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Relatorio Descritivo de Patente de Invencéo
USO DA FAMILIA DE GENES E DAS PROTEINAS ABSCISIC ACID STRESS
AND RIPENING (ASR), PROCESSO, MELHORAMENTO GENETICO,
PLANTA TRANSGENICA, VETOR DE EXPRESSAO, CELULA HOSPEDEIRA
E PROCESSO PARA MODULAR A TOLERANCIA A BAIXOS NIVEIS DE
FOSFATO

Campo da Invencao

[0001] A presente invencdo descreve sobre o uso de uma familia de genes
especifico como modulador de modificacdes estruturais de raizes de plantas,
principalmente com relacdo ao crescimento e desenvolvimento de raizes,
fendtipo caracteristico de deficiéncia a fosfato; e regulacdo de genes chaves
nas vias de resposta a falta de fosfato. A presente invencédo atua nos campos

da Agronomia e Biologia.

Antecedentes da Invencdo

[0002] O fosforo é importante nutriente para as plantas e requerido em grande
quantidade por elas. Ele encontra-se no solo na forma de fosfato inorgéanico
(Pi) e organosfosfatos e sua principal fonte de extracdo é a partir das rochas,
fonte ndo renovavel, e que pode se esgotar entre 60 e 100 anos.

[0003] O fosfato inorganico, unica forma de fosforo disponivel as plantas,
concentra-se na parte superficial do solo, apresentando pouca mobilidade e
baixa disponibilidade absortiva para as plantas.

[0004] De todo o fosfato extraido das rochas, 80% € aplicado na agricultura,
sendo que apenas 30% desse nutriente € capaz de ser absorvido pelas
plantas, gerando maiores custos e possibilidade de contaminacdo da agua com
o fosfato.

[0005] Diante de um cenario com pouco fosfato disponivel, as plantas
apresentam como um dos modos de lidar com a menor disponibilidade do
nutriente, modificacbes que promovam uma maior exploracdo do solo e

aproveitamento do fosfato disponivel.
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[0006] Assim sendo, o conhecimento aqui proposto, do papel da manipulacéo
génica de plantas para maior captacdo de fosfato do solo, permite que haja
maior captacdo de fosfato pelas plantas, menor aplicacdo de fosfato na
agricultura e alimentos mais nutritivos.

[0007] Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientifica e patentaria,
foram encontrados os seguintes documentos que tratam sobre o tema:

[0008] O documento patentario BR201106382-A2 revela uma familia de genes
na modulacéo das plantas em resposta a tolerancia a metais, como o aluminio.
O documento se difere da presente invencao por nao correlacionar os genes
com maior captacao de nutrientes.

[0009] O documento US2018187207-Al revela que a superexpressao do gene
GRP8 (do inglés, glycine rich protein 8) nas plantas levou a uma maior
producéo de raizes e pelos radiculares. O documento estuda genes diferentes
aos da presente invengao.

[0010] O documento CN101508995-A revela que a superexpressao do gene
PHR2 em plantas de arroz possibilita maior absorcédo de fosfato pela planta e
seu acumulo na parte aérea da mesma. Entretanto esse acumulo em excesso
ocorre apenas nas plantas transgénicas enquanto aquelas em condi¢Oes
normais de fosfato apresentam tamanho reduzido. O documento difere da
presente invencao quanto ao gene em estudo.

[0011] O documento CN108148849-A revela a relacdo do gene MdPHR1 com
a absorcdo de fosfato em macieiras e Arabidopsis thaliana. A presente
invencdo se difere do documento citado ao trabalhar com outro gene e por
compreender maior gama de plantas.

[0012] O documento US 9801373-B2 revela uma relacdo de compostos para
promover o crescimento de plantas em condi¢cdes limitantes de fosfato. A
presente invencao, entretanto, permite que a planta se desenvolva em
condicoes de deficiéncia de fosfato com a aplicacdo de substancias estranhas
no meio.

[0013] Arenhart R.A., Bai Y., de Oliveira L.F., Neto L.B., Schunemann M.,
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Maraschin Fdos S., Mariath J., Silverio A., Sachetto-Martins G., Margis R., et al.
New insights into aluminum tolerance in rice: The ASR5 protein binds the starl
promoter and other aluminum-responsive genes. Mol. Plant. 2014;7:709-721.
doi: 10.1093/mp/sst160

[0014] Balzergue C, Dartevelle T, Godon C, Laugier E, Meisrimler C, Teulon
JM, Creff A, Bissler M, Brouchoud C, Hagege A et al.: Low phosphate activates
STOP1-ALMT1 to rapidly inhibit root cell elongation. Nat Commun 2017,
8:15300.

[0015] Ham, B. K., Chen, J., Yan, Y., and Lucas, W. J. (2018). Insights into
plant phosphate sensing and signaling. Curr. Opin. Biotechnol. 49, 1-9. doi:
10.1016/j.copbio.2017.07.005

[0016] Identification and expression analysis of OsLPR family revealed the
potential roles of OsLPR3 and 5 in maintaining phosphate homeostasis in rice
Yue Caol , Hao Ail, Ajay Jain2 , Xueneng Wul , Liang Zhangl , Wenxia Peil ,
Aigun Chenl , Guohua Xul and Shubin Sunl,3*

[0017] Iron and callose homeostatic regulation in rice roots under low
phosphorus Yan Dingl,3 , Zegang Wang2 , Menglian Ren2 , Ping Zhang2 ,
Zhongnan Li2 , Sheng Chen2 , Cailin Ge2* and Yulong Wang1*

[0018] Liu TY, Huang TK, Yang SY, Hong YT, Huang SM, Wang FN, Chiang
SF, Tsai SY, Lu WC, Chiou TJ: Identification of plant vacuolar transporters
mediating phosphate storage. Nat Commun 2016, 7:11095

[0019] Miki D. & Shimamoto K. (2004) Simple RNAi vectors for stable and
transient suppression of gene function in rice. Plant Cell and Physiology 45,
490-495.

