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(57) Resumo: PROMOTORES UBIQUITINA DE
MILHO. A presente invengéo refere-se ao
promotor Ubiquitina de Zea mays c.v. B73 (Z.
mays c.v. B73 Ubi-1), que dirige altos niveis de
expressao constitutiva de transgene em plantas.
Uso repetido do mesmo promotor Ubi-1 de Z.
mays c.v. B73 em construtos multi - genes
também pode conduzir ao silenciamento de
gene, pelo qual torna produtos transgénicos
menos eficazes. S&o providos elementos
promotores reguladores de gene, construtos, e
métodos para expressao de um transgene em
células de plantas e/ou tecidos de plantas
usando elementos reguladores de gene a partir
do promotor Ubi-1 de um diferente gendtipo de
Z. mays, Z. mays c.v. B104.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengédo para "PRO-
MOTORES UBIQUITINA DE MILHO".

Referéncia Cruzada a Pedidos Relacionados

[001] O presente pedido de patente reivindica o beneficio sob 35
USC § 119(e) de Pedido Provisério U.S. No. de Série 61/922 522, de-
positado em 31 de dezembro de 2013, a inteira exposi¢cdo do qual é
aqui incorporada por referéncia.

Campo da Invencao

[002] Esta invengcdo é genericamente relacionada ao campo de
biologia molecular de planta, e mais especificamente, ao campo de
expressao de transgenes em plantas.

Antecedentes

[003] Muitas espécies de plantas sdo capazes de serem trans-
formadas com transgenes para introdugao de caracteristicas agrono-
micamente desejaveis. Espécies de plantas sdo desenvolvidas e/ou
modificadas para terem particulares caracteristicas desejaveis. Geral-
mente, caracteristicas desejaveis incluem, por exemplo, aperfei¢oa-
mento de qualidade de valor nutricional, aumento de rendimento, con-
ferir resisténcia a peste ou doenga, aumento de tolerancia a seca e
tenséo, aperfeicoamento de qualidades horticulturais (por exemplo,
pigmentacdo e crescimento), conferir resisténcia a herbicida, permitir a
producdo de compostos e/ou materiais industrialmente Uteis a partir da
unidade, e/ou permisséo de producéo de compostos farmacéuticos.

[004] Espécies de plantas transgénicas compreendendo multiplos
transgenes empilhados em um unico locus gendmico s&o produzidas
via tecnologias de transformacéo de planta. Tecnologias de transfor-
macéo de planta resultam na introdugdo de um transgene em uma cé-
lula de planta, recuperacdo de uma planta transgénica fértil que con-
tem a copia estavelmente integrada do transgene no genoma de plan-

ta, e subsequente expresséo de transgene via transcricéo e tradugao
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do genoma de planta resulta em plantas transgénicas que possuem
desejaveis caracteristicas e fendtipos. Entretanto, mecanismos que
permitam a producdo de espécies de plantas transgénicas para ex-
pressarem altamente multiplos transgenes engenhados como uma pi-
Iha de caracteristicas s&o desejaveis.

[005] Da mesma maneira, mecanismos que permitam a expres-
sao de um transgene dentro de particulares tecidos ou 6rgaos de uma
planta s&o desejaveis. Por exemplo, aumentada resisténcia de uma
planta para infeccdo por patdgenos transportados pelo solo pode ser
realizada através de transformacao de genoma de planta com um ge-
ne de resisténcia a patégeno, de modo que a proteina de resisténcia a
patdégeno seja robustamente expressa dentro de raizes da planta. Al-
ternativamente, pode ser desejavel expressar um transgene em teci-
dos de plantas que estdo em uma particular fase de desenvolvimento
ou crescimento tal como, por exemplo, divisdo ou elongacéao de célula.
[006] Sao descritos aqui elementos reguladores de promotor Ubi-
1 de Zea luxurians, incluindo promotores, promotores a montante, 5'-
UTRs e introns. Além disso, sdo descritos construtos e métodos que
utilizam elementos de regulacéo génica.

Sumario

[007] Sao aqui descritos promotores, construtos e processos para
expressdo de um transgene em células de plantas e/ou tecidos de
plantas. Em uma modalidade, expressdo de um transgene compreen-
de uso de um promotor. Em uma modalidade, um promotor compreen-
de uma sequéncia de polinucleotideos. Em uma modalidade, uma se-
quéncia de polinucleotideos promotora compreende um promotor —
montante, uma regido ndo traduzida 5’ (5’-UTR) ou sequéncia lider, e
um intron. Em uma modalidade, uma sequéncia de polinucleotideos
promotora compreende o gene Ubiquitina-1 (Ubi-1). Em uma modali-

dade, uma sequéncia de polinucleotideos promotora compreende o
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gene Ubi-1 de Zea mays (Z. mays).

[008] Em uma modalidade, um construto inclui um cassete de
expressao de gene compreendendo uma sequéncia de polinucleoti-
deos promotora que foi obtida do gene Ubi-1 de Z. mays. Em uma mo-
dalidade, a sequéncia de polinucleotideos promotora Ubi-1 de Z. mays
compreende uma regido promotora a montante, 5-UTR ou sequéncia
lider, e um intron. Em uma modalidade, um construto inclui um cassete
de expressao de gene compreendendo uma sequéncia de polinucleo-
tideos promotora obtida de gene Ubi-1 de Z. mays fundida a um intron
do gene codificando Proteina Fluorescente Amarela da espécie Phiali-
dium (PhiYFP), seguida por uma regido 3’-ndo traduzida (3’-UTR) do
gene Peroxidase 5 de Z. mays (ZmPer5). A resultante sequéncia de
polinucleotideo compreende um novo elemento regulador de gene
promotor.

[009] Em uma modalidade, um cassete de expressao de gene
inclui um elemento regulador promotor de gene ligado operavelmente
a um transgene ou uma sequéncia codificante heter6loga. Em uma
modalidade, um cassete de expresséo de gene inclui pelo menos um,
dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, ou mais transge-
nes.

