quinase de tipo receptora tendo uma estru-
tura de repeticGes ricas em leucina desempenham um papel importante na
reacao ao estresse.
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Sumario da Invencao

Problema técnico

Nos das de hoje é praticamente impossivel conferir resisténcia
ao estresse ambiental a uma planta através da introdugdo de um gene que
codifica para uma proteina do tipo receptora tendo uma estrutura de repeti-
¢les ricas em leucina ou um gene que codifica uma proteina cinase do tipo
receptora tendo uma estrutura de repeti¢des ricas em leucina na planta.

Por conseguinte, tendo em vista as circunstancias mencionadas
acima, € um objetivo da presente invengédo proporcionar uma técnica para a
busca de um gene com uma nova fungao de conferir resisténcia ao estresse
ambiental a uma planta ou a fim de melhorar a resisténcia ao estresse ambi-
ental de uma planta, permitindo dessa maneira uma resisténcia ao estresse
ambiental a ser transmitido a uma planta ou permitindo que a resisténcia ao
estresse ambiental de uma planta seja melhorado.

Solucédo do Problema

A fim de atingir o objetivo acima, os presentes inventores desco-
briram recentemente que a resisténcia ao estresse ambiental pode ser
transmitida a uma planta através da analise de muitas proteinas possuindo
estruturas de repeticdo ricas em leucina e introdugdo de um gene especifico
que codifica uma proteina do tipo receptora tendo uma estrutura de repeti-
¢bes ricas em leucina ou um gene especifico que codifica uma proteina ci-
nase do tipo receptora tendo uma estrutura de repeticbes ricas em leucina
em uma planta ou alterando uma regido de controle da expressdo de um

gene endbgeno. Isto levou a conclusdo da presente invengao.
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De maneira especifica, a planta da presente invencdo é uma
planta em que pelo menos um gene foi introduzido, sendo tal gene selecio-
nado a partir dentre o grupo consistindo em um gene que codifica para uma
proteina do tipo receptora tendo uma estrutura de repeticdes ricas em leuci-
na a qual € selecionada a partir de um primeiro grupo (incluindo At5g40170,
At2g25440, At2g32680, At3g24900, At3g25020, At3g25010, At2g33020,
At2g33080, At2g32660, At2g33050, e At2g33060), um gene que codifica
para uma quinase do tipo receptora tendo uma estrutura de repeticbes ricas
em leucina que € selecionada a partir de um segundo grupo (incluindo
At3g28450, At1g27190, e At1g69990), e um gene que codifica para uma
quinase do tipo receptora tendo uma estrutura de repeti¢cdes ricas em leuci-
na que € selecionada a partir de um terceiro grupo (incluindo At3g47570,
At3g47580, At3g47090, At3g47110, At5g20480, e At5g39390), ou é uma
unidade em que uma regiao de controle da expressdo de um gene endogeno
foi alterada.

Além disso, o método para conferir resisténcia ao estresse am-
biental a uma planta da presente invengéo compreende a introducéao de, pe-
lo menos, um gene selecionado a partir dentre o grupo consistindo em um
gene que codifica uma proteina do tipo receptora tendo uma estrutura de
repeticdes ricas em leucina que é selecionada a partir de um primeiro grupo
(incluindo At5g40170, At2g25440, At2g32680, At3g24900, At3g25020,
At3g25010, At2g33020, At2g33080, At2g32660, At2g33050, e At2g33060),
um gene que codifica para uma quinase do tipo receptora tendo uma estrutu-
ra de repeticdes ricas em leucina que é selecionada a partir de um segundo
grupo ( incluindo At3g28450, At1g27190, e At1g69990), e um gene que codi-
fica para uma quinase do tipo receptora tendo uma estrutura de repetices
ricas em leucina que € selecionada a partir de um terceiro grupo (incluindo
At3g47570, At3g47580, At3g47090, At3g47110, At5g20480, e At5339390),
ou alterando uma regido de controle da expressado de um gene endogeno.

Além disso, o método para produzir uma planta da presente in-
vencdo compreende as seguintes etapas de: preparar uma planta transfor-

mada em que pelo menos um gene foi introduzido, sendo tal gene selecio-
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nado a partir dentre o grupo consistindo em um gene que codifica para uma
proteina do tipo receptora tendo um estrutura de repeticao rica em leucina
que € selecionada a partir-dentre o primeiro grupo (incluindo At5g40170,
At2g25440, At2g32680, At3g24900, At3g25020, At3g25010, At2g33020,
At2g33080, At2g32660, At2g33050, e At2g33060), um gene que codifica
para uma quinase do tipo receptora tendo uma estrutura de repeticao rica
em leucina que é selecionada a partir do segundo grupo (incluindo
At3g28450, At1g27190, e At1g69990), e um gene que codifica para uma
quinase do tipo receptora tendo uma estrutura de repeticoes ricas em leuci-
na que € selecionada a partir do terceiro grupo (incluindo At3g47570,
At3g47580, At3g47090, At3g47110, At5g20480, e At5g39390), ou uma plan-
ta transformada em que uma regido de controle da expressido de um gene
endogeno foi alterada; e a avaliagdo do estresse ambiental quanto & resis-
téncia das plantas descendentes da planta transformada e selecionando
uma linha com resisténcia ao estresse ambiental significativamente maior.

Na presente invengao, os exemplos de um gene que codifica pa-
ra uma proteina do tipo receptora tendo uma estrutura de repeticées ricas
em leucina que é selecionada a partir dentre o primeiro grupo incluem genes
especificados pelo At5g40170 e At2925440 e At2g32680 e At3g24900 e
At3g25020 e At3g25010 e At2g33020 e At2g33080 e At2g32660 e
At2g33050, e At2g33060 e os genes funcionalmente equivalentes. Especi-
almente de preferéncia, um gene selecionado a partir do primeiro grupo é
um gene selecionado a partir dentre o grupo consistindo em genes especifi-
cados pelo At2g25440 e At2g32680 e At3g24900 e At3g25020 e At3g25010
e At2g33020, e At2g33080 e genes funcionalmente equivalentes aos mes-
mos. Além disso, de preferéncia, um gene selecionado a partir do primeiro
grupo € um gene selecionado a partir dentre o grupo consistindo em genes
especificados pelo At2g33020 e At2g33080 e genes respectivos funcional-
mente equivalentes.

Especialmente de preferéncia, um gene que codifica para uma
proteina do tipo receptora tendo uma estrutura de repetigcées ricas em leuci-

na que € selecionada a partir dentre o primeiro grupo codifica qualquer uma
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das seguintes proteinas (a) a (c):

(A) uma proteina compreendendo a sequéncia de aminoacidos
mostrada na SEQ ID NO: 2; _

(B) uma proteina compreendendo uma sequéncia de aminoaci-
dos que tem uma delegcdo, uma substituicdo, uma adicdo ou uma insercao
de um ou uma pluralidade de aminoacidos em relagdo a sequéncia de ami-
noacidos mostrada na SEQ ID NO: 2 e tem uma estrutura de repeticao rica
em leucina e atividade quinase tipo receptora e;

(C) uma proteina que é codificada por meio de um polinucleoti-
deo hibridazando sob condi¢bes rigorosas a um polinucleotideo compreen-
dendo uma sequéncia de nucleotideos complementares da sequéncia de
nucleotideos mostrada na SEQ ID NO: 1 e tem uma estrutura de repeticoes
ricas em leucina e atividade quinase tipo receptora.

Além disso, os exemplos de um gene que codifica para uma qui-
nase do tipo receptora tendo uma estrutura de repeticdes ricas em leucina
selecionada a partir dentre o segundo grupo incluem genes especificados
pelo At3g28450 e At1g27190, e At1g69990 e genes funcionalmente equiva-
lente aos mesmos. Especialmente de preferéncia, os exemplos de um gene
selecionado a partir do segundo grupo incluem genes selecionados a partir
dentre o grupo consistindo em genes especificados pelo At1g27190 e
At1g69990 e genes respectivos funcionalmente equivalentes.

Especialmente de preferéncia, um gene que codifica para uma
quinase do tipo receptora tendo uma estrutura de repeticdes ricas em leuci-
na que é selecionada a partir dentre o segundo grupo é um gene que codifi-
ca qualquer uma das seguintes proteinas (a) a (c):

(A) uma proteina compreendendo a sequéncia de aminoacidos
mostrada na SEQ ID NO: 4;

(B) uma proteina compreendendo uma sequéncia de aminoaci-
dos que tem uma dele¢do, uma substituicdo, uma adicdo ou uma insergéo
de um ou uma pluralidade de aminoacidos em relagdo a sequéncia de ami-
noacidos mostrada na SEQ ID NO: 4 e tem uma estrutura de repeticao rica

em leucina e atividade quinase do tipo receptora; e
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(C) uma proteina que é codificada por um polinucleotideo hibri-
dizando sob condi¢bes rigorosas a um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos complementares da sequéncia de nucleotideos
mostrada na SEQ ID NO: 3 e tendo uma estrutura de repeticées ricas em
leucina e atividade quinase tipo receptora.

Além disso, exemplos de um gene que codifica para uma quina-
se do tipo receptora tendo uma estrutura de repetigées ricas em leucina que
€ selecionada a partir do terceiro grupo incluem genes especificados pelo
At3g47570 e At3g47580 e At3g47090 e At3g47110 e At5g20480, e
At5g39390 e genes funcionalmente equivalente aos mesmos. Exemplos de
uma maneira particular preferiveis de um gene que é selecionado a partir do
terceiro grupo incluem genes especificados pelo At3g47110 e At5g20480, e
At5g39390 e genes funcionalmente equivalente aos mesmos. Outros exem-
plos preferiveis de um gene selecionado a partr do terceiro grupo incluem
genes especificados pelo At5g20480 e At5g39390 e genes respectivos fun-
cionaimente equivalentes.