[0020] Mora-Macias J, Ojeda-Rivera JO, Gutierrez-Alanis D, Yong- Villalobos
L, Oropeza-Aburto A, Raya-Gonzalez J, Jimenez- Dominguez G, Chavez-
Calvillo G, Rellan-Alvarez R, Herrera- Estrella L: Malate-dependent Fe
accumulation is a critical checkpoint in the root developmental response to low
phosphate. Proc Natl Acad SciU S A 2017, 114:E3563-E3572.

[0021] Peéret B, Desnos T, Jost R, Kanno S, Berkowitz O, Nussaume L. Root
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architecture  responses: in search of phosphate. Plant  Physiol.
2014;166(4):1713-23.

[0022] Ticconi CA, Lucero RD, Sakhonwasee S, Adamson AW, Creff A,
Nussaume L, Desnos T, Abel S: ER-resident proteins PDR2 and LPR1 mediate
the developmental response of root meristems to phosphate availability. Proc
Natl Acad Sci U S A 2009, 106:14174-14179.

[0023] Wang C, Yue W, Ying Y, Wang S, Secco D, Liu Y, Whelan J, Tyerman
SD, Shou H: Rice SPX-Major Facility Superfamily3, a vacuolar phosphate efflux
transporter, is involved in maintaining phosphate homeostasis in rice. Plant
Physiol 2015, 169:2822-2831.

[0024] Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo 0s ensinamentos da
presente invencédo, de forma que a solucdo aqui proposta possui novidade e
atividade inventiva frente ao estado da técnica.

[0025] Dessa forma, a presente invencdo se apresenta como uma solucao
para o problema do estado da técnica de baixa captacéo fosfato pelas plantas,
gerando custos e possibilidade de contaminacdo da agua com o fosfato.

Sumaério da Invencao

[0026] Dessa forma, a presente invencéo resolve os problemas do estado da
técnica, a partir do novo uso da familia génica ASR na melhora da captura de
nutrientes pela planta, incluindo o fosfato.

[0027] As modificacdes génicas em plantas com a superexpressdo de genes
ASR, tém como vantagem a maior captacdo de fosfato do solo com baixos
niveis desse nutriente, de modo a diminuir os custos do produtor; maior
sustentabilidade, pois o fosfato € um nutriente insubstituivel e ndo renovavel
extraido das rochas, cujas reservas podem se esgotar entre 60 e 100 anos e;
reducdo de residuos, pois como atualmente a absor¢do desse nutriente € baixa
e a aplicacdo agricola é alta, a por¢cdo ndo absorvida contamina aguas e faz
proliferar vegetacdes aquaticas, prejudiciais para a saude humana. Diferente
da maioria dos genes relatados em outros trabalhos, genes ASR nédo sao
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apenas genes de resposta & baixos niveis de fosfato, mas sim genes
reguladores dos principais PSRs em plantas.
[0028] A presente invencao apresenta 0s seguintes objetos:
[0029] Em um primeiro objeto a presente invencao revela o uso do gene ASR
de planta ou sua proteina ASR para a modulagcdo no tamanho e na quantidade
de raizes laterais e adventicias de uma planta para modulacdo na captacao de
nutrientes pela planta;

em que o0 gene ASR € superexpressado na planta; ou

em que o gene ASR é inserido em uma planta inicialmente ausente de
gene, ou

em que a proteina ASR é superexpressada na planta ou adicionada ao
meio de crescimento da planta ou semente, ou

em que o gene ASR é silenciado.
[0030] Em um segundo objeto a presente invencgéo revela o processo para a
producdo de planta transgénica que compreende meios para a modulacdo na
expressdo do gene ASR em uma planta para a modulacdo no tamanho e na
quantidade de raizes laterais e adventicias de uma planta para modular a
captacao de nutrientes pela planta.
[0031] Em um terceiro objeto a presente invencao revela o vetor de expressao
para a modulacdo no tamanho e na quantidade de raizes para a modulacdo na
captacdo de nutrientes pela planta que compreender um promotor heterélogo e
0 gene ASR.
[0032] Em um quarto objeto a presente invencdo revela a célula hospedeira
transgénica que compreende o vetor de expressao citado anteriorimente.
[0033] Em um quinto objeto a presente invencao revela a planta transgénica,
obtida conforme definido pelo processo aqui descrito.
[0034] Em um sexto objeto a presente invencéao revela a semente.
[0035] Em um sétimo objeto a presente invengdo revela a cultura de tecido da
célula regeneravel, obtida a partir da planta transgénica.
[0036] Estes e outros objetos da invencédo serdo imediatamente valorizados
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pelos versados na arte e seréo descritos detalhadamente a seguir.
Breve Descricdo das Figuras

[0037] A figura 1 apresenta a Arquitetura de raizes de plantas de arroz
ASR_RNAI e NT aos 7 dias de germinacao em papel filtro embebido em agua.
[0038] A figura 2 mostra a sinalizacdo e Sistema de Transporte Envolvido na
Homeostase de fosfato (Pi) a Nivel Celular em plantas de arabidopsis segundo
Ham et al., 2018.

[0039] A figura 3 mostra plantas de arroz NT (esquerda) e ASR_RNAI (direita)
aos 20 dias de cultivo em hidroponia em condi¢éo de baixos niveis de fosfato.
[0040] A figura 4 mostra raizes de plantas de arroz ndo transformadas (NT) e
silenciadas (RNAi_ASR) aos 20 dias de cultivo em condi¢des de alto (acima) e
baixo nivel de fosfato (abaixo). Em evidéncia, as respectivas raizes
adventiceas e laterais.

[0041] A figura 5 mostra o comprimento das raizes laterais de plantas ndo
transformadas (NT) e plantas silenciadas para os genes ASR (ASR_RNAI) aos
20 dias de cultivo em hidroponia em condicdes de altos (esquerda) e baixos
niveis de fosfato (direita).