[0010] Processos de crescimento de plantas expressando um
transgene usando novos elementos reguladores promotores de gene
(por exemplo, um promotor a montante, 5-UTR, e intron) sdo aqui
mostrados. Processos de cultura de tecidos e células de plantas ex-
pressando um transgene usando o novo elemento regulador de pro-
motor de gene também s&o aqui mostrados. Em uma modalidade, pro-
cessos como aqui mostrados incluem expressao constitutiva de gene
em folhas, raizes, calli, e polen de planta. Processos de purificacado de
uma sequéncia de polinucleotideo compreendendo o novo elemento

regulador de promotor de gene também sao aqui mostrados.
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Breve Descricdo dos Desenhos

[0011] A Figura 1 mostra um promotor novo esquematico compre-
endendo o gene Ubi-1 de Zea mays c.v. B73. O promotor é compreen-
dido por um elemento a montante, uma 5-UTR ou sequéncia lider, e
um intron. O elemento a montante esta localizado 5 a montante do
Sitio de Inicio de Transcrigdo (TSS), indicado pela seta longa. O ele-
mento a montante é compreendido por elementos reguladores, tal co-
mo uma caixa TATA, indicada pela seta curta, e um elemento de cho-
que térmico, indicado pela estrela.

[0012] A Figura 2 mostra o mapa de plasmideo para vetor
pDAB105712 compreendendo a sequéncia promotora amplificada por
PCR de gene Ubi-1 de Z. mays c.v.B104.

[0013] A Figura 3 mostra a sequéncia de polinucleotideos de pro-
motor de controle de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (SEQ ID NO: 1) com a
regiao promotora — montante sublinhada, a 5’-UDR / sequéncia lider
sombreada, e a regido intron em caixa inferior.

[0014] A Figura 4 mostra a sequéncia de polinucleotideos de pro-
motor de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 (SEQ ID NO: 2) com a regiao
promotora — montante sublinhada, a 5’-UDR / sequéncia lider sombre-
ada, e a regido intron em caixa inferior.

[0015] A Figura 5 mostra o alinhamento de sequéncia de polinu-
cleotideos das regifes promotoras — montante de Z. mays c.v. B104
(SEQ ID NO: 4) comparado a sequéncia promotora — montante contro-
le de Z. mays c.v. B73 (SEQ ID NO: 3).

[0016] A Figura 6 mostra o alinhamento de sequéncia de polinu-
cleotideos das regides 5-UTR/lider de Z. mays c.v. B104 (SEQ ID NO:
6) comparado a sequéncia 5-UTR/lider controle de Z. mays c.v. B73
(SEQ ID NO: 5).

[0017] A Figura 7 mostra o alinhamento de sequéncias de polinu-
cleotideos das regides intron de Z. mays c.v. B104 (SEQ ID NO: 8)
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comparado a sequéncia intron controle de Z. mays c.v. B73 (SEQ ID
NO: 7).

[0018] A Figura 8 mostra um mapa vetor de construto de expres-
sao binaria, pDAB105748, compreendendo o vetor de entrada contro-
le, pDAB105742 (Z. mays c.v. B73), inserido em vetor de destinacéo,
pDAB10197.

[0019] A Figura 9 mostra um mapa vetor de uma construto de ex-
pressado binaria, pDAB105745, compreendendo o vetor de entrada,
pDAB105739 (Z. mays c.v. B104), inserido no vetor de destinagéo,
pDAB10197.

[0020] A Figura 10 mostra expresséo de gene PhiYFP em calli de
planta Ty para construtos de expressao binaria pDAB105748 (Z. mays
c.v. B73) e pDAB105745 (Z. mays c.v. B104).

[0021] A Figura 11 mostra expressao de gene PhiYFP em podlen
de planta T, para construtos de expressao binaria pDAB105748 (Z.
mays c.v. B73), pDAB105745 (Z. mays c.v. B104), e um controle nega-
tivo.

Descricéo Detalhada

Definigbes

[0022] Como aqui usados, os artigos “‘um”, “uma”, e “0" incluem

referéncias plurais a menos que o contexto claramente e ndo ambi-
guamente dite de outra maneira.

[0023] Como aqui usado, o termo “retrocruzamento” refere-se a
um processo no qual um reprodutor cruza progénie hibrida de volta
para um dos parentes, por exemplo, uma primeira geracao hibrida F1
com um dos genotipos parentes do hibrido F1.

[0024] Como aqui usado, o termo “intron” refere-se a qualquer se-
quéncia de acido nucleico compreendida em um gene (ou sequéncia
de nucleotideos expressa de interesse) que € transcrita, mas nao tra-

duzida. introns incluem sequéncia de acidos nucleicos ndo traduzida
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dentro de uma sequéncia expressa de DNA, assim como uma sequén-
cia correspondendo em moléculas de RNA transcritas da mesma.
[0025] Um construto aqui descrito também pode conter sequéncias
que aperfeicoam tradugéo e/ou estabilidade de mRNA tais como in-
trons. Um exemplo de um tal intron é o primeiro intron de gene Il da
variante H3 histona de Arabidopsis thaliana ou qualquer outra sequén-
cia intron comumente conhecida. introns podem ser usados em com-
binagdo com uma sequéncia promotora para aperfeicoar traducéo e/ou
estabilidade de mRNA.

[0026] Como aqui usado, os termos “regido nao traduzida-5" ou
“5’-UTR” refere-se a um segmento nado traduzido no terminus 5’ de
pré-mRNAs ou mRNAs maduros. Por exemplo, sobre mRNAs madu-
ros, uma 5-UTR tipicamente abriga sobre sua extremidade 5 uma ca-
pa 7-metil guanosina e esta envolvida em muitos processos tais como
remoc¢ao de introns, poliadenilagdo, exportacdo de mRNA na dire¢ao
de citoplasma, identificacdo da extremidade 5’ do mRNA pela maqui-
naria de traducéo, e protecao dos mRNAs contra degradagao.

[0027] Como aqui usado, o termo “regido 3’ ndo nao traduzida” ou
“3-UTR” refere-se a um segmento nao traduzido em um terminus 3’
dos pré-mRNAs ou mRNAs maduros. Por exemplo, sobre mRNAs ma-
duros esta regido abriga a cauda poli-(A) e é conhecida ter muitos pa-
péis em estabilidade de mRNA, inicio de tradugdo, e exportagéo de
mRNA.

[0028] Como aqui usado, o termo “sinal de poliadenilacao” refere-
se a uma sequéncia de acidos nucleicos presente em transcritos mR-
NA que permite transcritos, quando na presenca de uma poli-(A) poli-
merase, serem poliadenilados sobre o sitio de poliadenilagdo, por e-
xemplo, localizado 10 a 30 bases a jusante do sinal poli-(A). Muitos
sinais de poliadenilacdo sdo conhecidos na técnica e sao uteis para a

presente invengdo. Uma sequéncia exemplar inclui AAUAAA e suas
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variantes, como descrito em Loke J., et al., (2005) Plant Physiology
138(3); 1457-1468.