Especialmente de preferéncia, um gene que codifica para uma
quinase do tipo receptora tendo uma estrutura de repeticdes ricas em leuci-
na que ¢ selecionada a partir do terceiro grupo é um gene que codifica qual-
quer uma das seguintes proteinas (a) a (c):

(A) uma proteina compreendendo a sequéncia de aminoacidos
mostrada na SEQ ID NO: 6;

(B) uma proteina compreendendo uma sequéncia de aminoaci-
dos que tem uma delegdo, uma substituicao, uma adigdo ou uma insercéo
de um ou uma pluralidade de aminoacidos em relacio a sequéncia de ami-
noacidos mostrada na SEQ ID NO: 6 e tem uma estrutura de repeticéo rica
em leucina e atividade quinase do tipo receptora; e

(C) uma proteina que é codificada por um polinucleotideo hibri-
dizando sob condigbes rigorosas a um polinucleotideo compreendendo uma
sequéncia de nucleotideos complementar da sequéncia de nucleotideos
mostrada na SEQ ID NO: 5 e tem uma estrutura de repeticdes ricas em leu-

cina e atividade quinase do tipo receptora.
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Exemplos de plantas a serem submetidos no que diz respeito a
presente invencdo incluem dicotiledéneas, tais como plantas da familia
Brassicaceae. Exemplos de plantas da familia Brassicaceae incluem Arabi-
dopsis thaliana e colza. Outros exemplos de plantas a serem submetidos no
que diz respeito a presente invencao incluem monocotiledéneas, tais como
plantas da familia Gramineae. Exemplos de plantas da familia Gramineae
incluem arroz e cana-de- aclcar.

Efeitos vantajosos da Presente Invencéo

A planta da presente invengdo é uma planta que exibe uma me-
lhoria significativa sobre a planta do tipo selvagem, em termos de resisténcia
as tensdes ambientais, tais como o estresse ao sal. Além disso, de acordo
com o metodo de difusdo destresse ambiental da presente invencéo, uma
planta alvo pode exibir uma melhoria significativa sobre a planta do tipo sel-
vagem, em termos de resisténcia ao estresse ambiental. Além disso, de a-
cordo com o método para produzir uma planta da presente invencéo, uma
planta que apresenta melhoria significativa sobre a planta do tipo selvagem,
em termos de resisténcia ao estresse ambiental pode ser produzida. Dessa
maneira, por exemplo, com a utilizagdo da presente invencdo, as condicoes
de cultivo de plantas podem ser significativamente estendidas, o volume de
produgédo pode ser aumentado quando uma planta por si s6 é produzida, e
os custos de producao de plantas podem ser reduzidos.

Breve Descricdo dos Desenhos

A figura 1 € uma fotografia que mostra o estado de germinacéo
ou crescimento (em um meio com uma alta concentragéo de sal) de plantas
transformadas em que um fragmento contendo a ORF de At1g69990 foi in-
troduzido e a qual das plantas do tipo selvagem.

A figura 2 & uma fotografia que mostra o estado de germinacéao
ou crescimento (em um meio com uma alta concentragéo de sal) de plantas
transformadas em que um fragmento contendo a ORF de At5g39390 foi in-
troduzido e a qual de plantas do tipo selvagem.

A figura 3 é uma fotografia que mostra o estado de germinacéo

ou crescimento (em um meio com uma alta concentragéo de sal) de plantas
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transformadas em que um fragmento contendo a ORF de At3g05650 foi in-
troduzido e a qual de plantas do tipo selvagem.

A figura 4 é uma fotografia que mostra o estado de germinacgéao
ou crescimento (em um meio com uma alta concentragado de sal) de plantas
transformadas em que um fragmento contendo a ORF de At2g33080 foi in-
troduzido e a qual de plantas do tipo selvagem.

A figura 5 € uma fotografia que mostra o estado de germinacgao
ou crescimento (em um meio com uma alta concentracao de sal) de plantas
transformadas em que um fragmento contendo a ORF de At1g71830 foi in-
troduzido e a qual de plantas do tipo selvagem.

Descricdo das Modalidades

A seguir, a presente invencao é descrita em detalhe. A planta da
presente invencao é uma planta em que um gene que codifica para uma pro-
teina do tipo receptora (dna presente invencdo em diante abreviado como
LRR-RLP) tendo uma estrutura de repeti¢des ricas em leucina, um gene que
codifica para uma quinase do tipo receptora (dna presente invencao em di-
ante abreviado como LRR-RLK ) possuindo estruturas de repeticao ricas em
leucina, ou um gene funcionaimente equivalente ao gene LRR-RLP ou o ge-
ne LRR-RLK tenha sido introduzido ou uma unidade em que uma regiao de
controle da expressao de um gene endégeno foi alterada. Esta planta apre-
senta melhora sobre a planta do tipo selvagem em termos de resisténcia ao
estresse ambiental. O termo "estresse ambiental" utilizado na presente in-
vencgéao refere-se ao estresse ao salino, estresse de alta temperatura, es-
tresse seco, e similares. Especialmente de preferéncia, o tipo de resisténcia
transmitido ao estresse ambiental para a planta da presente invencao é a
resisténcia ao estresse ao sal. Isto é, de preferéncia, a planta da presente
invengao exibe melhoria sobre a planta do tipo selvagem, em termos de re-
sisténcia ao estresse ao sal. A melhoria da resisténcia as tensées ambien-
tais, tais como o estresse ao sal indica que uma planta pode crescer sob
condi¢des em as quais existem tensdes ambientais que tornam impossivel
ou dificil para a planta de tipo selvagem para crescer.

O nivel de expressdo de um gene alvo pode ser significativa-
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mente aumentada para um nivel maior do que a da planta do tipo selvagem
com a introdugédo de um gene exdgeno alvo para a planta ou a alteragdo de
uma regiao de controle da expressao de um gene enddégeno na planta alvo .
Além disso, o gene LRR-RLP, o gene LRR-RLK, ou similares descrito acima,
pode ser expresso em todos os tecidos vegetais da planta da presente in-
vencgao. Pode também ser expresso em pelo menos alguns dos tecidos das
plantas. Na presente inveng¢ao, o termo "tecido (s) da planta " se refere ao
(s) orgao (s) da planta, tais como folhas, caules, sementes, raizes e flores.
Além disso, o termo "regiao de controle da expressao” inclui no
seu significado uma regiao promotora para a ligacado da RNA polimerase e
uma regido para a ligagédo de um fator de transcricao diferente. Para a alte-
racao da regido de controle transcricional, é preferivel substituir, por exem-
plo, uma regido promotora na regido de controle transcricional endégeno
com uma regiao promotora que pode ser mais altamente expressa do que a
regiao do promotor endogeno.
Gene LRR-RLP

De acordo com a presente invenc¢ao, o gene LRR-RLP compre-

ende um gene que codifica para uma proteina do tipo receptora tendo uma
estrutura de repeti¢cdes ricas em leucina, que é selecionada a partir dentre o
primeiro grupo, incluindo um gene especificado por At5g40170 (referido co-
mo o gene At5g40170 (com a mesma aplicacio para os seguintes genes)), o
gene At2g25440, o gene At2g32680, o gene At3g24900, o gene At3g25020,
o gene At3g25010, o gene At2g33020, o gene At2g33080, o gene
At2g32660, o gene At2g33050, e o gene At2g33060. Na presente invencéo,
o termo "primeiro grupo"” refere-se a um grupo composto do grupo de genes
que pode ser avaliado como sendo funcionalmente equivalente ou idéntico
ao gene At2g33080 introduzido em uma planta de uma forma tal que a resis-
téncia ao estresse ao sal € melhorada na planta como descrito nos Exem-
plos a seguir. O grupo de genes que pode ser avaliado como sendo funcio-
nalmente equivalente ou idéntico ao gene At2g33080 pode ser a fim de iden-
tificar ou utilizar, por exemplo, a Base de Dados SALADA.

De uma maneira mais especifica, para Arabidopsis, exemplos de
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genes LRR-RLP incluidos no grupo de 1 séo o gene da At5g40170, o gene
At2g25440, o gene At2g32680, o gene At3g24900, o gene At3g25020, o ge-
ne At3g25010, o gene At2g33020, o gene At2g33080, o gene At2g32660, o
gene At2g33050, e o gene At2g33060. De acordo com a presente invencao,
pelo menos, um gene selecionado a partir dentre o grupo acima de genes é
introduzido ou uma regiao de controle da expressado de um gene endégeno é
alterada. Em particular, um gene alvo para introdugédo de genes ou a altera-
cao de uma regiao de controle de expressao da presente invencao é de pre-
feréncia o gene At2g25440, o gene At2g32680, o gene At3g24900, o gene
At3g25020, o gene At3g25010, o gene At2g33020, ou o gene At2g33080, e
mais de preferéncia do gene At2g33020 ou o gene At2g33080. De acordo
com a presente invencao, é particularmente preferivel para introduzir o gene
At2g33080 ou alterar uma regido de controle da expressdo do gene
At2g33080 endogeno.

Como exemplos, a sequéncia de nucleotideos da regiao de codi-
ficacdo do gene At2g33080 é mostrada na SEQ ID NO: 1 e a sequéncia de
aminoacidos de uma proteina codificada por meio do gene At2g33080 é
mostrada na SEQ ID NO: 2. Além disso, as sequéncias de nucleotideos das
regions codificantes dos genes seguintes sdo mostradas na SEQ ID NOS:
24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 e 42, respectivamente: o gene At5g40170,
o At2g25440 gene, o gene At2g32680, o gene At3g24900, o gene
At3g25020, o gene At3g25010, o gene At2g33020, o gene At2g32660, o ge-
ne At2g33050, e o gene At2g33060. As sequéncias de aminoacidos das pro-
teinas codificadas sdo mostrados em SEQ ID NOS: 25, 27, 29, 31, 33, 35,
37, 39, 41, e 43.

Além disso, de acordo com a presente invencdo, um gene fun-
cionalmente equivalente a um gene LRR RLP derivado do Arabidopsis des-
crito acima tal como o gene At2g33080 pode ser introduzido ou uma regiao
de controle da expressao de um gene enddégeno pode ser alterada. Na pre-
sente invencao, o termo "gene funcionalmente equivalente” refere-se a um
gene que codifica LRR-RLP que esta incluido no primeiro grupo e é obtido a

partir de um organismo nao Arabidopsis.
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O gene funcionalmente equivalente descrito acima néo é particu-
larmente limitado. Tal gene pode ser identificado através de pesquisa em
uma base de dados contendo sequéncias de genes de uma variedade de
organismos. De maneira especifica, por exemplo, a base de dados da se-
quéncia de nucleotideos internacional DDBJ / EMBL / GenBank ou a base
de dados SWISS-PROT é pesquisada com o uso da sequéncia de nucleoti-
deos mostrada na SEQ ID NO: 1 ou a sequéncia de aminoacidos mostrada
em SEQ ID NO: 2 como uma sequéncia de consulta. Dessa maneira, um
gene alvo pode ser prontamente procurado ou identificado na base de da-
dos.