[0042] A figura 6 mostra raizes de plantas de arroz NT (esquerda) e
RNAIi_ASR (direita) aos 30 dias de cultivo em condicdo de baixo fosfato.

[0043] Afigura 7 mostra o padréo de expressdo do gene ASR5 em condi¢cdo de
alto nivel de fosfato (esquerda) e baixo fosfato (direita).

[0044] A figura 8 mostra um esquema, segundo Liang et al. (2014) ilustrando o
processo de percepcao da falta de fosfato no solo, por parte do apice radicular
e sua consequente mudanca na arquitetura do sistema radicular, bem como a
remobilizagdo de fosfato na planta, corroborando com nossos resultados
mostrados na figura 7

[0045] A figura 9 mostra plantas de arabidopsis NT em alto e baixo fosfato
(esquerda) e plantas expressando heterologamente OsASR5 (Seq ID 5) alto e
baixo fosfato (direita), respectivamente, aos 20 dias de cultivo em meio 0,1x
MS, agar 1% e NaH2PO4 (1 uM para baixo fosfato e 1mM para alto fosfato).
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Descricdo Detalhada da Invencéao

[0046] A presente invencdo propde o uso de genes da familia ASR como
modulador para a modificacdo estrutural e bioquimica das plantas para maior
captacdo de nutrientes. O aumento da expressdo dos genes ASR levam ao
aumento na quantidade de raizes adventicias e laterais, além de maior
alongamento das raizes laterais de qualquer planta, e esse aumento provoca
uma maior captacdo de fosfato pela planta.
[0047] Apesar de a presente invencdo visar o aumento na captacdo de fosfato
pela planta, o aumento na quantidade de raizes adventicias e laterais, e 0
maior alongamento das raizes laterais, ndo capta seletivamente apenas o
fosfato do meio. A mudanca estrutural e bioquimica nas plantas da presente
invencdo aumenta a captacdo pelas raizes de qualquer nutriente presente no
solo ou no ambiente em que a planta se encontra (hidroponia).
[0048] Em um primeiro objeto a presente invencao revela o uso do gene ASR
de planta ou sua proteina ASR, para a modulac&do no tamanho e na quantidade
de raizes laterais e adventicias de uma planta para modulacéo na captacao de
nutrientes pela planta;

em que o gene ASR é superexpressado na planta; ou

em que o gene ASR é inserido em uma planta inicialmente ausente de
gene, ou

em que a proteina ASR € superexpressada na planta ou adicionada ao
meio de crescimento da planta ou semente, ou

em que o gene ASR é silenciado na planta.
[0049] Em uma concretizacdo a presente invencédo revela o uso do gene ASR
em que o gene ASR tem pelo menos 70% de identidade com a SEQ ID No 1,
SEQ ID No 2, SEQ ID No 3, SEQ ID No 4, SEQ ID No 5,SEQ ID No 6 ou SEQ
ID No 7 , em gque o gene ASR regula pelo menos um dos genes LPR1, Nppl,
PHT1, Phospholipase e MSF.
[0050] Em uma concretizacdo a presente invencédo revela o uso do gene ASR
em que o gene ASR tem pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID No 1,
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SEQ ID No 2, SEQ ID No 3, SEQ ID No 4, SEQ ID No 5, SEQ ID No 6 ou SEQ
ID No 7, em que o gene ASR regula pelo menos um dos genes LPR1, Nppl,
PHT1, Phospholipase,e MSF.
[0051] Em uma concretizacdo a presente invencédo revela o uso do gene ASR
em que o gene ASR compreender a SEQ ID No 1, SEQ ID No 2, SEQ ID No 3,
SEQIDNo4,SEQIDNo5,SEQIDNo60ouSEQIDNo7.
[0052] Em uma concretizacdo a presente invencédo revela o uso do gene ASR
em que o0 gene ASR é a SEQ ID No 7 ou a SEQ ID No 5.
[0053] Em uma concretizacdo a presente invencao revela o silenciamento de
genes ASR compreendendo o uso de primers SEQ ID No 8 e SEQ ID No 9.
[0054] Em uma concretizacdo a presente invencédo revela o uso do gene ASR
em que a planta € uma dicotiledénia ou uma monocotiledénia.
[0055] Em uma concretizacao a presente invencéao revela o uso do gene ASR
em que a planta é de arroz, milho, soja, ou tomate.
[0056] Em uma concretizacdo a presente invencédo revela o uso do gene ASR
em que o nutriente é o fosfato.
[0057] Em um segundo objeto a presente invencéo apresenta 0 processo para
a producdo de planta transgénica em que compreende meios para a
modulacdo na expressdo do gene ASR em uma planta para a modulacédo no
tamanho e na quantidade de raizes laterais e adventicias de uma planta para
modular a captacdo de nutrientes pela planta.
[0058] Em uma concretizacédo do processo, 0S meios compreenderem:
a)Transgenia;
b) Edicdo génica pela técnica de CRISPR;
c) Melhoramento Genético Classico.
[0059] Em uma concretizagdo do processo este compreende meios para o
aumento no nivel de expressdo do gene ASR em uma planta para o aumento
no tamanho e na quantidade de raizes laterais e adventicias de uma planta
para 0 aumento na captacéo de nutrientes pela planta.
[0060] Em uma concretizacdo do processo, este compreende a inser¢cao do
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gene ASR no genoma de uma planta, inicialmente ausente desse gene, para a
0 aumento no tamanho e na quantidade de raizes laterais e adventicias para o
aumento na captacao de nutrientes pela planta.
[0061] Em uma concretizacdo do processo, o gene é a SEQ ID No 7 ou 5.
[0062] Em uma concretizagc&o do processo, este compreende:

- a geracdo de uma planta transgénica;