[0029] Como aqui usado, o termo “isolado” refere-se a um compo-
nente bioldgico (incluindo um acido nucleico ou proteina) que foi sepa-
rado de outros componentes biologicos na célula do organismo no
qual o componente ocorre naturalmente (isto é, outro DNA cromossé6-
mico e extracromossOmico).

[0030] Como aqui usado, o termo “purificado” em referéncia a mo-
léculas de acido nucleico ndo requer pureza absoluta (tal como uma
preparacdo homogénea). Ao invés, “purificada” representa uma indica-
céo de que a sequéncia é relativamente mais pura do que em seu am-
biente celular nativo. Por exemplo, o nivel “purificado” de acidos nucle-
icos deve ser pelo menos 2-5 vezes maior em termos de concentragao
ou niveis de expressao de gene como comparado a seu nivel natural.
[0031] As moléculas de DNA reivindicadas podem ser diretamente
obtidas do DNA total ou RNA total. Em adigéo, clones cDNA néo estao
ocorrendo naturalmente, mas antes sdo preferivelmente obtidos via
manipulacéo de substancia ocorrendo naturalmente , parcialmente pu-
rificada (RNA mensageiro). O construto de uma biblioteca de cDNA a
partir de mRNA envolve a criagdo de uma substancia sintética (CDNA).
Clones de cDNA individuais podem ser purificados a partir da bibliote-
ca sintética através de seleg&o clonal das células transportando a bi-
blioteca de cDNA. Assim, o processo que inclui O construto de uma
biblioteca de cDNA a partir de mRNA e purificacdo de clones de cDNA
distintos rende uma purificagdo de aproximadamente 10° vezes da
mensagem nativa. Da mesma maneira, uma sequéncia DNA promoto-
ra pode ser clonada em um plasmideo. Um tal clone nao esta ocorren-
do naturalmente, mas antes é preferivelmente obtido via manipulagéo
de uma substancia ocorrendo naturalmente, parcialmente purificada,

tal como uma biblioteca de DNA genémico. Assim, purificagéo de pelo
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menos uma ordem de magnitude, preferivelmente duas ou trés ordens,
e mais preferivelmente quatro ou cinco ordens de magnitude, é favore-
cida nestas técnicas.

[0032] Similarmente, purificagédo representa uma indicagédo de que
uma mudanga quimica ou funcional na sequéncia de DNA componente
ocorreu. Moléculas de acido nucleico e proteinas que foram “purifica-
das” incluem moléculas de acido nucleico e proteinas purificadas atra-
vés de processos padrdes de purificagdo. O termo “purificada” também
abrange acidos nucleicos e proteinas preparadas através de proces-
sos de DNA recombinante em uma célula hospedeira (por exemplo,
células de plantas), assim como moléculas de acidos nucleicos sinteti-
zadas quimicamente, proteinas, e peptideos.

[0033] O termo “recombinante” significa uma célula ou organismo
no qual recombinagao genética ocorreu. Ele também inclui uma molé-
cula (por exemplo, um vetor, plasmideo, acido nucleico, polipeptideo,
ou um RNA pequeno) que foi artificialmente ou sinteticamente (isto €&,
ndo naturalmente) alterada através de intervencdo humana. A altera-
¢éo pode ser realizada sobre a molécula dentro, ou removida, de seu
ambiente ou estado natural.

[0034] Como aqui usado, o termo “expressao” refere-se ao pro-
cesso através do qual um polinucleotideo é transcrito em mRNA (inclu-
indo moléculas de RNA pequeno) e/ou o processo através do qual o
mMRNA transcrito (também referido como “transcrito”) é subsequente-
mente traduzido em peptideos, polipeptideos, ou proteinas. Expressao
de gene pode ser influenciada por sinais externos, por exemplo, expo-
sicdo de uma célula, tecido, ou organismo a um agente que aumenta
ou diminui expressao de gene. Expressao de um gene também pode
ser regulada em qualquer lugar no caminho a partir de DNA para RNA
para proteina. Regulagdo de expressao de gene ocorre, por exemplo,

através de controles atuando sobre transcrigdo, traducgéo, transporte e



9/78

processamento de RNA, degradacdo de moléculas intermediarias,
como mRNA, ou através de ativagao, inativagcdo, compartimentaliza-
¢cao, ou degradacéo de especificas moléculas de proteina apds elas
terem sido fabricadas, ou através de combinacdo das mesmas. Ex-
pressao de gene pode ser medida no nivel de RNA ou o nivel de pro-
teina através de qualquer processo conhecido na técnica, incluindo,
sem limitacédo, Northern blot, RT-PCR, Western blot, ou ensaio(s) de
atividade de proteinas in situ ou in vivo.

[0035] Como aqui usados, os termos (silenciamento de gene ba-
seado em homologia” ou “HBGS” sdo termos genéricos que incluem
ambos, silenciamento transcricional de gene e silenciamento pds-
transcricional de gene. Silenciamento de um locus alvo através de um
locus de silenciamento n&o ligado pode resultar de inibicdo de trans-
cricao (por exemplo, silenciamento de gene transcricional; TGS) ou
degradacdo de mRNA (por exemplo, silenciamento de gene pos-
transcricional; PTGS), devido a producéo de RNA de fita dupla (dsR-
NA) correspondendo a sequéncias promotoras ou transcritas, respecti-
vamente. Envolvimento de distintos componentes celulares em cada
processo sugere que TGS e PTGS induzidos por ds-RNA provavel-
mente resultam da diversificagdo de um mecanismo comum antigo.
Entretanto, uma estrita comparagéo de TGS e PTGS tem sido dificil de
se obter, porque ela baseia-se genericamente em analises de distintos
loci de silenciamento. Um unico locus transgene pode ser descrito dis-
parar ambos, TGS e PTGS, devido a producado de dsRNA correspon-
dendo a sequéncias promotoras e transcritas de diferentes genes al-
VOS.