Na presente invengao, o organismo nao Arabidopsis nao é limi-
tado. No entanto, um exemplo disso é o arroz. De maneira especifica, um
exemplo de um gene funcionalmente equivalente é o gene Os01g0132100 a
partir de arroz. Além disso, um exemplo de um gene funcionalmente equiva-
lente a partir de uma planta nao-Arabidopsis ou de uma planta de n&o arroz
€ um gene derivado da repolho (Brassica oleracea) (banco de dados UniProt
nimero de acesso. ACB59218). A sequéncia de nucleotideos da regido de
codificagao do gene Os019g0132100 é mostrada na SEQ ID NO: 7. A se-
quéncia de aminoacidos de uma proteina codificada por meio do gene é
mostrada na SEQ ID NO: 8. A sequéncia de nucleotideos da regido de codi-
ficacdo do gene ACB59218 é mostrada na SEQ ID NO: 9.A sequéncia de
aminoacidos de uma proteina codificada por meio do gene € mostrada na
SEQ ID NO: 10.

Além disso, de acordo com a presente invencado, um gene LRR-
RLP n&o esta limitado aos genes LRR- RLP descritos acimas que compre-
endem as sequéncias de nucleotideos apresentadas nas SEQ ID NOS: 1, 7,
9, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 e 42 e que codifica as sequéncias de
aminoacidos mostradas em SEQ ID NOS: 2, 8, 10, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37,
39, 41, e 43. Dessa maneira, o gene LRR-RLP pode ser um gene que con-
tem uma sequéncia de aminoacidos que possui uma supressio, uma substi-
tuicdo, uma adigdo ou uma inser¢do de um ou uma pluralidade de aminoaci-

dos que diz respeito as sequéncias de aminoacidos mostradas nas SEQ ID
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NOS: 2, 8, 10, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, e 43, e funciona como um
gene LRR-RLP. Na presente invengéo, o termo "uma pluralidade de aminoa-
cidos" refere-se a 1 a 20, de preferéncia 1 a 10, mais de preferéncia 1 a 7,
mais de preferéncia de 1 a 5, especialmente de preferéncia de 1 a 3 amino-
acidos, por exemplo. Além disso, a supressdo de aminoéacidos, substituicéo
ou adigao pode ser realizada alterando uma sequéncia de nucleotideos que
codifica o gene LRR-RLP acima por meio de uma técnica conhecida na lite-
ratura. A mutagéo pode ser introduzida a partir de uma sequéncia de nucleo-
tideos por meio de uma técnica conhecida, tais como o método de Kunkel ou
o método duplex intervalado ou um método baseado da mesma. Por exem-
plo, a mutagado € introduzida com um kit de mutagénese utilizando mutagé-
nese dirigida ao local (por exemplo, mutante-K ou mutante-G (ambos sao
nomes comerciais de TAKARA Bio)) ou similar, ou um kit da série de PCR
LA Mutagénese in vitro (comércio nome, TAKARA Bio). Além disso, um mé-
todo de mutagénese pode ser: um método utilizando um agente de mutacéo
quimica representado por meio de EMS (acetato de metanossulfonato), 5-
bromouracila, 2-aminopurina, hidroxilamina, N-metil-N'-nitro-N nitrosoguani-
dina, ou outros compostos cancerigenos; ou um método que envolve o tra-
tamento de radiacéo ou o tratamento ultravioleta [UV] tipicamente utilizando
raios X, raios alfa, raios beta, raios gama, um feixe de ions, ou similares.
Alem disso, os genes LRR-RLP podem ser genes homélogos
aos Genes LRR-RLP que compreendem as sequéncias de nucleotideos a-
presentadas nas SEQ ID NOS: 1, 7 e 9 e que codifica as sequéncias de a-
minoacidos mostradas em SEQ ID NOS: 2, 8, 10, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37,
39, 41 e 43. Na presente invengao, o termo "gene homologo" refere-se, de
uma maneira geral, a um gene que tem ramificado de uma maneira evolutiva
a partir de um gene ancestral comum, incluindo um gene homélogo (ortélo-
go) de 2 tipos de espécies e um gene homdlogo (paralogo) gerado por meio
da sobreposicao de ramificagdo que tem lugar dentro da mesma espécie.
Em outras palavras, o referido termo "gene funcionalmente equivalente" refe-
re-se a um gene homologo, tal como um ortélogo ou um paralogo. Além dis-

so, o referido termo "gene funcionalmente equivalente" também pode se re-
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ferir a um gene que nao evolui a partir de um gene comum, mas simples-
mente tem fung¢des analogas.

Os exemplos de genes com fungdes similares a dos genes LRR-
RLP compreendendo as sequéncias de nucleotideos apresentadas nas SEQ
ID NOS: 1,7, 9, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 e 42 e que codifica as se-
quéncias de aminoacidos mostradas em SEQ ID NOS: 2, 8, 10, 25, 27, 29,
31, 33, 35, 37, 39, 41, e 43 incluem genes que codificam proteinas com se-
quéncias de aminoacidos que tém 70% ou mais, de preferéncia 80% ou
mais, mais de preferéncia 90% ou mais, e mais de preferéncia 95% ou mais
semelhanga com estas sequéncias de aminoacidos e com atividade LRR-
RLP. Na presente invengao, o valor de similaridade refere-se a um valor que
pode ser encontrado com base na configuragdo padrdao usando um compu-
tador montado com um BLAST (Ferramenta de Pesquisa de Alinhamento
Local Basico) do programa e um banco de dados contendo informagoes a
partir da sequéncia de genes.

Além disso, os genes com fungdes similares a dos genes LRR-
RLP compreendendo as sequéncias de nucleotideos apresentadas nas SEQ
ID NOS: 1,7, 9, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40 e 42 e que codifica as se-
quéncias de aminoacidos mostradas em SEQ ID NOS: 2, 8, 10, 25, 27, 29,
31, 33, 35, 37, 39, 41, e 43 podem ser identificados, quando a informacéo do
genoma de plantas permanece sem esclarecimento, por meio da extracao
do genoma de uma planta alvo ou a construgao de uma biblioteca de cDNA
para uma planta alvo e, em seguida, isolando uma regiao genémica ou de
cDNA hibridizando sob condi¢des rigorosas para pelo menos algumas por-
¢oes dos genes LRR-RLP compreendendo as sequéncias de nucleotideos
apresentadas nas SEQ ID NOS: 1, 7, 9, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38,40 e
42. Na presente invencao, o termo "condigbes rigorosas" refere-se a condi-
¢cbes em que a saber um hibrido especifico é formado, mas um hibrido n3o
especifico nunca é formado. Por exemplo, tais condigées incluem hibridacao
a 45 graus C com 6 x SSC (citrato de s6dio / cloreto de sédio), seguido de
lavagem a 50 graus C a 65 graus C com 0,2-1 x SSC e SDS a 0,1 %. De

uma maneira alternativa, tais condigbes incluem hibridagao a 65 graus C a
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70 graus C com 1 x SSC, seguida por meio da lavagem em 65 graus C a 70
graus C com 0,3 x SSC. A hibridagao pode ser realizada por meio de um
método convencional conhecido como um método descrito em J. Sambrook
e outros Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2a Ed., Cold Spring Har-
bor Laboratory (1989).

Gene LRR-RLK

De acordo com a presente invengdo, um gene LRR-RLK com-

preende um gene que codifica para uma quinase do tipo receptora tendo
uma estrutura de repeti¢cdes ricas em leucina e é selecionado a partir dentre
o segundo grupo, incluindo o gene At3g28450, o gene At1g27190, e o gene
At1g69990 ou o terceiro grupo incluindo o gene At3g47570, o gene
At3g47580, o gene At3g47090, o gene At3g47110, o gene At5g20480, e o
gene At5g39390.

Na presente invengéo, o "segundo grupo" refere-se a um grupo
composto do grupo de genes que pode ser avaliado como sendo funcional-
mente equivalente ou idéntico ao gene At1g69990 introduzido em uma plan-
ta de uma forma tal que a resisténcia ao estresse ao sal pode ser melhorada
na planta tal como descrito nos Exemplos a seguir. Além disso, o "terceiro
grupo" refere-se a um grupo composto do grupo de genes que pode ser ava-
liado como sendo funcionalmente equivalente ou idéntico ao gene
Ag5g39390 introduzido em uma planta de uma forma tal que a resisténcia ao
estresse ao sal € melhorada na planta tal como descrito nos Exemplos a se-
guir. O grupo de genes que pode ser avaliado como sendo funcionalmente
equivalente ou idéntico ao gene At1g69990 ou o gene Ag5g39390 podem
ser pesquisados para identificar ou utilizar, por exemplo, a Base de Dados
SALADA.

De uma maneira mais especifica, exemplos de genes LRR-RLK
que estdo incluidos no segundo grupo para Arabidopsis sdo o gene da
At3g28450, o gene At1g27190, e o gene At1g69990. De acordo com a pre-
sente invengéo, pelo menos, um gene selecionado a partir dentre o grupo
acima de genes ¢ introduzido ou uma regido de controle da expresséo de

um gene endogeno € alterada. Em particular, um gene alvo para introducéo
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de genes ou a alteragdo de uma regiéo de controle de expressao é de prefe-
réncia o gene At1g27190 ou o gene At1g69990. De acordo com a presente
invencao, é particularmente preferivel para introduzir o gene At1g69990 ou
alterar uma regido de controle da expressao do gene At1g69990 endoégeno.

Como exemplos, a sequéncia de nucleotideos da regido de codi-
ficacdo do gene At1g69990 € mostrada na SEQ ID NO: 3 e a sequéncia de
aminoacidos de uma proteina codificada por meio do gene At1g69990 é
mostrada na SEQ ID NO: 4.