- cruzamento da planta transgénica com uma planta ndo transgénica ou
com outra planta transgénica para obter a prole hibrida, F1;

- selecdo de uma prole hibrida F1 que possui aumento no tamanho e
na quantidade de raizes laterais e adventicias, e

- obtencéo de sementes da prole hibrida selecionadas.
[0063] Em um terceiro objeto a presente invencao revela o vetor de expressao
para a modulacdo no tamanho e na quantidade de raizes para a modulacdo na
captacdo de nutrientes pela planta que compreende um promotor heterélogo e
0 gene ASR.
[0064] Em um quarto objeto a presente invencdo revela a célula hospedeira
transgénica que compreende o vetor de expressao citado anteriormente.
[0065] Em um quinto objeto a presente invencao revela a planta transgénica,
obtida conforme definido no processo da presente invencao.
[0066] Em um sexto objeto a presente invencao revela a semente e a célula da
planta transgénica.
[0067] Em um sétimo objeto a presente invencédo revela a cultura de tecido da
célula regeneravel, obtida a partir da planta transgénica.
[0068] Inicialmente, utilizou-se como objeto de estudo, plantas de arroz com a
familia génica Abscisic Acid Stress and Ripening (ASR) silenciada pela técnica
de RNA de interferéncia (RNAI). A ideia de relacionar essa familia de genes a
respostas de privacdo de fosfato surgiu com base no fenétipo de raizes de
plantas de arroz, comparando-se plantas transgénicas (ASR_RNAIi) com
plantas ndo transformadas (NT).

[0069] Observou-se nos estagios inicias de desenvolvimento, quando
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germinadas em papel filtro embebido em &gua, uma diferenca na arquitetura
das raizes entre os diferentes gendétipos (Figura 1), sendo que as plantas com
a expressao da familia ARS silenciada pelo RNAIi (RNAI) apresentaram uma
drastica reducdo no tamanho da raiz principal e no nimero e tamanho de
raizes adventicias.

[0070] O fosfato € um nutriente pouco movel e apresenta pouca
disponibilidade para as plantas em termos de absorcdo. Sendo assim, a
capacidade das plantas de suprir a necessidade desse nutriente € diretamente
correlacionada com a sua habilidade de explorar o solo. Em caso de deficiéncia
de fésforo ocorre uma mudanca na arquitetura do sistema radicular, sendo
esse um mecanismo adaptativo chave para esse tipo de estresse.

[0071] O fosfato concentra-se na parte superior do solo, onde h& maior
presenca de matéria organica. Assim, plantas mais adaptadas a condi¢des de
baixa concentracdo de fosfato investem em desenvolvimento de raizes mais
superficiais (Péret et. al, 2014).

[0072] Em condicbes de deficiéncia de fosfato no solo as plantas encontram
um dilema: Devem maximizar o uso do fésforo e ao mesmo tempo promover
uma maior exploragdo do solo. Como resultado, essa falta de fosfato leva a
uma reducdo no crescimento radicular enquanto respostas geneticamente
programadas induzem o desenvolvimento de novos 6rgaos. Por esse motivo as
plantas passam a produzir mais raizes laterais (Péret et. al, 2014) bem como
novas raizes adventicias

Sinalizacao de fosfato

[0073] Em plantas, o vacuolo serve como reservatorio primario de fosfato.
Recentemente proteinas contendo o dominio SPX-MSF, localizadas no vacuolo
tém sido caracterizadas como proteinas mediando o transporte de fosfato
através do tonoplasto. Esses transportatodes de fosfato contém um dominio N-
terminal SPX e um dominio Major Facilitator Super-Family (MSF) transporter na
porcado C-terminal. Esses dominios sdo caracteristicas da familia de proteinas

PHTS5, as quais funcionam como transportadores de influxo de fosfato no
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vacuolo, em arabidopsis.

[0074] Em arroz, homdlogos de PHT5, OsSPX-MFS1, OsSPX-MFS2 e OsSPX-
MFS3 também residem no tonoplasto (Wang et al., 2015). Estudos recentes
indicam que esses genes também codificam como transportadores vacuolares
de fosfato (Liu et al., 2016).

[0075] Em Arabidopsis, PHOSPHATE DEFICIENCY RESPONSE 2 (PDR2)
and LOW PHOSPHATE ROOT (LPR1) interagem geneticamente para parar o
crescimento da raiz principal em condicdes limitantes de fosfato (Ticconi et al.,
2009). LPR1 atua localmente para regular a atividade do meristema do 4pice
da raiz primaria (RAM), bloqueando a comunicacdo com o stem cell niche
(SCN). Esse processo envolve o fator de transcricdo SENSITIVE TO PROTON
RHIZOTOXICITY (STOP1), que controla a expressao do ALUMINUM
ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 1 (ALMT1), um sistema de secrecao
de malato localizado na membrana plasmética. Posteriormente, o malato
liberado no apoplasma media a ativacdo de um sistema de ciclagem de
reducdo de ferro para induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Mora-Macias 2017; Balzergue 2017). Esse acumulo de ROS induz
deposicao de calose na SCN da raiz priméaria, levando ao bloqueio da via de
comunicacdo plasmodesmal, dessa forma, causando a parada da funcdo das
células tronco e o crescimento da raiz primaria (Fig. 2). Ainda ndo € sabido
como as células da ponta da raiz sentem a presenca de baixos niveis de
fosfato no solo bem como a transducdo de sinal que leva a ativacdo da
expressdo de ALMT1 mediada por STOP1 (Ham et al., 2018).

Exemplos

[0076] Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma
das inUmeras maneiras de se realizar a invengdo, contudo sem limitar, o
escopo da mesma.

Exemplo 1 - Verificacdo da influéncia dos genes ASR nas modificacOes

estruturais das raizes de plantas

[0077] Como objeto de estudo utilizou-se plantas de arroz com a familia génica
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Abscisic Acid Stress and Ripening (ASR) silenciada pela técnica de RNA de
interferéncia (RNAi) comparadas com plantas ndo transformadas (NT).