[0036] Como aqui usados, os termos “molécula de acido nucleico”,
“acido nucleico”, ou “polinucleotideo” (todos os trés termos sendo si-
nénimos uns com o0s outros) referem-se a uma forma polimérica de

nucleotideos, que pode incluir ambas, fitas sentido e antissenso de
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RNA, cDNA, DNA genbmico, e formas sintéticas, e seus polimeros
mistos. Um “nucleotideo” pode referir-se a um ribonucleotideo, deso-
xirribonucleotideo, ou uma forma modificada de qualquer tipo de nu-
cleotideo. Uma molécula de acido nucleico é usualmente de pelo me-
nos dez bases em comprimento, a menos que especificado de outro
modo. Os termos podem referirem-se a uma molécula de RNA ou DNA
de comprimento indeterminado. Os termos incluem formas de DNA de
fita simples e dupla. Uma molécula de acido nucleico pode incluir for-
mas de DNA de fita simples e dupla. Uma molécula de acido nucleico
pode incluir qualquer um ou ambos, nucleotideos ocorrendo natural-
mente e modificados ligados por ligagdes de nucleotideos ocorrendo
naturalmente e/ou ocorrendo nao naturalmente.

[0037] Moléculas de acido nucleico podem ser modificadas quimi-
camente ou bioquimicamente, ou podem conter bases nucleotideos
nao naturais ou derivadas, como sera facilmente apreciado por aque-
les versados na técnica. Tais modificacdes incluem, por exemplo, rétu-
los, metilagao, substituicdo de um ou mais dos nucleotideos ocorrendo
naturalmente com um analogo, modificagbes inter-nucleotideos (por
exemplo, ligacbes nao carregadas, tais como, metil fosfonatos, fosfo
triésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.; ligagdes carregadas, tais
como, fosforotioatos, fésforoditioatos, etc; metades pendentes, tais
como, peptideos; intercaladores, tais como, acridina, psoraleno, etc;
quelantes; alquilantes; e ligagdes modificadas, tais como, acidos alfa
anomeéricos nucleicos, etc.). O termo “molécula de acido nucleico”
também inclui qualquer conformacédo topoldgica, incluindo conforma-
¢cbes de fita simples, fita dupla, parcialmente feita duplex, triplex, de
forma de grampo de cabelo, circular, e cadeado.

[0038] Transcricdo procede em uma maneira 5 para 3’ ao longo
de fita de DNA. Isto significa que RNA é obtido através de adigéo se-

quencial de ribonucleotideo-5-trifosfatos ao terminus 3’ da cadeia
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crescendo com uma requisitada eliminagéo do pirofosfato. Em uma
molécula de acido nucleico tanto linear como circular, elementos dis-
cretos (por exemplo, particulares sequéncias de nucleotideos) podem
ser referidos como estando “a montante” em relagdo a ainda um ele-
mento se eles estao ligados ou podem ser ligados ao mesmo acido
nucleico na dire¢do 5 a partir daquele elemento. Similarmente, ele-
mentos discretos podem ser referidos como estando “a jusante” em
relagdo a ainda um elemento se eles sdo ou podem ser ligados ao
mesmo acido nucleico na dire¢do 3’ a partir daquele elemento.

[0039] Como aqui usado, o termo “posicdo de base” refere-se a
localizacdo de um dado residuo de base ou nucleotideo dentro de um
designado acido nucleico. Um designado acido nucleico pode ser defi-
nido através de alinhamento com um acido nucleico de referéncia.
[0040] Como aqui usado, o termo “hibridizagao” refere-se a um
processo onde oligonucleotideos e seus analogos hibridizam através
de ligagdo com hidrogénio, que inclui ligacao de hidrogénio Watson —
Crick, Hoogsteen, ou Hoogsteen reversa, entre bases complementa-
res. Genericamente, moléculas de acidos nucleicos consistem em ba-
ses nitrogenadas que séo tanto pirimidinas, como citosina (c), uracila
(U), e timina (T), ou purinas, tais como adenina (A) e guanina (G). Ba-
ses nitrogenadas formam ligagbes hidrogénio entre uma pirimidina e
uma purina, e ligacdo de uma pirimidina a uma purina é referida como
“‘emparelhamento de base”. Mais especificamente, A formara uma es-
pecifica ligacao hidrogénio para T ou U, e G ligara especificamente a
C. “Complementar” refere-se ao emparelhamento de base que ocorre
entre duas sequéncias distintas de acidos nucleicos ou duas regides
distintas da mesma sequéncia de acido nucleico.

[0041] Como aqui usados, os termos “especificamente hibridiza-
vel” e “especificamente complementar” referem-se a um grau suficien-

te de complementaridade de modo que estavel e especifica ligagao
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ocorra entre um oligonucleotideo e um DNA ou RNA alvo. Oligonucleo-
tideos nao precisam ser 100% complementares para a sequéncia alvo
para hibridizarem especificamente. Um oligonucleotideo é especifica-
mente hibridizavel quando ligagcdo do oligonucleotideo a molécula de
DNA ou RNA alvo interfere com a fungdo normal do DNA ou RNA alvo,
e ha um grau suficiente de complementaridade para evitar ligagéo néao
especifica de um oligonucleotideo a sequéncias nédo alvos sob condi-
cbes onde ligacao especifica é desejada, por exemplo, sob condi¢des
fisioldgicas no caso de ensaios ou sistemas in vivo. Tal ligacao é refe-
rida como uma hibridizacado especifica. Condi¢cdes de hibridizacdo re-
sultando em particulares graus de rigorosidade irao variar dependendo
da natureza do processo de hibridizagdo escolhido e a composic¢ao e
comprimento das sequéncias de acidos nucleicos hibridizantes. Gene-
ricamente, a temperatura de hibridizacédo e a resisténcia iénica (espe-
cialmente concentragéo de Na* e/ou Mg®*) de um tampao de hibridiza-
¢do contribuirao para a rigorosidade de hibridizacdo, embora tempos
de lavagem também influenciem rigorosidade. Calculos com relagao a
condi¢cdes de hibridizagdo requeridas para obtencdo de particulares
graus de rigorosidade sao discutidos em Sambrook et al. (ed.), Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., vol. 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Col Spring Harbor, New York, 1989.