De uma maneira mais especifica, exemplos de Genes LRR-RLP
que sao incluidos no grupo de 3 para Arabidopsis sao o gene da At3g47570,
0 gene At3g47580, o gene At3g47090, o gene At3g47110, o gene
At5g20480, e o gene At5g39390. De acordo com a presente invencgéao, pelo
menos, um gene selecionado a partir dentre o grupo acima de genes € intro-
duzido ou a regiao de controle da expressdo de um gene endégeno € modi-
ficado. Em particular, um gene alvo para introdugéao de genes ou a alteragao
de uma regiao de controle de expressao é de preferéncia o gene At3g47110,
o gene At5g20480, ou o gene At5g39390, e mais de preferéncia do gene
At5g20480 ou o gene At5g39390. De acordo com a presente invencao, &
particularmente preferivel para introduzir o gene At5g39390 ou alterar uma
regiado de controle da expressao do gene At5g39390 endbgeno.

Como exemplos, a sequéncia de nucleotideos da regido de codi-
ficacdo do gene At5g39390 é mostrada na SEQ ID NO: 5 e a sequéncia de
aminodacidos de uma proteina codificada por meio do gene At5g39390 é
mostrada na SEQ ID NO: 6.

Além disso, de acordo com a presente invencéo, um gene fun-
cionalmente equivalente a um gene LRR RLK derivado do Arabidopsis des-
crito acima, tais como o gene At1g69990 ou o gene At5g39390 podem ser
introduzidos ou uma regido de controle da expressao de um gene endoégeno
pode ser alterada. Na presente invencgao, o termo "gene funcionalmente e-
quivalente" refere-se a um gene que codifica LRR-RLK que esta incluido no
segundo grupo ou no terceiro grupo, e é obtido a partir de um organismo nao

Arabidopsis.
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O gene funcionalmente equivalente descrito acima nao é particu-
larmente limitado. Tal gene pode ser identificado através de pesquisa em
uma base de dados contendo sequéncias de genes de uma variedade de
organismos. De maneira especifica, por exemplo, a base de dados da se-
quéncia de nucleotideos internacional DDBJ / EMBL / GenBank ou a base
de dados SWISS-PROT é pesquisada com o uso da sequéncia de nucleoti-
deos mostrada na SEQ ID NO: 3 ou 5, ou a sequéncia de aminoacidos mos-
trada em SEQ ID NO: 4 ou 6, como uma sequéncia de pesquisa. Dessa ma-
neira, um gene alvo pode ser prontamente procurado ou identificado na base
de dados.

Na presente invengao, o organismo nao Arabidopsis nao €& limi-
tado. No entanto, um exemplo disso é o arroz. De maneira especifica, um
exemplo de um gene funcionalmente equivalente do gene é o gene
At1g69990 Os04g0487200 a partir de arroz. Além disso, exemplos de genes
funcionalmente equivalentes do gene At1g69990 a partir de plantas nao A-
rabidopsis ou de nao arroz incluem um gene derivado do Abeto Sitka (Picea
sitchensis) (Base de Dados UniProt nimero de acesso ABR16721.) e um
gene derivado da videira Europeia (Vitis vinifera) (Base de Dados UniProt
numero de acesso CA014859).

A sequéncia de nucleotideos da regido de codificacdo do gene
0Os04g0487200 é mostrada na SEQ ID NO: 11. A sequéncia de aminoacidos
de uma proteina codificada por meio do gene € mostrada na SEQ ID NO: 12.
A sequéncia de nucleotideos da regido de codificagdo do gene ABR16721 é
mostrada na SEQ ID NO: 13. A sequéncia de aminoacidos de uma proteina
codificada por meio do gene é mostrada na SEQ ID NO: 14. A sequéncia de
aminoacidos de uma proteina codificada por meio da regido de codificacao
do gene CAO14859 é mostrada na SEQ ID NO: 15.

Alem disso, os exemplos dos genes funcionalmente equivalentes
descritos acima do gene At5g39390 incluem o gene 0s02g0215700 e o ge-
ne 0290215500 a partir de arroz. Além disso, exemplos de genes funcional-
mente equivalentes do gene At5g39390 a partir de uma planta nao Arabi-

dopsis ou de n&o arroz incluem os genes derivados de videira Européia (Vitis
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vinifera) (Base de Dados UniProt numero de acesso CANB83822 e

. CAO41339).

A sequéncia de nucleotideos da regido de codificagdo do gene
0s02g0215700 é mostrada na SEQ ID NO: 16. A sequéncia de aminoacidos
de uma proteina codificada por meio do gene é mostrado na SEQ ID NO: 17.
A sequéncia de nucleotideos da regidao de codificagdo do gene
0s02g0215500 é mostrada na SEQ ID NO: 18. A sequéncia de aminoacidos
de uma proteina codificada por meio do gene é mostrado na SEQ ID NO: 19.
A sequéncia de nucleotideos da regido de codificagcao do gene CAN83822 é
mostrada na SEQ [ID NO: 20. A sequéncia de aminoacidos de uma proteina
codificada por meio do gene é mostrada na SEQ ID NO: 21. A sequéncia de
nucleotideos da regido de codificacdo do gene CAO41339 é mostrada na
SEQ ID NO: 22. A sequéncia de aminoéacidos de uma proteina codificada por
meio do gene é mostrada na SEQ ID NO: 23.

Além disso, de acordo com a presente invencio, um gene LRR-
RLK nao esta limitado aos genes LRR-RLK descritos acima que compreen-
dem as sequéncias de nucleotideos apresentadas nas SEQ ID NOS: 3, 5,
11, 13, 16, 18, 20, e 22 e que codifica as sequéncias de aminoacidos mos-
tradas em SEQ ID NOS: 4, 6, 12, 14, 15, 17, 19, 21 e 23. Dessa maneira, o
gene LRR-RLK pode ser um gene que contém uma sequéncia de aminoaci-
dos que possui uma supressao, uma substituicdo, uma adicdo ou uma inser-
¢éo de um ou uma pluralidade de aminoacidos que diz respeito as sequén-
cias de aminoacidos mostradas nas SEQ ID NOS: 4, 6, 12, 14, 15, 17, 19, 21
e 23, e funciona como um gene LRR-RLK. Na presente invencéo, o termo
"uma pluralidade de aminoéacidos" refere-se a 1 a 20, de preferéncia 1 a 10,
mais de preferéncia 1 a 7, mais de preferéncia de 1 a 5, especialmente de
preferéncia de 1 a 3 aminoacidos, por exemplo. Além disso, a supressao,
substituicdo ou adigdo de aminoacidos, pode ser realizada por meio da alte-
ragdo de uma sequéncia de nucleotideos que codifica o gene LRR RLK aci-
ma por meio de uma técnica conhecida na literatura. Isto quer dizer, o méto-
do descrito no paragrafo sobre o "gene LRR-RLP" descrito acima pode ser

usado.



10

15

20

25

30

19/37

Além disso, um gene LRR-RLK pode ser um gene homoélogo
descrito no paragrafo acima a respeito do "gene LRR-RLP." Exemplos de um
gene LRR-RLK incluem genes que codificam as proteinas com sequéncias
de aminoacidos que tém 70 % ou mais, de preferéncia 80 % ou mais, mais
de preferéncia 90 % ou mais, e mais de preferéncia 95 % ou mais de simila-
ridade com as sequéncias de aminoacidos mostradas em SEQ ID: 4, 6, 12,
14, 15, 17, 19, 21 e 23 e tendo atividade LRR- RLK. Na presente invencao, a
palavra "semelhang¢a” tem o mesmo significado descrito no paragrafo acima
sobre o "gene IVLRR-RLP."

Além disso, como descrito no paragrafo acima a respeito do "ge-
ne LRR-RLP," um gene LRR-RLK pode ser identificado através da extragao
do genoma de uma planta alvo ou por meio da construgcdo de uma biblioteca
de cDNA para uma planta alvo e isolando uma regiao gendmica ou de CDNA
que hibrida sob condicdes rigorosas para pelo menos algumas por¢des dos
genes LRR-RLK compreendendo as sequéncias de nucleotideos apresenta-
das nas SEQ ID NOS: 3, 5, 11, 13, 16, 18, 20, e 22. Na presente invencéo, o
termo "condigOes estritas" tem o mesmo significado descrito no paragrafo
acima sobre o "gene LRR-RLP."

A planta da presente invencao é uma planta que exibe uma me-
lhoria significativa sobre a planta do tipo selvagem, em termos de resisténcia
as tensdes ambientais, tais como o estresse ao sal com a introdugéo de um
gene LRR-RLP incluidos no primeiro grupo, um gene LRR-RLK incluidos no
segundo grupo, ou um gene LRR-RLK incluidos no terceiro grupo ou a alte-
racado de uma regiao de controle da expressao de um gene endégeno. Um
exemplo de uma técnica para a introdugdo de genes, tais em uma planta é
uma tecnica para a introdugdo de um vetor de expressao no qual um gene
exogeno descrito acima é arranjado sob controle de um promotor que permi-
te a expressao na planta. Um exemplo de uma técnica para alterar uma re-
giao de controle da expressdo de um gene enddgeno é uma técnica para
alterar um promotor para um gene endégeno em uma planta alvo.

Um exemplo preferido € uma técnica para a introducdo de um

vetor de expressao em que o gene esta disposto acima sob o controle de um
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promotor que permite a expressao em uma planta alvo.

Vetor de expresséao

Um vetor de expressdo é construido de modo a conter um pro-
motor que permite a expressao dentro de uma planta e do Gene LRR-RLP
descrito acima ou do gene LRR-RLK. Como um vetor que serve como um
corpo mae para um vetor de expressao, varios vetores convencionalmente
conhecidos podem ser usados. Por exemplo, os plasmideos, os fagos, cos-
mideos, ou similares, podem ser utilizados e tal vetor pode ser adequada-
mente selecionado dependendo das células da planta em que ¢ introduzido
e os métodos de introdugdo. Os exemplos especificos de tais vetores inclu-
em pBR322, pBR325, pUC19, pUC119, pBluescript, pBluescriptSK e vetores
PBI. De uma maneira particular, quando um método para a introducéo de um
vetor em uma planta utiliza Agrobacterium, um vetor binario pBI é de prefe-
réncia utilizado. Exemplos especificos de tais vetor binario pBI incluem pBIG,
pBIN19, pBI101, pBI121 e pBI221.