[0078] A planta de arroz foi utilizada apenas como uma planta modelo para
estudo, sendo que o uso da familia ASR para modulacdo no tamanho e
quantidade de raizes adventicias e laterais pra 0 aumento da captacdo de
nutrientes pode ser utilizada em qualquer tipo de planta. Podem ser plantas,
vasculares em geral, com maior énfase comercial nas monocotiledéneas e
dicotiledbneas. Outras espécies de plantas além do arroz, que apresentam
essa familia de genes e que poderiam ser utilizadas para esses experimentos
sdo: milho, soja, tomate etc., plantas importantes para a economia agricola do
pais.

[0079] As sementes de arroz transformadas (ASR_RNAI) e as nao
transformadas (NT) foram cultivadas em papel de filtro embebidas em agua por
10 dias. Em seguida, 10 plantulas de cada genétipo e com tamanhos similares
foram colocadas em uma solucdo nutritiva segundo Yoshida (1976), contendo:
2.86mM NH;NOg3; 1.03mM K,;SOg4; 1.00mM CaCly; 1.67mM MgSO,4 - 7H,0;
MnCl, - 4H,0; (NHg)s-M07024:-4H40; H3BO 3 ZnSO 4 - 7H,0; 2.15mM CuSO;, -
5H,0; 0.036 mM FeCl; - 6H,0; Citric acid (monohydrate), com concentracdes
de fosfato (NaH,PO,) diferentes:

[0080] 10 plantulas ASR_RNAI e 10 plantulas NT em 0,016 mM para condicao
de baixo fosfato e;

[0081] 10 plantulas ASR_RNAI e 10 plantulas NT em 0,323mM para condi¢cbes
de alto fosfato.

[0082] Como condicéo de baixo fosfato, determinaram-se valores de 0,016 mM
— 0,02 mM, preferencialmente 0,016 mM.

[0083] Em ambas as condicdes de fosfato o pH foi ajustado para 5,0; sendo a
solugéo nutritiva trocada a cada 3 dias.

[0084] AplGs os 20 dias de cultivo, as plantulas apresentaram diferencas na
estrutura radicular. As plantas NT apresentaram maior quantidade de raizes

adventicias e laterais, aléem de maior alongamento das raizes laterais em
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condicdes de baixo fosfato quando comparadas ao mesmo gendtipo em
condicdes de alto fosfato. Ja as plantas ASR_RNAI tiveram uma reducédo de
aproximadamente 90% no comprimento de raizes laterais quando comparadas
as plantas NT o que sinaliza a importancia dos genes ASR nas respostas de
modificacdo estrutural nas raizes para captacdo de fosfato em condicdes
baixas do mesmo.

Exemplo 2 - Principais genes das via de resposta a falta de fosfato (PSR)

[0085] Para esta realizacdo, um gene quimeérico para produzir RNA com uma
estrutura de “hairpin” (hpRNA) foi construida baseada na sequéncia do locus
ASR5 (LOC_0s11g06720.1). Os primers foram utilizados para amplificar uma
regido de 417 bp correspondendo a sequéncia codificadora completa do gene
ASR5:

SEQ ID No 8 e SEQ ID No 9.

[0086] Os produtos de PCR foram clonados no vetor Gateway pANDA em uma
configuracdo repetida invertida, em que o gene quimérico esta sob controle do
promotor de ubiquitina de milho com um intron colocado “upstream” das
repeticdes invertidas. (Miki & Shimamoto 2004).

[0087] Sementes de arroz transformadas (ASR_RNAI) e ndo transformadas
(NT) foram germinadas em papel filtro embebidas em agua. Plantulas de 12
dias de idade foram cultivadas em hidroponia (Solu¢do de Baier, pH 5,8, 400
UM CaCly; 650 uM KNOg3; 250 uM MgCly; 10 puM (NH4)2SOg4; 40 pM NH4NO3)
por duas semanas. Apos esse periodo, amostras de raizes foram coletadas e
imediatamente estocadas em nitrogénio liquido. Posteriormente RNA foi
extraido pelo método Trizol e realizou-se o0 sequenciamento do transcriptoma.
[0088] Outros métodos de extragcdo de RNA sao possiveis, como o CTAB,
entretanto, entre os diferentes métodos, a principal diferenca € no rendimento
de RNA extraido. Sendo assim, ndo haveria grandes diferencas no resultado
do sequenciamento.

[0089] A realizacdo do sequenciamento do transcriptoma foi feito da seguinte

forma;
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[0090] O RNA total (>10 pg) foi enviado para “Fasteris Life Sciences SA
(Planles-Ouates, Switzerland)” para preparagdo das amostras (conversido ao
cDNA) e sequenciamento utilizando llumina HiSeq 2000 (llumina, San Diego,
CA, USA). O sequenciamento do transcrito poliadenilado (mRNA-seq) foi
realizado utilizando as seguintes etapas: Purificacdo da Poly-A, sintese de
cDNA utilizando primer poly-T para gerar insertos de 300 a 500 nucleotideos.
Adaptadores de ligacbes 3p e 5p, pré-amplificacdo, geracdo de coldnia e
sequenciamento. A reacao de sequenciamento do cDNA foi realizada utilizando
uma fita simples e leituras com o comprimento de 100 nucleotideos.

[0091] As leituras (reads) foram alinhadas com o software Bowtie v. 0.12.7
(Langmead et al., 2009) utilizando parametros padrédo. O primeiro alinhamento
foi >28 nucleotideos de tamanho, permitindo zero incompatibilidade e leituras
mapeadas Unicas. A sequéncia do genoma do arroz RGAP V7
(http://rice.plantbiology.msu.edu/) foi usado como referéncia. Arquivos Bowtie

foram entdo processados utilizando “scripts” Python para atribuir as leituras
contadas que mapearam cada regido génica.