[0042] Como aqui usado, o termo “condi¢des rigorosas” abrange
condicdes sob as quais hibridizacdo somente ocorrera se ha menos
que 50% de desemparelhamento entre a molécula de hibridizacéo e o
alvo DNA. “Condi¢des rigorosas” ainda incluem niveis particulares de
rigorosidade. Assim, como aqui usado, condi¢des de “rigorosidade
moderada” sao aquelas sob as quais moléculas com mais que 50% de
desemparelhamento de sequéncia nao hibridizarao; condi¢gbes de “alta
rigorosidade” s&o aquelas sob as quais sequéncias com mais que 20%

de desemparelhamento ndo hibridizarao; e condigdes de “rigorosidade
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muito alta” sdo aquelas sob as quais sequéncias com mais que 10%
de desemparelhamento nao hibridizardao. Em particulares modalida-
des, condicbes rigorosas podem incluir hibridizagdo a 65°C, seguida
por lavagens a 65°C com 0,1 x SSC/0,1% SDS por 40 minutos. As se-
guintes sao representativas condi¢gdes de hibridizagédo, n&o limitantes:

. Rigorosidade muito alta: hibridizacdo em tampao 5x
SSC a 65°C por 16 horas; lavagem duas vezes em tamp&o 2x SSC em
temperatura ambiente por 15 minutos cada; e lavagem duas vezes em
tampéao 0,5x SSC a 65°C por 20 minutos cada.

e  Alta rigorosidade: hibridizagdo em tampao 5-6x SSC a
65-70°C por 16-20 horas; lavar duas vezes em tampao 2x SSC em
temperatura ambiente por 5-20 minutos cada; e lavagem duas vezes
em tamp&o 1xSSC a 55-70°C por 30 minutos cada.

J Rigorosidade Moderada: hibridizagdo em tampé&o 6x
SSC em temperatura ambiente até 55°C por 20-30 minutos cada.
[0043] Em uma modalidade, moléculas de acidos nucleicos espe-
cificamente hibridizaveis podem permanecer ligadas sob condi¢gbes de
hibridizagdo muito rigorosas. Em uma modalidade, moléculas de acido
nucleico especificamente hibridizaveis podem permanecer ligadas sob
condi¢des de hibridizacdo de alta rigorosidade. Em uma modalidade,
moléculas de acidos nucleicos especificamente hibridizaveis podem
permanecer ligadas sob condicbes de hibridizacdo de rigorosidade
moderada.

[0044] Como aqui usado, o termo “oligonucleotideo” refere-se a
um polimero de acido nucleico curto. Oligonucleotideos podem ser
formados por clivagem de segmentos de acidos nucleicos mais longos
ou através de polimerizagdo de precursores de nucleotideos individu-
ais. Sintetizadores automatizados permitem a sintese de oligonucleoti-
deos de até varias centenas de pares de bases em comprimento. De-

vido aos oligonucleotideos poderem se ligar a uma sequéncia de nu-
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cleotideos complementar, eles podem ser usados como sondas para
deteccdo de DNA ou RNA. Oligonucleotideos compostos por DNA (oli-
godesoxirribonucleotideos) podem ser usados em reagdo de Cadeia
Polimerase, uma técnica para a amplificagdo de pequenas sequéncias
de DNA. Em Reacgédo de Cadeia Polimerase, um oligonucleotideo é
tipicamente referido como um “iniciador” que permite uma DNA polime-
rase estender o oligonucleotideo e replicar a fita complementar.

[0045] Como aqui usados, os termos, “Reacao de Cadeia Polime-
rase” ou “PCR” referem-se a um procedimento ou técnica na qual
quantidades diminutas de acido nucleico, RNA, e/ou DNA, sao amplifi-
cadas como descrito na patente U.S. 4 683 195. Genericamente, in-
formacao de sequéncia a partir das extremidades da regido de interes-
se ou além precisa ser disponivel, de modo que iniciadores oligonu-
cleotideos possam ser projetados. Iniciadores de PCR serao idénticos
ou similares em sequéncia a fitas opostas do molde de acido nucleico
a ser amplificado. Os nucleotideos terminais 5 dos dois iniciadores
podem coincidir com as extremidades do material amplificado. PCR
pode ser usada para amplificar especificas sequéncias de RNA ou se-
quéncias de DNA a partir de DNA gendmico total e cDNA transcrito do
RNA celular total, bacteriéfago, ou sequéncias plasmideos, etc. Ver,
genericamente, Mullis et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol.,
51:263(1987); Erlich, ed., PCR Technology, (Stockton Press, NY,
1989).

[0046] Como aqui usado, o termo “iniciador” refere-se a um oligo-
nucleotideo capaz de atuar como um ponto de partida de sintese ao
longo de uma fita completar quando condigbes s&o apropriadas para
sintese de um produto de extens&o de iniciador. As condi¢des de sin-
tese incluem a presenca de quatro diferentes desoxirribonucleotideos
trifosfatos (isto &, A, T, G e C) e pelo menos um agente de indugéo de

polimerizagdo ou enzima tal como Transcriptase Reversa ou DNA po-
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limerase. Estes reagentes estdo tipicamente presentes em um apro-
priado tampao que pode incluir constituintes que sao cofatores ou que
afetam condigbes, tais como pH e semelhantes em varias temperatu-
ras apropriadas. Um iniciador € preferivelmente uma sequéncia de fita
simples, de modo que a eficiéncia de amplificagcdo é otimizada, mas
sequéncias de fita dupla podem ser utilizadas.

[0047] Como aqui usado, o termo “sonda” refere-se a uma se-
quéncia de oligonucleotideos ou polinucleotideos que hibridiza para
uma sequéncia alvo. No procedimento de ensaio TagMan ou TagMan-
style, a sonda hibridiza para uma por¢ao do alvo situada entre o sitio
de anelamento dos dois iniciadores. Uma sonda inclui cerca de oito
nucleotideos, cerca de dez nucleotideos, cerca de quinze nucleoti-
deos, cerca de vinte nucleotideos, cerca de trinta nucleotideos, cerca
de quarenta nucleotideos, ou cerca de cinquenta nucleotideos. Em al-
gumas modalidades, uma sonda inclui de cerca de oito nucleotideos a
cerca de quinze nucleotideos.

[00438] No procedimento de ensaio de Southern blot, a sonda hibri-
diza para um fragmento de DNA que esta ligado a uma membrana.
Uma sonda inclui cerca de dez nucleotideos, cerca de 100 nucleoti-
deos, cerca de 250 nucleotideos, cerca de 500 nucleotideos, cerca de
1000 nucleotideos, cerca de 2500 nucleotideos, ou cerca de 5000 nu-
cleotideos. Em algumas modalidades, a sonda inclui de cerca de 500
nucleotideos a cerca de 2500 nucleotideos.