Um promotor a ser utilizado na presente invencao nao é particu-
larmente limitado, desde que o mesmo permita a expressao do gene descrito
acima em uma planta. Qualquer promotor conhecido pode ser utilizado de
uma maneira adequada. Exemplos de tal promotor incluem um promotor do
virus do mosaico da repolho-flor 35S (CaMV35S), os promotores de genes
diferentes de atina, promotores de varios gene da ubiquitina, um promotor do
gene da nopalina-sintetase, um promotor do gene do tabaco PR1a, um pro-
motor do gene de ribulose de subunidade pequena de 1,5 bifosfato carboxi-
lase-oxidase de tomate, e um promotor do gene napin. Destes, um promotor
do virus do mosaico da repolho-flor 35S, um promotor do gene da atina, ou
um promotor do gene da ubiquitina pode ser mais de preferéncia utilizado. A
utilizagdo de cada um dos promotores acima permite uma forte expressao de
qualquer gene quando é introduzido em células de plantas.

Além disso, um promotor com fungbes que causam a expressao
de local especifico em uma planta também pode ser utilizado na presente
invencao. Como tal promotor, qualquer promotor convencionalmente conhe-

cido pode ser usado. Quando o gene descrito acima é expresso de maneira
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especifica em um local utilizando o tal promotor, uma planta em que o gene
acima € expresso no seu 6rgao exibe melhoria sobre a planta do tipo selva-
gem, em termos de resisténcia ao estresse ambiental.

Além disso, um vetor de expressdo pode conter ainda outros
segmentos de DNA em adi¢do a um promotor e o gene acima. Tais outros
segmentos de DNA n&o séo particularmente limitados e os seus exemplos
incluem um terminador, um marcador de sele¢cdo, um potenciador, e uma
sequéncia de nucleotideos para aumentar a eficiéncia da tradugdo. Além
disso, o vetor de expressao recombinante acima pode ainda ter uma regiéo
de T-DNA. Uma regiao de T-DNA pode aumentar a eficiéncia para a introdu-
¢ao do genem particular quando o vetor de expressado recombinante acima é
introduzido uma planta usando Agrobacterium.

Um terminador de transcricdo nao é particularmente limitado,
contanto que tem uma fungado como um local de terminagdo da transcricéo e
pode ser qualquer terminador de transcricado conhecido. Por exemplo, de
maneira especifica, uma regido de terminacdo da transcricao (terminador
Nos) de um gene da nopalina-sintase, uma regido de terminacéo da transcri-
¢éo (terminador CaMV35S) de 35S do virus de mosaico de repolho-flor, ou
similar, pode ser de preferéncia utilizado. Destes, o terminador NOS pode
ser mais de preferéncia utilizado. No caso de o vetor recombinante acima,
um fendmeno de tal modo que uma transcrigdo desnecessariamente longa é
sintetizada e que um promotor forte diminui o nimero de cdpias de um
plasmideo apéds introducdo em células de plantas pode ser prevenido por
arranjar um terminador de transcricdo em uma posicao apropriada.

Como um marcador de selecdo de transformantes, um gene de
resisténcia ao farmaco pode ser usado, por exemplo. Os exemplos especifi-
cos de gene de resisténcia, tais farmacos incluem genes de resisténcia aos
farmacos contra a higromicina, bleomicina, canamicina, gentamicina, ctoran-
fenicol, e similares. Plantas transformadas podem ser facilmente seleciona-
das por meio da selecéo de plantas que podem crescer em um meio conten-
do os antibiéticos acima.

Um exemplo de uma sequéncia de nucleotideos para aumentar
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a eficiéncia da tradugéao € uma sequéncia 6mega a partir do virus do mosai-
co do tabaco. Esta sequéncia dmega é arranjada em uma regido nao tradu-
zida (5'UTR) de um promotor, de modo que a eficiéncia de tradugao do gene
de fusao pode ser aumentada. Como tal, o vetor de expressido recombinante
pode conter diferentes segmentos de DNA dependendo das finalidades.

Um método para a construcao de um vetor de expressao recom-
binante ndo é particularmente limitado. Para um vetor adequadamente sele-
cionada servindo como um corpo méae, o promotor € o gene acima referido,
e, se necessario, os outros segmentos de DNA acima podem ser introduzi-
dos em uma ordem predeterminada. Por exemplo, o gene acima e um pro-
motor (e, se necessario, um terminador de transcricdo ou similares) estédo
ligados a fim de construir uma cassete de expressao e, em seguida, o casse-
te pode ser introduzido em um vetor. Na construcdo de um cassete de ex-
pressao, por exemplo, os locais de clivagem de segmentos de DNA sao pre-
parados a fim de terem extremidades salientes complementares um do outro
e depois realizam uma reagdo com uma enzima de ligagéo, tornandb possi-
vel para especificar a ordem dos segmentos de DNA. Além disso, quando
um cassete de expressao contém um terminador, os segmentos de DNA
podem ser dispostos na seguinte ordem de quantidade: um promotor, o gene
acima, e um terminador. Além disso, os reagentes para a construgdo de um
vetor de expressao (isto &, os tipos de enzimas de restricdo, enzimas de li-
gacao, e outros similares) também nao sao particularmente limitados. Dessa
maneira, os reagentes comercialmente disponiveis podem ser adequada-
mente selecionados e utilizados.

Além disso, um método para a replicagdo (um método para a
producao) do vetor de expressao acima nao € particularmente limitado e mé-
todos de replicagado convencionais conhecidos podem ser utilizados na pre-
sente invengaos. Em geral, tais vetores de expressao, podem ser replicados
dentro de Escherichia coli como hospedeiro. Neste momento, os tipos prefe-
ridos de Escherichia coli podem ser selecionados dependendo dos tipos de
vetores.

Transformacéao
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O vetor de expressao descrito acima € introduzido em uma plan-
ta alvo por meio de um método de transformagéo em geral. Um método para
a introdugdo de um vetor de expressdo em células da planta (método de
transformacdo) néo é particularmente limitado. Os métodos de introducéo
apropriados convencionalmente conhecidos podem ser utilizadas dependen-
do células da planta. De maneira especifica, um método utilizando Agrobac-
terium ou um método que envolve a introducao direta de células da planta
podem, por exemplo, serem usados. Como um método utilizando Agrobacte-
rium, um método descrito em Bechtold, E., Ellis, J. e Pelletier, G. (1993) In
Planta Agrobacterium-mediated gene transfer by infiltration of adult Arabi-
dopsis plants. C. R. Acad. Sci. Paris Sci. Vle, 316, 1194 a 1199, ou um mé-
todo descrito em Zyprian E, Kado CI, Agrobacterium-mediated plant trans-
formation by novel mini-T vectors in conjunction with a high-copy vir region
helper plasmid, Plant Molecular Biology, 1990, 15 ( 2), 245 a 256 pode ser,
por exemplo, empregado.

Como um método para a introducdo de uma maneira direta de
um vetor de expresséo em células de plantas, microinjecéo, electroporacao,
um meétodo de polietileno glicol, um método de arma de particulas, fuséo de
protoplastos, um método de fosfato de calcio, ou similar, podem ser empre-
gados.

Além disso, quando um método para a introdugido de uma ma-
neira direta de DNA nas células da planta € empregue, o DNA que pode ser
utilizado na presente invencao contém unidades transcricionais necessarias
para a expressédo de um gene alvo, tal como um promotor e um terminador
de transcricdo, e um gene alvo. As fungdes do vetor ndo sdo essenciais em
tal caso. Alem disso, um DNA que contém uma regido de codificacdo de pro-
teina sozinha de um gene alvo nao tendo qualquer unidade transcricional
pode ser utilizado na presente invencéo, contanto que esta integrado na uni-
dade transcricional de um hospedeiro e, em seguida, o gene alvo pode ser
expresso.

Exemplos de células da planta em que o vetor de expressao a-

cima ou um cassete de expressdo contendo nenhum vetor de expressao,
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mas um gene alvo ¢é introduzido incluem células de cada tecido dos 6rgaos
das plantas tais como flores, folhas e raizes, caules, e a suspenséo de cultu-
ra de células. Neste momento, um vetor de expressdo adequado pode ser
construido de acordo com os tipos de planta a serem produzidos ou um ve-
tor de expressédo versatil pode ser construido com antecedéncia e, em se-
guida, introduzido em células de plantas.

As plantas em que um vetor de expressao é introduzido ou em
outras palavras, as plantas que sado melhoradas a fim de terem resisténcia
ao estresse ambiental ndo s&o particularmente limitadas. De maneira espe-
cifica, qualquer planta pode ser esperada em ter efeitos de melhoria de re-
sisténcia ao estresse ambiental por meio da indugao da expresséo dos ge-
nes acima. Os exemplos de plantas alvo incluem, mas nao estao limitados a,
dicotiledoneas e monocotiledéneas, tais como as plantas (vide abaixo) que
pertencem as familias Brassicaceae, Gramineae, Solanaceae, Leguminosae,
Salicaceae, e similares.

Familia Brassicaceae: Arabidopsis thaliana, colza (Brassica ra-
pa, Brassica napus, Brassica campestris), repolho (Brassica oleracea var
capitata)., Napa (Brassica rapa var pekinensis.), Ging-geng-cai (Brassica
rapa var chinensis.), Nabo (Brassica rapa var. rapa), nabico (Brassica rapa
var. hakabura), mostarda potherb (Brassica rapa var. lancinifolia), Komatsu-
na (Brassica rapa var. peruviridis), pak choi (Brassica rapa var. chinensis),
daikon (Raphanus sativus), rabano silvestre japonés (wasabia japonica), e
similares.

Familia Solanaceae: tabaco (Nicotiana tabacum), berinjela (So-
lanum melongena), batata (Solaneum tuberosum), tomate (Lycopersicon ly-
copersicum), pimenta fresca (Capsicum annuum), Acacia, e similares.

Familia Leguminosae: soja (Glycine max), ervilha (Pisum sati-
vum), fava (Vicia faba), Wisteria (Wisteria floribunda), amendoim (Arachis
hypogaea), pé de ave (Lotus corniculatus var japonicus.), Feijao (Phaseolus
vulgaris ), feijao azuki (Vigna angularis), acéacia, e similares.

Familia Asteraceae: margaridas floristas (Chrysanthemum mori-

folium), girassol (Helianthus annuus), e similares.
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Familia Arecaceae: 6leo de palma (Elaeis guineensis, Elaeis o-
leifera), coco (Cocos nucifera), tamareira (Phoenix dactylifera), Copernicia, e
similares.

Familia Anacardiaceae: cera de arvore (Rhus sucedéaneos), cas-
tanha de caju (Anacardium occidentale), arvore de laca (vemicifluum Toxico-
dendron), mangueira (Mangifera indica), pistache (Pistacia vera), e similares.