[0092] A partir de dados de RNAseq comparando-se plantas silenciadas
(ASR_RNAI) e nao transformadas (NT) em situacao controle, observou-se que
genes chave responsaveis a resposta a baixos niveis de fosfato apresentaram

sua expressao reprimida nas plantas ASR_RNAI (Tabela 1).

Tabela 1

Nivel de
alteracado da
expressao
Log?2

Descricao

Proteina contendo dominio
LOC_0s01g03630 - 35,22 Multicopper Oxidase (LPR1 — Raiz
Baixo Fosfato)
Principal Superfamilia de
Facilitadores (MSF)
LOC_0s05g49840 - 33,97 Fosfolipase Putativa

Fosfodiesterase Nucleotideo
Pirofosfato (NPP)

LOC_0Os11g04020 - 33,33

LOC_0Os129g38750 - 32,83
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Proteina contendo dominio
LOC_0s01g03620 - 3,94 Multicopper Oxidase (LPR1 — Raiz
Baixo Fosfato)
Transportador de Fosfato
LOC_0s10g30790 - 3,26 Inorganico (PHT)
LOC_0s12g44020 - 2.69 Familia de Proteinas Ser Thr
Fosfatase
LOC_0s11g05400 - 2.39 Familia de Proteinas Ser Thr
Fosfatase
Transportador de Fosfato
LOC_0s03g05640 -2,30 Inorganico (PHT)
LOC_0s05g02310 - 2,23 Pirofosfatase Inorganica Soluvel
Precursor de Cloroplasto
LOC _0s01g01710 -2,22 Reductoisomerase 1-deoxi-d-
xilulose-5-fosfato
Transportador de Fosfato
LOC_0Os049g10750 -2,17 Inorganico (PHT)
LOC_0s05g20100 -1,98 Aciltransferase Glicerol-3-fosfato
Transportador de Fosfato
LOC_0s03g05620 -1,66 Inorganico (PHT)

[0093] Os dados obtidos mostraram a repressao dos principais genes das via
de resposta a falta de fosfato (PSR) nas plantas ASR_RNAI, o que sinaliza que
0 gene ASR esta regulando os principais genes dessa via e que ele pode ser
tanto gene regulador desses PSRs como um préprio gene de resposta aos
baixos niveis de fosfato.

Exemplo 3 — Potenciais alvos das proteinas ASR

[0094] Para verificar os potencias genes que podem ser regulados diretamente
pelas proteinas ASR foram utilizadas duas abordagens: Experimento de ChiP-
seq e busca por cis-elementos nas regides promotoras de genes de resposta a
falta de fosfato.

[0095] A técnica de ChiP-seq combina imunoprecipitacdo da cromatina com
sequenciamento massivo de DNA para identificar os sitios de ligagdo de DNA
associados com a proteina. Sendo assim, utilizamos essa técnica para verificar
0S possiveis genes que podem ser regulados pelas proteinas ASR em plantas

de arroz. Em relacdo a via de fosfato, o gene Aluminum-Activated Malate
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Transporter, putative, expressed (ALMT1) (LOC_0s04g34010), esta presente
nos dados de ChiP-seq.

[0096] O software PlantPan foi utilizado para verificar a presenca de cis-
elementos para ASR5 na regido promotora de genes de resposta a falta de
fosfato. Entre eles, evidenciamos o gene LPR1 (em negrito e sublinhado), o
qual é responsavel por regular a atividade do meristema do apice da raiz
primaria em condi¢Oes de baixo fosfato, em Arabidopsis.

[0097] > LOC 0s01903630 Low Phosphate Root - LPR1

SEQ ID No 10

[0098] Logo, os principais genes possivelmente regulados pelos genes ASR e

suas respectivas funcdes sao;
- LPR1: Reprimido 70 vezes em plantas ASR_RNAIi. Esse gene esta
relacionado a via de ajuste da atividade meristematica da raiz em condicéo
de baixos niveis de fosfato.
- Nppl: Reprimido mais de 60 vezes nas plantas ASR5 RNAi. Gene
responsavel pela hidrélise de fosfato, o qual é ativado em condi¢cdes de
baixos niveis de fosfato, assim, fosfatos hidrolizados podem ser importados
de fontes extracelulares e utilizados para suprir a falta de fosfato pela planta.
- PHT1: Foram encontrados quatro membros dessa familia génica
reprimidos nas plantas ASR_RNAIi. Genes PHT sao responsaveis pela
captura de fosfato do solo e redistribuicdo na planta.
- Phospholipase: Reprimido mais de 60 vezes em plantas ASR_RNA.I.

Responsavel por aumentar a disponibilidade de fosfato pela hidrolise de
fosfolipideos, contribuindo para suprir necessidade de fosfato para
metabolismo celular em condi¢des de baixos niveis do nutriente.

- MSE: Reprimido mais de 60 vezes em plantas ASR_RNAI. Esse gene atua

como transportador de efluxo de fosfato no tonoplasto.

Exemplo 4 — Andlise fenotipica em plantas de arroz

[0099] Sementes de arroz ASR_RNAI e NT foram germinadas em papel filtro
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embebidas em agua por 10 dias. Em seguida, 10 plantulas de cada genotipo de
tamanhos similares foram colocadas em solugdo nutritiva segundo Yoshida
(1976), contendo: 2.86mM NH4NO3; 1.03mM K,SO4; 1.00mM CaCly,; 1.67mM
MgSO, - 7H,0; MnCl; - 4H,0; (NHz)s-M07024-4H40; H3BO 3 ZnSO 4 - 7H,0;
2.15mM CuSOQO, - 5H;0; 0.036 mM FeCl; - 6H,0; Citric acid (monohydrate),
sendo duas diferentes concentracoes de fosfato (NaH,PO,). Para a condicéo
de baixo nivel de fosfato utilizou-se 0,016 mM e para alto fosfato 0,323mM. Em
ambas condicGes o pH foi ajustado para 5,0. A temperatura foi ajustada para
28 °C * 2 e a luminosidade presente por 12 horas.