[0049] Uma sonda ainda pode incluir um rétulo detectavel, tal co-
mo um rotulo radioativo, um rétulo biotinilado, um fluoréforo (por e-
xemplo, Vermelho — Texas, isotiocianato de fluoresceina, etc.). O rotu-
lo detectavel pode estar ligado covalentemente diretamente ao oligo-
nucleotideo sonda, de modo que o rotulo esteja localizado na extremi-
dade 5 ou extremidade 3’ da sonda. Uma sonda compreendendo um

fluoréforo também ainda pode incluir um corante resfriador (por exem-
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plo, Black Hole Quencher, lowa Black, etc.).

[0050] Como aqui usados, os termos “identidade de sequéncia” ou
“‘identidade” podem ser usados intercambiavelmente e referem-se aos
residuos de acidos nucleicos em duas sequéncias que sdo as mesmas
quando alinhadas para maxima correspondéncia sobre uma especifi-
cada janela de comparagao.

[0051] Como aqui usado, o termo “porcentagem de identidade de
sequéncia” ou “porcentagem de homologia de sequéncia” refere-se a
um valor determinado por comparacéo de duas sequéncias otimamen-
te alinhadas (por exemplo, sequéncias de acidos nucleicos ou sequén-
cias de aminoacidos) sobre uma janela de comparacéo, onde a por¢éo
de uma sequéncia na janela de comparagdo pode compreender adi-
¢bes, substituicdes, desemparelhamentos, e/ou supressbes (isto é,
folgas) como comparado a uma sequéncia referéncia de modo a obter
otimo alinhamento das duas sequéncias. Uma porcentagem é calcula-
da através de determinacdo de numero de posi¢cdes nas quais um re-
siduo de acido nucleico ou aminoacido idéntico ocorre em ambas as
sequéncias para render o numero de posi¢cdes emparelhadas, divisdo
do numero de posi¢cdes emparelhadas pelo numero total de posi¢des
na janela de comparagao, e multiplicagdo do resultado por 100 para
render a porcentagem de identidade de sequéncia. Processos para
alinhamento de sequéncias para comparagdo sdo bem conhecidos.
Varios programas de bioinformatica ou de computador e algoritmos de
alinhamento, como ClustalE e Sequencher, também s&o bem conheci-
dos na técnica e/ou descritos em, por exemplo: Smith and Waterman
(1981) Adv. Appl. Math. 2:482; Needleman and Wunsch (1970) J. Mol.
Biol. 48:443; Pearson and Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
85:2444; Higgins and Sharp (1988) Gene 73:237-44; Higgins and
Sharp (1989) CABIOS 5:151-3; Corpet et al. (1988) Nucleic Acids Res.
16:10881-90; Huang et al. (1992) Comp. Appl. Biosci. 8:155-65; Pear-
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son et al. (1994) Methods Mol. Biol. 24:307-31; Tatiana et al. (1999)
FEMS Microbiol. Lett. 174:247-50.

[0052] O National Center for Biotechnology Information (NCBI) Ba-
sic Local Alignment Search Tool (BLAST; Altschul et al. (1990) J. Mol.
Biol. 215:403-10) é disponivel de varias fontes, incluindo National Cen-
ter for Biotechnology Information (Bethesda, MD), e na internet, para
uso em conexao com varios programas de analise de sequéncias.
Uma descrigdo de como determinar identidade de sequéncia usando
este programa é disponivel na internet sob a secéo “help” para BLAST.
Para comparacéo de sequéncias de acidos nucleicos, a fungédo “Blast
2 sequences” do programa BLAST (Blastn) pode ser empregada u-
sando os parametros default. Sequéncias de acidos nucleicos mesmo
com maior similaridade as sequéncias de referéncia mostrarao cres-
cente porcentagem de identidade quando avaliadas através deste pro-
cesso.

[0053] Como aqui usado, o termo “operavelmente ligado” refere-se
a um acido nucleico colocado em uma relagdo funcional com um outro
acido nucleico. Genericamente, “operavelmente ligado” pode significar
que acidos nucleicos sao contiguos. Ligagdo pode ser realizada atra-
vés de ligacao em sitios de restricdo convenientes. Se tais sitios n&o
existem, adaptadores ou ligadores oligonucleotideos sintéticos séo li-
gados ou anelados ao acido nucleico e usados para ligacao de frag-
mento de polinucleotideos contiguo. Entretanto, elementos n&o preci-
sam ser contiguos para serem ligados operavelmente.

[0054] Como aqui usado, o termo “promotor” refere-se a uma regi-
ao de DNA que é genericamente localizada a montante de um gene
(isto é, na direcéo de extremidade 5 de um gene) e € necessaria para
iniciar e dirigir transcricdo do gene. Um promotor pode permitir propria
ativagc&o ou repressédo de um gene que ele controla. Um promotor po-

de conter especificas sequéncias que sao reconhecidas por fatores de
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transcricdo. Estes fatores podem se ligar a uma sequéncia de DNA
promotora, o que resulta no recrutamento de RNA polimerase, uma
enzima que sintetiza RNA a partir de regido codificante do gene. O
promotor genericamente refere-se a todos os elementos reguladores
de gene localizados a montante do gene, incluindo 5’-UTR, introns, e
sequéncias lideres.

[0055] Como aqui usado, o termo “promotor a montante” refere-se
a uma sequéncia de polinucleotideos contiguos que é suficiente para
direcionar iniciagéo de transcricdo. Como aqui usado, um promotor a
montante abrange o sitio de iniciagdo de transcricdo com varios moti-
vos de sequéncias, que incluem uma Caixa TATA, sequéncia iniciado-
ra (Intr.), elementos de reconhecimento TFIIB (BRE), e outros motivos
promotores (Jennifer, E. F. et al. (2002) Genes & Dev., 16:2583-2592).
O promotor a montante prové o sitio de acdo para RNA polimerase |l,
uma enzima multi-subunidades com os fatores de transcri¢do genérica
ou basal como, TFIIA, B, D, E, F, e H. Estes fatores montam em um
complexo pré-iniciagao de transcricdo (OIC) que catalisa a sintese de
RNA a partir de um molde de DNA.