Familia Cucurbitaceae: aboébora (Cucurbita maxima, Cucurbita
moschata, Cucurbita pepo), pepino (Cucumis sativus), cobra cabaca (Tricho-
santhes cucumeroides), cabaca (Lagenaria siceraria var gourda.), e simila-
res.

Familia Rosaceae: améndoa (Amygdalus communis), rosa (Ro-
sa), morango (Fragaria), cereja (Prunus), maca (Malus pumila var domesti-
ca.), e similares.

Familia Caryophyllaceae: cravo (Dianthus caryophyllus) e simila-
res.

Familia Salicaceae: choupo (Populus trichocarpa, Populus nigra,
ou Populus tremula) e similares.

Familia Gramineae: milho (Zea mays), arroz (Oryza sativa), ce-
vada (Hordeum vulgare), trigo (Triticum aestivum), bambu (Phyllostachys),
cana (Saccharum officinarum), capim napier (Pennisetum pupureum), Erian-
thus (Erianthus ravenae), miscanthus (grama prata japonesa) (Miscanthus
virgatum), sorgo (Sorghum) e grama transgénica (Panicum), e similares.

Familia Liliaceae: tulipa (Tulipa), lirio (Lilium), e similares.

Um destes exemplos, as culturas de energia, tais como milho,
cana-de-agtcar, colza, girassol €, o que pode servir como matérias-primas
para biocombustivel, podem ser alvos preferidos. E possivel estender signifi-
cativamente as areas de cultivo e as condigbes de cultura para uma cultura
de energia relevante através da melhoria da resisténcia ao estresse ambien-
tal da cultura de energia. De maneira especifica, torna-se possivel cultivar as
culturas de energia, mesmo em areas em que as plantas de tipo selvagem
nao podem crescer sob a influéncia dos fatores ambientais (por exemplo, a

temperatura média, a concentragéo de sal no solo, etc.) Dessa maneira, os
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custos de biocombustiveis, como o bioetanol, o biodiesel, o biometanol, bi-
oDME, bioGTL (BTL), e biobutanol podem ser reduzidos.

Aléem disso, como descrito acima, Genes LRR-RLP e genes
LRR- RLK que podem ser usados na presente invengdo podem ser isolados
e utilizados a partir de varias plantas. Tais genes LRR- RLP e genes LRR -
RLK podem ser adequadamente selecionados e usados, dependendo dos
tipos de plantas alvo a fim de serem melhorados em termos de resisténcia
ao estresse ambiental. De maneira especifica, quando uma planta alvo é
uma monocotiledénea, um gene LRR-RLP ou um gene LRR-RLK que foi
isolado a partir de uma monocotileddénea é de preferéncia introduzido. Em
particular, quando uma planta alvo é o arroz, o Gene LRR-RLP derivado de
arroz (SEQ ID NO: 7) ou gene LRR-RLK (SEQ ID NO: 11, 16 ou 18) é de
preferéncia introduzido.

Além disso, na presente invengdo, mesmo quando uma planta
alvo € uma monocotiledénea, um gene LRR-RLP derivado do gene dicotile-
déneo ou LRR-RLK pode ser introduzida. De maneira especifica, por exem-
plo, um Gene LRR-RLP derivado de Arabidopsis thaliana ou gene LRR-RLK
pode ser introduzido ndo s6 em dicotiledéneos, mas também uma variedade
de plantas que séo classificadas como monocotiledéneas.

Outras etapas e métodos

Apobs a transformacdo acima, uma etapa de selegcao de trans-
formantes apropriados a partir de plantas pode ser realizada por meio de um
método convencional conhecido. Tal método de selecdo nao é particular-
mente limitado. Por exemplo, a selecdo pode ser feita com base na resistén-
cia ao farmaco, tais como resisténcia a higromicina. A resisténcia ao estres-
se de uma maneira alternativa, apds o crescimento dos transformantes, um
transformante tendo significativamente melhorado a resisténcia ao estresse
ambiental na sua totalidade ou em seu érgao arbitrario ou tecido pode ser
selecionado.

Também, as plantas descendentes, podem ser obtidas a partir
de plantas transformadas obtidas por meio da transformacéo de acordo com

um metodo convencional. As plantas de progenitura retendo um trago no
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qual o Gene LRR-RLP ou o gene LRR-RLK que foi introduzido sdo selecio-
nadas com base na resisténcia ao estresse ambiental. Portanto, uma linha
de planta estavel, capaz de exibir resisténcia ao estresse ambiental melho-
rada devido a ter a caracteristica acima pode ser produzida. Além disso, as
células da planta ou materiais reprodutivos, tais como as sementes, frutas,
acoOes, calosidades, tubérculos, as orelhas de corte, ou protuberancias, po-
dem ser obtidas a partir de uma planta transformada ou uma planta prole do
mesmo. Uma linha de planta estavel, capaz de exibir resisténcia ao estresse
ambiental melhorada devido a ter a caracteristica acima pode ser produzida
em massa com base a partir dai nos tais materiais.

Além disso, a planta da presente invencao pode incluir uma ma-
téria compreendendo, pelo menos, qualquer um de uma planta adulta, as
células de plantas, tecido de planta, caules, e sementes. Isto €, de acordo
com a presente invencao, qualquer matéria em um estado que permite que
eventualmente haja crescimento a fim de se tornar uma planta pode ser con-
siderada como uma planta. Além disso, as células da planta incluem células
de plantas em varias formas. Exemplos de células da planta incluem sus-
pensao de cultura de células, protoplastos, e se¢des de folhas. Como resul-
tado da proliferacao / diferenciacéo de células de plantas deste tipo, uma
planta pode ser obtida. Além disso, uma planta pode ser reproduzida a partir
de células de plantas através de um método convencionalmente conhecido,
dependendo dos tipos de células da planta.

Como descrito acima, de acordo com a presente invencgao, é
possivel proporcionar uma planta que exibe melhoria sobre a planta do tipo
selvagem, em termos de resisténcia as tensées ambientais, tais como o es-
tresse ao sal com a introducao de um gene LRR-RLP ou um gene LRR- RLK
ou a alteragcao de uma regiao de controle da expressao de um gene endbge-
no a partir dai.

Exemplos

A presente invencéo é a seguir descrita em maior detalhe com

referéncia aos exemplos seguintes, embora o ambito técnico da presente

invengao nao é limitado aos mesmos.
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Exemplo 1 1. Materiais € métodos

1-1. Materiais experimentais

Como materiais experimentais, as sementes de mutantes de A-
rabidopsis thaliana (marca de ativacéo das linhagens de T-DNA: linhagens
Weigel T-DNS, em um total de 20072 linhagens) foram utilizadas. Além dis-
s0, as sementes foram adquiridas a partir de Nottingham Arabidopsis Stock
Centre (NASC). Em relacao as sementes utilizadas como materiais experi-
mentais, Weigel, D., e outros, Plant Physiol., 122, 1003 a 1013 (2000) pode
ser referido.

1-2. Métodos
1-2-1. Selecéo de mutantes resistentes ao sal

As sementes de linhagens de T-DNA Weigel foram asseptica-
mente semeadas en‘i NaCl a 125 mM ou 150 mM contendo agar MS modifi-
cado (1 %) do meio [vitaminas em meio B5, 10 g de sacarose / |, € 8 g de
agar / L (por meio de bactérias; Wako Puré Chemical Industries, Ltd.)] e de-
pois cultivadas a 22 graus C sob iluminagdo de 30 a 100 micromol/m?/sec
(um ciclo de 16 horas nas horas de luz / 8 no escuro). Duas a quatro sema-
nas apds a sementeira, os candidatos mutantes resistentes ao sal foram se-
lecionados. Além disso, em relagado ao meio MS, vide Murashige, T. e outros
(1962) Physiol. Planta., 15, 473 a 497. Além disso, em relagdo ao meio B5,
vide Gamborg, OL e outros (1968) Experimental Cell Research, 50, 151 a
158.

1-2-2. Preparacao de DNA

Um local de insercéo do T-DNA no genoma da linhagem de Ara-

bidopsis thaliana resistente ao sal dessa maneira selecionado foi determina-
do por meio de um método TAIL-PCR. Primeiro, as folhas jovens foram co-
lhidos a partir das plantas cultivadas de Arabidopsis thaliana e, em seguida,
esmagadas sob o congelamento com nitrogénio liquido. O DNA foi prepara-
do usando um kit de preparacdo de DNA (DNeasy Planta Mini Kit, QIAGEN)
de acordo com os protocolos padrao incluidos com o kit.

1-2-3. Método TAIL-PCR e presuncao de local de insercdo de T-DNA

Trés (3) tipos de iniciadores especificos, TL1, TL2 e TL3, foram
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determinados a serem localizados perto da sequéncia do T-DNA esquerda
(T-DNA da fronteira esquerda) de um vetor de ativacdo de marcacgéo (pS-
KI015: GenBank Numero de Acesso No. AF187951) utilizado nas linhagens
T-DNA Weigel. Com a utilizagdo de um iniciador arbitrario P1 e as solugoes
de reacdo seguintes PCR e condigdes de reacdo, TAIL-PCR (supervisores,
Isao Shimamoto e Takuji Sasaki, New Edition, Plant PCR Experimental Pro-
tocols, 2000, pp 83-89, Shujunsha, Toquio, Japao; Genomics 25, 674 a 681,
1995; Plant J., 8, 457-463, 1995) foi realizada, de modo que o DNA genémi-
co adjacente ao T-DNA foi amplificado.

As sequéncias especificas dos iniciadores TL1, TL2 e TL3, e P1
Sa0 como se segue.

TL1: 8-TGC TTT CGC CAT TAA ATA GCG ACG G-3' (SEQ ID NO: 44)
TL2: §-CGC TGC GGA CAT CTA CAT TTT TG-3' (SEQ ID NO: 45)
TL3: §-TCC CGG ACA TGA AGC CAT TTA C-3'(SEQ ID NO: 46)

P1: 58-NGT CGA SWG ANA WGA A-3' (SEQ ID NO: 47)

Além disso, na SEQ ID NO: 47, "n" representa "a", "g", "c", ou "t"
(localizagéo: 1 e 11), "s" representa "g" ou "c" (localizacdo: 7), e "wW" repre-
senta "a" ou "t" (localizacao: 8 e 13).