[0100] As avaliagbes fenotipicas das plantas foram realizadas aos 20 e 30
dias apds serem submetidas a hidroponia. A cada 3 dias realizou-se a troca da
solucéo nutritiva (figura 3).

Genes ASR sao essenciais para o desenvolvimento de raizes em resposta a

baixo fosfato

[0101] A partir de 20 dias de cultivo em hidroponia, observou-se diferenca na
arquitetura do sistema radicular. Em condicdo de baixo fosfato plantas NT
produziram mais raizes adventicias e principalmente, maiores quantidade e
maior comprimento de raizes laterais, quando comparadas com 0 mesmo
genadtipo em condicdo normal de fosfato. No caso das plantas ASR_RNAI, em
baixos niveis de fosfato ndo houve aumento no desenvolvimento de raizes
adventicias e laterais, ou seja, 0 sistema radicular apresentou a mesma
arquitetura em ambas as concentracdes de fosfato. Esse resultado indica que
na auséncia dos genes ASR as raizes foram incapazes de responder a
deficiéncia de fosfato através da alteracdo da arquitetura do sistema radicular
(figuras 4 a 6).

Exemplo 5 - Padréo de Expresséo do Promotor do gene ASRS5 fusionado ao

gene repodrter GUS em resposta a baixo e alto nivel de fosfato

[0102] Avaliou-se o0 padrdo de expressdo do gene ASR5 através do sistema
reporter GUS (pASR5:GUS). Para esse experimento, plantas transgénicas
expressando GUS sob controle do promotor do gene ASR5 foram utilizadas.
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[0103] Plantulas de 10 dias foram submetidas a solucdo de alto e baixo nivel
de fosfato 0,323mM e 0,016mM de NaH,PO,. Estudos prévios demonstram que
a expressao do gene ASR5 localiza-se no apice radicular, como confirmado em
nosso estudo (Fig.7). No entanto, em baixo nivel de fosfato, o padrao de
expresséao foi alterado: ocorreu um acumulo na expressdo de GUS nas raizes
laterais. Como j& mencionado, sabe-se que a deficiéncia de fosfato no meio de
cultivo € sentida pelo apice radicular, em seguida ocorrem sucessivas
transducbes de sinal resultando em uma mudanca na arquitetura da raiz,
incluindo um maior desenvolvimento de raizes laterais (fig. 8).

[0104] Desse modo, é possivel inferir que o gene ASR5 pode estar relacionado
com a sinalizacao de fosfato, pois é expresso normalmente na ponta da raiz,
onde se da a sensibilidade a falta de fosfato e posteriormente passa a ser
expresso nas raizes laterais, as quais aumentam seu desenvolvimento e
crescimento de modo a incrementar a absor¢cao de fosfato.

Exemplo 6 - Andlise Fenotipica de plantas expressando heterologamente ASR5

em Plantas de Arabidopsis

[0105] Neste experimento foram utilizadas plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana superexpressando ASR5 (ASR5 _OE) de plantas de arroz. E como
controle negativo utilizou-se plantas columbia (NT).

[0106] As plantas de A. thaliana expressando o gene ASR5 de arroz
(LOC_0Os11g06720) foram obtidas previamente a este trabalho. Plantas
selvagens do ecotipo Col-0 de A. thaliana foram crescidas em sala de cultivo
na temperatura de 23 °C e fotoperiodo de 16h de luz/8h escuro até que
entrassem no estagio de florescimento. A transformacao foi feita pelo método
Floral Dip (Clough & Bent, 1998), utilizando a bactéria Agrobacterium
tumefaciens da estirpe EHA105 carregando o plasmideo pEarleyGatelOl
(Earley et al., 2006) contendo a sequéncia codificadora do gene OsASR5
clonada de forma a permitir a expressdo de um produto de fusdo de ASR5 a
proteina fluorescente amarela (YFP), sob o controle do promotor 35S do virus

do mosaico da couve-flor. Para este trabalho, foram utilizadas plantas na
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geracdo T4 apos analise da expressdo da proteina recombinante por meio de
microscopia de fluorescéncia.

[0107] As sementes de Arabidopsis foram germinadas em placas de petri
utilizando-se meio murashige e skoog (MS) 0,1x e agar 1% suplementados
com 1uM ou 1mM de NaH2PO4 (baixo e alto fosfato, respectivamente).

[0108] O fendtipo das raizes foi avaliado aos 20 dias de cultivo.

Nas plantas controle (NT), observou-se o fendtipo caracteristico de deficiéncia
de fosfato, ou seja, diminuicdo do crescimento da raiz primaria e maior
desenvolvimento das raizes laterais. No caso das plantas ASR5_OE, esse
fenotipo foi mais intenso, com raizes ainda mais curtas e mais ramificadas,
comparadas as raizes da planta NT. Nesse contexto, pode-se inferir que o
gene ASR5 desempenha um papel na sensibilidade a falta de fosfato em
raizes. A superexpressdo de ASR5 (Seq ID 5) é capaz de induzir uma maior
producéo e ramificacdo de raizes em condi¢cbes de alto fosfato, possivelmente
aumentando a captacdo de minerais do solo. Estas caracteristicas sugerem
gue a superexpressdo de ASR5 tem o potencial de maximizar a captacao de
nutrientes do solo tornando as plantas menos suscetiveis a deficiéncia
nutricional e possibilitando uma menor utilizacdo de adubacdo quimica (figura
9).