[0056] A ativacdo do promotor a montante é realizada através de
adicao de elementos de sequéncia de DNA reguladores aos quais va-
rias proteinas se ligam e subsequentemente interagem com o comple-
x0 de iniciagdo de transcricdo para ativacdo de expressdo de gene.
Estas sequéncias de elementos reguladores de gene interagem com
especificos fatores de ligagdo de DNA. Estes motivos de sequéncia
algumas vezes podem ser referidos como elementos-cis. Tais elemen-
tos cis, aos quais fatores de transcrigao especificos de tecido ou espe-
cificos de desenvolvimento se ligam, individualmente ou em combina-
céo, podem determinar o padrao de expressao espaco — temporal de
um promotor no nivel transcricional. Estes elementos cis variam am-

plamente no tipo de controle que eles podem exercer sobre genes li-
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gados operavelmente. Alguns elementos atuam para aumentar a
transcricdo de genes ligados operavelmente em resposta a respostas
ambientais (por exemplo, temperatura, umidade e ferimento). Outros
elementos — cis podem responder para sugestdes desenvolvimentais
(por exemplo, germinagédo, maturagdo de semente, e florescéncia) ou
para informacao espacial (por exemplo, especificidade de tecido). Ver,
por exemplo, Langridge et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:3219-23. Estes elementos-cis estdo localizados em uma distancia
variavel a partir do ponto de inicio de transcricao. Alguns elementos-
cis (chamados elementos proximais) sdo adjacentes a uma regiao
promotora de nucleo minima, enquanto outros elementos podem estar
posicionados varias quilobases 5 a montante ou 3’ a jusante do pro-
motor (aperfeicoadores).

[0057] Como aqui usado, o termo “transformacao” abrange todas
as técnicas nas quais uma molécula de acido nucleico pode ser intro-
duzida em uma célula. Exemplos incluem, mas nédo sao limitados a:
transfecgdo com vetores virais; transformag&o com vetores plasmi-
deos; eletroporacao; lipofecgéo; microinjecao (Mueller et al. (1978) Cell
15:579-85); transferéncia mediada por Agrobacterium; absorcao direta
de DNA; transformacao mediada por WHISKERS™; e bombardeio
com microprojéteis. Estas técnicas podem ser usadas para ambas,
transformacgéo estavel e transformacédo transiente de uma célula de
planta. “Transformacao estavel” refere-se a introdugao de um fragmen-
to de acido nucleico em um genoma de um organismo hospedeiro re-
sultando em heranga geneticamente estavel. Uma vez estavelmente
transformado, o fragmento de acido nucleico é estavelmente integrado
no genoma do organismo hospedeiro e qualquer subsequente gera-
¢do. Organismos hospedeiros contendo o fragmento de acido nucleico
transformado sao referidos como organismos “transgénicos”. “Trans-

formacao transiente” refere-se a introducao de um fragmento de acido
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nucleico no nucleo ou organela contendo DNA de um organismo hos-
pedeiro, resultando em expressédo de gene sem heranga geneticamen-
te estavel.

[0058] Como aqui usado, o termo “transducao” refere-se a um pro-
cesso onde um virus transfere acido nucleico em uma célula.

[0059] Como aqui usado, o termo “transgene” refere-se a uma se-
guéncia de acido nucleico exégena. Em um exemplo, um transgene é
uma sequéncia de gene (por exemplo, um gene de resisténcia a herbi-
cida), um gene codificando um composto industrial ou farmaceutica-
mente util, ou um gene codificando uma desejavel caracteristica de
agricultura. Ainda em um outro exemplo, um transgene é uma sequén-
cia de acidos nucleicos antissenso, onde expressao da sequéncia de
acidos nucleicos antissenso inibe expressdo de uma sequéncia de a-
cidos nucleicos alvo. Um transgene pode conter sequéncias regulado-
ras ligadas operavelmente ao transgene (por exemplo, um promotor,
intron, 5-UTR, ou 3’-UTR)). Em algumas modalidades, um acido nu-
cleico de interesse € um transgene. Entretanto, em outras modalida-
des, um acido nucleico de interesse é um acido nucleico endogeno,
onde adicionais copias gendmicas do acido nucleico endégeno sao
desejadas, ou um acido nucleico que esta na orientagcao antissenso
com relagdo a sequéncia de um acido nucleico alvo em um organismo
hospedeiro.

[0060] Como aqui usado, o termo “vetor” refere-se a uma molécula
de acido nucleico quando introduzida em uma célula, pelo que produ-
zindo uma célula transformada. Um vetor pode incluir sequéncias de
acido nucleico que permitem ao mesmo replicar na célula hospedeira,
tal como uma origem de replicagcéo. Exemplos incluem, mas n&o sao
limitados a, um plasmideo, cosmideo, bacteriéfago, cromossoma artifi-
cial bacteriano (BAC), ou virus que transporta DNA ex6geno em uma

célula. Um vetor também pode incluir um ou mais genes, moléculas
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antissenso, genes marcadores selecionaveis, e outros elementos ge-
néticos conhecidos na técnica. Um vetor pode transduzir, transformar,
ou infectar uma célula, pelo que fazendo com que a célula expresse as
moléculas de acido nucleico e/ou proteinas codificadas pelo vetor. Um
vetor opcionalmente pode incluir materiais para auxiliar na obtencéo
de entrada da molécula de acido nucleico na célula (por exemplo, uma
lipossoma).

[0061] Como aqui usados, os termos “cassete”, “cassete de ex-
pressao”, e “cassete de expresséo de gene” referem-se a um segmen-
to de DNA que pode ser inserido em um acido nucleico ou polinucleo-
tideo em especificos sitios de restricdo ou através de recombinagéo
homoéloga. Um segmento de DNA compreende um polinucleotideo
contendo um gene de interesse que codifica um RNA pequeno ou um
polipeptideo de interesse, e o cassete e sitios de restricdo sao projeta-
dos para assegurar insercdo do cassete no préoprio quadro de leitura
para transcricao e tradugdo. Em uma modalidade, um cassete de ex-
pressao pode incluir um polinucleotideo que codifica um RNA pequeno
ou um polipeptideo de interesse e pode ter elementos em adigdo ao
polinucleotideo que facilitam transformagao de uma particular célula
hospedeira. Em uma modalidade, um cassete de expressao de gene
também pode incluir elementos que permitem expressao aperfeicoada
de um RNA pequeno ou um polinucleotideo codificando um polipepti-
deo de interesse em uma célula hospedeira. Eles elementos podem
incluir, mas ndo sao limitrados a: um promotor, um promotor minimo,
um aperfeicoador, um elemento resposta, um intron, uma 5-UTR, uma
3-UTR, uma sequéncia terminadora, uma sequéncia de poliadenila-
¢éo, e semelhantes.