As condigbes de reagdo e a composicao da primeira solugdo de
reacao PCR séao apresentados na Tabela 1 e Tabela 2, respectivamente.

Tabela 1

Modelo (DNA gendmico) : 10 ng
10 x tampéo PCR (Takara Bio) : 2 Microlitros
2,5 mM dNTPs (Takara Bio) : 1,6 Microlitros
Primeiro iniciador especifico (TL1: SEQ ID NO: 44) : 0,5 pmol
Iniciador arbitrario P1 (SEQ ID NO: 47) : 100 pmol
TaKaRa Ex Tag (Takara Bio) : 1,0 unidade
Total 20 Microlitros
Tabela 2
#1: 94 graus C (30 segundos) / 95 graus C (30 segundos)

#2: 5 ciclos de 94 graus C (30 segundos) / 65 graus C (30 segundos) / 72 graus C (1
minuto)
#3: 1 ciclo de 94 graus C (30 segundos) / 25 graus C (1 minuto) - aumentado para 72

graus C dentro de 3 minutos / 72 graus C (3 minutos)
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94 graus C (15 segundos) / 65 graus C (30 segundos) / 72 graus C (1 minuto)

94 graus C (15 segundos) / 68 graus C (30 segundos) / 72 graus C (1 minuto), e
15 ciclos de 94 graus C (15 segundos) / 44 graus C (30 segundos) / 72 graus C (1
minuto)

72 graus C (3 minutos)
As condicbes de reacao e a composi¢cao da segunda solucao de

reacao PCR sé&o apresentados na Tabela 3 e Tabela 4, respectivamente.

Tabela 3
Modelo (50 vezes de diluicdo do 1° produto de PCR) : 1 Microlitro
10 x tampé&o PCR (Takara Bio) : 2 Microlitros
2,5 mM dNTPs (Takara Bio) X 1,5 Microlitros
Segundo iniciador especifico (TL2: SEQ ID NO: 45) : 5 pmol
Iniciador arbitrario P1 (SEQ ID NO: 47) : 100 pmol
TaKaRa Ex Tag (Takara Bio) : 0,8 unidade
Total 20 Microlitros
Tabela 4
#5: 94 graus C (15 segundos) / 64 graus C (30 segundos) / 72 graus C (1

minuto)
94 graus C (15 segundos) / 64 graus C (30 segundos) / 72 graus C (1
minuto), e
12 ciclos de 94 graus C (15 segundos) / 44 graus C (30 segundos) /
72 graus C (1 minuto)
6: 72 graus C (5 minutos)

As condi¢bes de reacdo e a composicao da terceira solugdo de

reacdo PCR séo apresentados na Tabela 5 e Tabela 6, respectivamente.

Tabela 5
Modelo (50 vezes de diluigio do 2° produto de PCR) : 1 Microlitros
10 x tampao PCR (Takara Bio) : 5 Microlitros
2,5 mM dNTPs (Takara Bio) : 0,5 Microlitros
Terceiro iniciador especifico (TL2: SEQ ID NO: 46) : 10 pmol
iniciador arbitrario P1 (SEQ ID NO: 47) : 100 pmol
TaKaRa Ex Taq (Takara Bio) : 1,5 unidade
Total 50 Microlitros

Tabela 6

#7 20 ciclos de 94 graus C (30 segundos) / 44 graus C (30 segundos)/72

graus C (1 minuto)
# 5. 72 graus C (3 minutos)



10

15

20

25

30

31137

Subsequentemente, os produtos da 2% e 3? reacéo foram subme-
tidos a electroforese em gel de agarose, em seguida, a presenca ou a au-
séncia de amplificacdo e da especificidade dos produtos de reacéo foram
confirmadas. Além disso, os produtos da 3* amplificagcao foram submetidos a
uma reacao de sequenciagao diretamente utilizando um kit de sequencia-
mento do Ciclo terminador BigDye. Vide. 3. 1 (Applied Biosystems) e o inici-
ador especifico TL3. Dessa maneira, uma sequéncia de nucleotideos foi de-
terminada utilizando um Analizador Genético ABI PRISM 3100 (Applied Bi-
osystems).

Como resultado, 5 diferentes sequéncias de nucleotideos foram
determinados. De maneira especifica, a informagao da sequéncia 538 pb, a
informac&o da sequéncia 311-bp, a informagao da sequéncia 498 pb, a in-
formacéo da sequéncia 633-bp, e a informagéo da sequéncia 245-bp foram
obtidas. As sequéncias obtidas sdo mostradas nas SEQ ID NOS: 48 a 52.

O recurso de informacdes de Arabidopsis (TAIR: http://www.ara-
bidopsis.org/~~V) foi submetido a uma pesquisa BLAST com a utilizacéo da
informacao da sequéncia obtida. Dessa maneira, os locais de T-DNA de in-
ser¢ao foram encontrados a existir, na seguinte ordem: um local entre o ge-
ne de cromossoma Arabidopsis 1 [Cédigo AGI (cédigo genético de Iniciativa
de Genoma Arabidopsis): At1g69990] e o gene [AGI (cromossoma Arabi-
dopsis 1 [Codigo AGI (cddigo): At1g70000}; um local do gene de cromosso-
ma Arabidopsis 5 [Codigo AGI (cédigo genético de Iniciativa de Genoma A-
rabidopsis): At5g39400]; um local do gene de cromossoma Arabidopsis 3
[Codigo AGI (codigo génético de Iniciativa de Genoma Arabidopsis):
At3g05630]; um local do gene de cromossoma Arabidopsis 2 [Cédigo AGI
(cédigo genético de Iniciativa de Genoma Arabidopsis): At2g33110], e um
local entre o gene de cromossoma Arabidopsis 1 [Cédigo AGI (codigo gené-
tico de Iniciativa de Genoma Arabidopsi): At1g71810] e o gene [Cddigo AGI
(coédigo genético de Iniciativa de Genoma Arabidopsi): At1g71820].

1-2-4. Predicdo de genes ativados

Genes ativados foram previstos com base nas sequéncias de

genes presumiveis do quadro de leitura aberta (ORF) existentes dentro de
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faixas de 10-Kb perto dos respectivos locais de T-DNA de insergo (o local
entre At1g69990 e At1g70000, o local de At5g39400, o local de At3g05630,
o local de At2g33110, eo local entre At1g71810 e At1g71820) descrito em 1-
2-3. acima.

1-2-5. Obtencio de genes preditos

Para a amplificacdo de fragmentos que contém as regibes de
ORF do gene LRR-RLK (proteina quinase do tipo receptora de repeticao rica
em leucina) (At1g69990), o gene LRR-RLK (proteina quinase do tipo recep-
tora de repeticdo rica em leucina)) (At5g39390), o LRR (repeticdo rica em
leucina) do gene da proteina (At3g05650), e o gene da proteina LRR (repeti-
¢ao rica em leucina) (At2g33080) que tinha sido previsto para ser ativado em
1-2-4, um par de iniciadores de PCR foram desenhados e sintetizados para
cada fragmento com base na informacdo da sequéncia descrita no TAIR
(http://www.arabidopsis.org/home.html) (tabela 7). Além disso, estes inicia-
dores foram concebidos, de modo que um local de enzima de restricdo ne-
cessarios para introdugdo em vetores de expressao foi adicionado a cada

iniciador (tabela 7).

Tabela 7

Gene Avancado Reversa Local de restricdo da enzima
B-ACG CQT CGA CCC ATC ATG AA4 B~TGT ACA TGT ACA AGT GAG

At1969990 | ;5 aTC TOA ATC IO 116 o s A4C GGT AGA Tah GTA AGT Sal | BsrG |

\ =

(SEQ IDNO: 53) o DN0: 1)
5-ACG CGT CGA CCA AAC GAC GTA 5-TGT AGA TGT ACA GGA GAA

At5939390 | 7¢r Car 446 TCG ACG GA'S CIT TCA 4GA TCA 70G aga | O& | BsrG |
{SEQ ID NQ: 55) GGy

(SEQ ID NO: 56

5-ACG OGT OCA COC ATC ACA CAC 5"TGQT ACA TGT ACA CAG CGT

A3gO5650 | i e 34 TG AGa ACA GCC Can Sal | BsrG |
SEQ JDCT;O: 57 (SEQ IDNO: 58)-
5~ACG CQT CGA CAT GTC AGC aTC 5-TGT ACA TGT ACA TCA GCJ

At2g33080 | L& Tor aon T oo OIT GO BCT ot oot Sal | BsrG |
(SEQ ID NO: 59) (SEQ ID NO: 65

A fim de amplificar um fragmento contendo a regido ORF do ge-
ne LRR-RLK (proteina quinase do tipo receptora de repeticao rica em leuci-
na)) (At1g71830), trés pares de iniciadores foram desenhados e sintetizados
com base na informacdo da sequéncia descrita em TAIR (http: / /
www.arabidopsis.org / home.html) (tabela 8). Na presente invencéo, o con-
junto de iniciadores (Avancado 1 e Reverso3) foram concebidos de modo

que um local de enzima de restricdo necessario para introducao em vetores
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de expressao foi adicionado a cada iniciador (tabela 8).