Exemplo 7 - Anélise Fenotipica de plantas superexpressando ASR

[0109] Estudos estdao sendo feitos para se produzir plantas de soja que
estejam superexpressando ASR3 (Seq ID 7 (em andamento)).Os versados na
arte valorizardo os conhecimentos aqui apresentados e poderdo reproduzir a
invencdo nas modalidades apresentadas e em outras variantes e alternativas,

abrangidas pelo escopo das reivindicagdes a seguir.
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Reinvindicacdes

1. Uso do gene ASR de planta ou sua proteina ASR, caracterizado por
ser para a modulacdo no tamanho e na quantidade de raizes laterais e
adventicias de uma planta para modulagdo na captacdo de nutrientes pela
planta;

em que o gene ASR é superexpressado na planta; ou

em que o gene ASR é inserido em uma planta inicialmente ausente de
gene, ou

em que a proteina ASR é superexpressada na planta ou adicionada ao
meio de crescimento da planta ou semente, ou

em que o gene ASR ¢ silenciado na planta.

2. Uso, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo gene ASR
ter pelo menos 70% de identidade com a SEQ ID No 1, SEQ ID No 2, SEQ ID
No 3, SEQ ID No 4, SEQ ID No 5, SEQ ID No 6 ou SEQ ID No 7, em que o
gene ASR regule pelo menos um dos genes LPR1, Nppl, PHTL1,
Phospholipase e MSF.

3. Uso, de acordo com a reivindicagéo 1 ou 2, caracterizado pelo gene
ASR ter pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID No 1, SEQ ID No 2,
SEQ ID No 3, SEQ ID No 4, SEQ ID No 5, SEQ ID No 6 ou SEQ ID No 7, em
que o gene ASR regule pelo menos um dos genes LPR1, Nppl, PHT1,
Phospholipase, e MSF.

4. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1 caracterizado pelo gene ASR
compreender a SEQ ID No 1, SEQ ID No 2, SEQ ID No 3, SEQ ID No 4, SEQ
IDNo 5, SEQ ID No 6 ou SEQ ID No 7.

5. Uso, de acordo com a reivindicagdo 4 caracterizado pelo gene ASR
sera SEQ ID No 7 oua SEQ ID No 5.

6. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
silenciamento de genes ASR compreender o uso da SEQ ID No 8 e da SEQ ID
No 9.

Petica0 870190136825, de 19/12/2019, pég. 40/47



2/3

7. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes anteriores
caracterizado pela planta ser uma dicotiledénia ou uma monocotiledonia.

8. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes anteriores
caracterizado pela planta ser de arroz, milho, soja, ou tomate.

9. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes anteriores
caracterizado pelo nutriente ser o fosfato.

10. Processo para a producédo de planta transgénica, caracterizado por
compreender meios para a modulacdo na expressdo do gene ASR em uma
planta para a modulacdo no tamanho e na quantidade de raizes laterais e
adventicias de uma planta para modular a captacao de nutrientes pela planta.

11. Processo, de acordo com a reivindicacdo 10 caracterizado pelos
meios compreenderem:

a)Transgenia;

b) Edicdo génica pela técnica de CRISPR,;

c) Melhoramento Genético Classico.

12. Processo, de acordo com a reivindicagcdo 10 ou 11 caracterizado
por compreender meios para o aumento no nivel de expressao do gene ASR
em uma planta para o aumento no tamanho e na quantidade de raizes laterais
e adventicias de uma planta para o0 aumento na captacdo de nutrientes pela
planta.

13. Processo, caracterizado por compreender a inser¢cao do gene ASR
no genoma de uma planta, inicialmente ausente desse gene, para a 0 aumento
no tamanho e na quantidade de raizes laterais e adventicias para o0 aumento
na captacao de nutrientes pela planta.

14. Processo, de acordo com qualguer uma das reivindicacdes 10 a 13
caracterizada pelo gene ser o SEQ ID No 7 ou 5.

15. Processo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 10 a 13,
caracterizado por compreender:

- a geracdo de uma planta transgénica;

- cruzamento da planta transgénica com uma planta néo transgénica ou
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com outra planta transgénica para obter a prole hibrida, F1,;

- selecao de uma prole hibrida F1 que possui aumento no tamanho e na
guantidade de raizes laterais e adventicias, e

- obtencéo de sementes da prole hibrida selecionadas.

16. Vetor de expressao para a modulagdo no tamanho e na quantidade
de raizes para a modulacdo na captacdo de nutrientes pela planta
caracterizado por compreender um promotor heterélogo e o gene ASR.

17. Célula hospedeira transgénica caracterizada por compreender o
vetor de expresséao da reivindicagao 16.

18. Planta transgénica, caracterizada por ser obtida conforme definido

em qualquer uma das reivindicacdes 10 a 15.
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Resumo
USO DA FAMILIA DE GENES E DAS PROTEINAS ABSCISIC ACID STRESS
AND RIPENING (ASR), PROCESSO, MELHORAMENTO GENETICO,
PLANTA TRANSGENICA, VETOR DE EXPRESSAO, CELULA HOSPEDEIRA
E PROCESSO PARA MODULAR A TOLERANCIA A BAIXOS NIVEIS DE
FOSFATO

A presente invencdo apresenta a funcionalidade da familia génica
Abscisic Acid Stress and Ripening (ASR) nas modificacdes estruturais de
raizes e como gene regulador dos principais genes da via de resposta a baixos
niveis de fosfato (PSRs). Especificamente, a presente invencdo compreende
modificacdes radiculares como maior producao de raizes laterais e adventicias
e alongamento das raizes laterais promovidas pela expressdo de genes da

familia ASR. A invencao atua nos campos da Agronomia e Biologia.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

DO1B2EU4368E1CO0B?@9

Campo 2

70223 EFCCDTCB4427

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: UFRGS - ASR - Emenda listagem de sequencias -
- Data de Geracédo do Cdédigo: 19/12/2019
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 16:52:55
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: DO1B2E4368E1C0B9
- Campo 2: 70223EFCCDCB4427
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