Tabela 8
Gene Avangado Reversa Local de restricdo da enzima
Atlg71830 | Avangado 1 Reversa 1 Sal |
5-ACG CGT CGA CAT GGA GTC §5-CCG GAA TAG GAC CGG AGA
GAG TTA TGT GGT G-8' AGCTG-3
(SEQ ID NO: 613 (SEQ IDNO: 62)
Avancado 2 Reversa 2
E-CAG CTT CTC CGEG TCO TAT 5-CAT CAC TCG GCA CTT GTA
TCC GG$ GOT CCC GO3'
(SEQ 1D NO: 63) (SEQ IDNG: 64)
Avangado 3 Reversa 3 BsrG |
§-GCG GGA GCP ACA AGT GGC | 5-TGT ACA TGT ACA GTA GOA
GAG TGATG-3 AAA CAG CGG AGT-¥
(SEQ TD NO: §5) (SEQ ID NO: 66)

De acordo com o método descrito no 1-2-2, um modelo de DNA
foi preparado a partir de tipo selvagem de Arabidopsis thaliana (eco-tipo Col-
0). Takara Ex Taq (Takara Bio Inc.) e platina DNA Polymerase PFX (Invitro-
gen) ou Fus&o da polimerase de DNA de alta-fidelidade (New England Bio-
Labs: NEB) foram utilizados como enzimas e um par de iniciadores listados
na Tabela 7 foram utilizados como iniciadores. Para a composigdo de solu-
¢ao da reagao de PCR e as condi¢cdes de reagéo, os protocolos ligados a
cada enzima foram referidos. Além disso, para o gene LRR-RLK
(At1g71830), por PCR foi realizado usando os trés pares de iniciadores lista-
dos na Tabela 8 e Polimerase Platinum DNA PFX (Invitrogen) como uma
enzima tal que os trés pares de produtos de amplificacdo por PCR foram
obtidos. Os produtos de amplificacdo de PCR foram sujeitos a electroforese
com 2 % de gel de agarose (tampao TAE) e, em seguida, os fragmentos fo-
ram corados com brometo de etidio. Um gel contendo fragmentos alvo foi
excisado usando um bisturi. Os fragmentos de DNA alvo foram eluidos e
purificados usando GFX PCR de DNA e um kit de purificagdo GEL Band (A-
mersham). A sobreposi¢do de PCR foi realizada com o uso dos trés frag-
mentos de DNA como modelos e Avangado 1 e reverso 3 como iniciadores.

Como no caso acima, cada produto de amplificacao de PCR foi
submetido a electroforese em gel de agarose, seguido por meio da exciséao e
purificacao. Adenin foi adicionada ao fragmento de DNA dessa maneira obti-
do utilizando um Kit de Adicao A (QIAGEN). O DNA amplificado ao qual ti-
nha sido adicionado adenina foi ligado a um vetor TA Cloning-pCR2.1 usan-

do um Kit de Clonagem TA TOPO (Invitrogen) e, em seguida, transformado
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as células competentes (E. coli TOP 10) incluidas com o kit. Apés transfor-
macgao, as células foram cultivadas em meio LB suplementado com 50 mi-
crolitros/canamicina ml e, em seguida, os transformantes foram seleciona-
dos. As colbnias que apareceram foram submetidas a cultura liquida em
meio LB suplementado com 50 microlitros/canamicina mi. O DNA de plasmi-
deo foi preparado a partir dos microrganismos dessa maneira obtidos usan-
do um kit de mini plasmideo (QIAGEN).

Um fragmento contendo a ORF do gene LRR-RLK (At1g69990),
um fragmento contendo a ORF do gene LRR-RLK (At5g39390), um fragmen-
to contendo a ORF do gene da proteina LRR (At3g05650), um fragmento
contendo a ORF do gene da proteina LRR (At2g33080), e um fragmento
contendo a ORF do gene LRR-RLK (At1g71830) foram separadamente clo-
nados em vetores, seguido por meio da determinagéo da sequéncia de nu-
cleotideos e analise de sequéncia.

1-2-6. Construcao de vetores de expressao de plantas

Os fragmentos contendo ORFs do gene LRR-RLK (At1g69990),
o gene LRR-RLK (At5g39390), o gene da proteina LRR (At3g05650), o gene
da proteina LRR (At2g33080), e o gene LRR-RLK (At1g71830) foram inseri-

dos no um vetor de expressao de plantas pBl121 contendo uma sequéncia

de dmega do virus do mosaico do tabaco. Dessa maneira, as construgdes
foram preparadas.

Em primeiro lugar, o vetor pCR2.1, em que um fragmento con-
tendo a ORF do gene LRR-RLK (At1g69990) tinha sido clonado em 1-2-5, foi
tratada com as enzimas de restricdo ao Sal | e BsrG 1.

Em seguida, de forma similar pBI121 contendo uma sequéncia
de émega foi tratado com as enzimas de restricao Sal | e BsrG |. Os produ-
tos digeridos com estas enzimas de restricdo foram submetidos a electrofo-
rese em 0,8% gel de agarose. Um fragmento de aproximadamente 1850 pb,
contendo a ORF do gene LRR-RLK (At1g69990) e pBI121 contendo a se-
quéncia de dmega foram cada fracionados e purificados a partir do gel utili-
zando GFX PCR de DNA e um kit de purificacdo GEL Band (Amersham).

Para a introdugcdo de um fragmento contendo a ORF do gene
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LRR-RLK (At1g69990) usando um fragmento contendo a sequéncia de 6-
mega pBl121 como um vetor, o vetor e o inserto foram misturados em uma
proporgao de 1: 10, seguido por meio de uma reacgao de ligacao durante a
noite a 16 graus C usando uma quantidade equivalente de um Kit de Ligacao
Takara Vide. 2 (Takara Bio Inc.).

A quantidade total da solugéo reacional foi adicionada a 100 mi-
crolitros de células competentes a (cepa de E. coli DH5 alfa, Toyobo), de
modo que a transformacao foi realizada de acordo com protocolos incluidos
com o kit. As células foram aplicadas ao meio LB agar contendo 50 micro-
gramas/ml de canamicina entédo cultivadas durante a noite. As colénias que
apareceram foram submetidas a cultura liquida em meio LB suplementado
com 50 microgramas/ml de canamicina. O DNA de plasmideo foi preparado
a partir dos microrganismos dessa maneira obtidos usando um kit de mini
plasmideo (QIAGEN).

O fragmento dessa maneira obtido, contendo a ORF do gene
LRR-RLK (At1g69990) foi subclonado em um vetor de expressao, seguido
por meio da determinacdo da sequéncia de nucleotideos e andlise de se-
guéncia.

O gene LRR-RLK (At5g39390), o gene da proteina LRR
(At2g33080), e o gene LRR-RLK (At1g71830) foram incorporados em veto-
res de expresséo, da maneira descrita acima, seguido por meio da determi-
nacao da sequéncia de nucleotideos e andlise de sequéncia. O gene da pro-
teina LRR (At3g05650) foi clonado em um vetor de clonagem TA -pCR2.1,
tratado com uma enzima de restricdo ao sal | e extremidades de embota-
mento com um DNA de um kit de embotamento (Takara Bio Inc.), seguido
por meio do tratamento com cloroférmio fenol e depois com uma enzima de
restricdo BsrG |. Do mesmo modo, pBl121 contendo a sequéncia de 6mega
foi tratada com uma enzima de restricdo ao Sal | e extremidades de embo-
tamento com um DNA de um kit de embotamento (Takara Bio Inc.), seguido
por meio do tratamento com cloroférmio fenol e depois com uma enzima de
restricao BsrG |. Cada gene foi incorporado em um vetor de expresséo, da

maneira descrita acima, seguido por meio da determinagio da sequéncia de
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nucleotideos e por meio da analise de sequéncia.

1-2-7. Introducdo de genes em Arabidopsis thaliana utilizando o método de

Agrobacterium

O vetor de expresséao construido em planta 1-2-6 foi introduzido
na cepa de Agrobacterium tumefaciens C58C1 por meio da electroporacao
(Plant Molecular Biology Manual, Second Edition, BG Stanton, AS Robbert,
Kluwer Publishers Acdemic, 1994). Subsequentemente, Agrobacterium tu-
mefaciens em que o vetor de expressao de plantas tinha sido introduzido foi
introduzido no Arabidopsis thaliana do tipo selvagem (eco-tipo CI-0), por
meio de um método descrito por meio da infiltragcdo Clough e outros (Plant
J., 16, 735 a 743, 1998).

Os transformantes foram selecionados usando o meio contendo.
InstalagOes de geragao T2 foram produzidas por autopolinizacao a partir dos
transformantes.

1-2-8. Confirmacéao do fendtipo de transformante

Teste de resisténcia ao sal:

As sementes preparadas no 1-2-7. e as sementes de uma planta
Arabidopsis nao recombinante do tipo selvagem usadas como um controle
foram assepticamente semeadas em um meio de agar modificado MS, con-
tendo NaCl a 150 mM. Elas foram cultivadas sob condi¢des de 22 graus C e
16 horas nas horas de luz / 8 no escuro, e com uma intensidade de luz que
varia entre cerca de 30 a 45 micro E/cm?.

2. Resultados

As Figuras 1 a 5 mostram fotografias de placas, contendo plan-
tas transformadas em fragmentos que contém as ORFs do gene do tipo sel-
vagem, o gene LRR-RLK (At1g69990), o gene LRR-RLK (At5g39390), o ge-
ne LRR-RLP (At3g05650), o gene LRR-RLP (At2g33080), e o gene LRR-
RLK (At1g71830) foram separadamente introduzidos, cada fotografia indi-
cando os resultados de resisténcia ao sal do ensaio descrito no 1-2-8. acima.
As figuras 1, 2 e 4 mostram que as plantas transformadas em que fragmen-
tos contendo as ORFs do gene LRR-RLK (At1g69990), o gene LRR-RLK
(At5g39390), e o gene LRR-RLP (At2g33080) as quais tinham sido introdu-
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zidas germinaram e cresceram em um meio com uma alta concentracéo de
sal. Os resultados descreveram que as plantas transformadas apresentaram
uma melhora sobre a planta do tipo selvagem em termos de resisténcia ao
sal.

No entanto, como mostrado nas figuras 3 e 5, as plantas trans-
formadas em fragmentos que contém as ORFs do gene LRR-RLP
(At3g05650) e o gene LRR-RLK (At1g71830) as quais tinham sido introduzi-

das nao exibiram resisténcia ao sal claramente melhorada.
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REVINDICACOES
1. Método para conferir resisténcia ao estresse ao sal a uma
planta, caracterizado pelo fato de que compreende a introducéo de pelo
Menos um gene, em que o0 gene consiste em uma sequéncia de nucleotideos
5 da SEQ ID No:1 ou uma sequéncia de nucleotideo degenerada da mesma
codificando a mesma sequéncia de aminoacidos.
2. Método para produzir uma planta, caracterizado pelo fato de
gue compreende as etapas de:
preparacdo de uma planta transformada na qual pelo menos um
10 gene foi introduzido, em que O gene consiste em uma sequéncia de
nucleotideos da SEQ ID No:1 ou uma sequéncia de nucleotideo degenerada
da mesma codificando a mesma sequéncia de aminoacidos; e
avaliagdo da resisténcia ao estresse ao sal das plantas
descendentes da planta transformada a fim de selecionar uma linhagem com
15 resisténcia ao estresse ao sal significativamente maior quando comparada

com a planta do tipo selvagem.
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