[0062] Como aqui usado, o termo “sequéncia codificante heterélo-
ga” € usado para indicar qualquer polinucleotideo que codifique, ou

codifique por ultimo, um peptideo ou proteina ou sua sequéncia de a-
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minoacidos equivalente, por exemplo, uma enzima, que normalmente
nao esta presente no organismo hospedeiro e pode ser expressa na
célula hospedeira sob condigbes proprias. Como tal, “sequéncias codi-
ficantes heterdlogas” podem incluir uma ou adicionais cépias de se-
quéncias codificantes que normalmente néo estao presentes na célula
hospedeira, de modo que a célula esteja expressando adicionais co6-
pias de uma sequéncia codificante que normal mente nao esta presen-
te nas células. As sequéncias codificantes heter6logas podem ser
RNA ou qualquer um de seus tipos (por exemplo, mRNA), DNA ou
qualquer um de seus tipos (por exemplo, cDNA), ou um hibrido
RNA/DNA. Exemplos de sequéncias codificantes incluem, mas nao
sdo limitados a, unidades de transcricdo de inteiro comprimento que
compreendem caracteristicas tais como a sequéncia codificante, in-
trons, regides promotoras, 5’-UT, 3’-UTR, e regides aperfeicoadoras.
[0063] “Sequéncias codificantes heterdlogas” também incluem a
porcao codificante do peptideo ou enzima (isto &, a sequéncia de cD-
NA ou mRNA), a porgao codificante da unidade transcricional de intei-
ro comprimento (isto €, o gene compreendendo introns e exons), se-
quéncias “otimizadas em coédon”, sequéncias truncadas ou outras for-
mas de sequéncias alteradas que codificam a enzima ou codificam sua
sequéncia de aminoacidos equivalente, contanto que a sequéncia de
aminoacidos equivalente produza uma proteina funcional. Tais se-
quéncias de aminoacidos equivalentes podem ter uma supressao de
um ou mais aminoacidos, com a supressao sendo terminal-N, terminal-
C, ou interna. Formas truncadas s&o imaginadas tanto quanto elas te-
nham a capacidade catalitica aqui indicada.

[0064] Como aqui usado, o termo “controle” refere-se a uma amos-
tra usada em um procedimento analitico para propositos de compara-
¢édo. Um controle pode ser “positivo” ou “negativo”. Por exemplo, onde

o propoésito de um procedimento analitico é detectar um transcrito ou
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polipeptideo diferencialmente expresso em células ou tecido, é generi-
camente preferivel incluir um controle positivo, tal como uma amostra
de uma planta conhecida exibindo a desejada expressao, e um contro-
le negativo, tal como uma amostra de uma planta conhecida carecen-
do de desejada expresséo.

[0065] Como aqui usado, o termo “planta” inclui plantas e partes
de plantas incluindo, mas nao limitado a, células de plantas e tecidos
de plantas, tais como folhas, calli, hastes, raizes, flores, pdlen, e se-
mentes. Uma classe de plantas que pode ser usada na presente in-
vengao é genericamente tdo ampla como a classe de plantas superio-
res e inferiores suscetiveis a mutagénese incluindo angiospermas,
gimnospermas, samambaias, e algas multicelulares. Assim, “planta”
inclui plantas dicotiledéneas e monocotiledéneas. Exemplos de plantas
dicotiledbneas incluem tabaco, Arabidopsis, soja, tomate, papaia, ca-
nola, girassol, algodao, alfafa, batata, videira, ervilha pombo, ervilha,
Brassica, grao-de-bico, beterraba sacarina, colza, melancia, melao,
pimenta, abobora, rabanete, espinafre, brdcolis, repolho, cenoura,
couve-flor, aipo, repolho Chinés, pepino, berinjela, e alface. Exemplos
de plantas monocotiledéneas incluem milho, arroz, trigo, cana-de-
acucar, cevada, centeio, sorgo, orquideas, bambu, banana, tabuas,
lirios, aveia, cebola, paingo, e hibrido de trigo e centeio.

[0066] Como aqui usado, o termo “material de planta” refere-se a
folhas, calli, troncos, raizes, flores ou partes de flores, frutos, poélen,
células ovos, zigotos, sementes, mudas, célula ou culturas de tecido,
ou qualquer outra parte ou produto de uma planta. Em uma modalida-
de, material de planta inclui cotilédone e folha. Em uma modalidade,
material de planta inclui tecidos de raiz e outros tecidos de planta loca-
lizados no subsolo.

[0067] Como aqui usado, o termo “gene marcador selecionavel”

refere-se a um gene que é opcionalmente usado em transformacao de
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planta para, por exemplo, proteger células de plantas de um agente
seletivo ou prover resisténcia / tolerancia para um agente seletivo. Em
adicdo, “gene marcador selecionavel” é pretendido para abranger ge-
nes reporteres. Somente aquelas células ou plantas que recebem um
marcador selecionavel funcional sao capazes de dividir ou crescer sob
condi¢cBes tendo um agente seletivo. Exemplos de agentes seletivos
podem incluir, por exemplo, antibiéticos, incluindo spectinomicina, ne-
omicina, canamicina, paromomicina, gentamicina, e higromicina. Estes
marcadores selecionaveis incluem neomicina fosfotransferase (npt Il),
que expressa uma enzima conferindo resisténcia para o antibiético ca-
namicina, e genes para os antibibticos relacionados neomicina, paro-
momicina, gentamicina, e G418, ou o0 gene para higromicina fosfo-
transferase (hpt), que expressa uma enzima conferindo resisténcia pa-
ra higromicina. Outros genes marcadores selecionaveis podem incluir
genes codificando resisténcia a herbicida incluindo bar ou pat (resis-
téncia contra glufosinato de aménio ou fosfotricina), acetolactato sinta-
se (ALS, resisténcia contra inibidores tais como sulfonil ureias (SUs),
imidazolinonas (IMls), triazolopirimidinas (TPs), oxibenzoatos de piri-
midinila (POBs), e sulfonil amino carbonil triazolinonas que evitam a
primeira etapa na sintese dos aminoacidos de cadeia ramificada), gli-
fosato, 2,4-D, e resisténcia ou sensitividade a metal. Exemplos de “ge-
nes repoérteres” que podem ser usados como um gene marcador sele-
cionavel incluem a observacéo visual de proteinas de gene reporter,
tais como proteinas codificando beta-glicuronidase (GUS), luciferase,
proteina fluorescente verde (GFP), proteina fluorescente amarela
(YFP), DsRed, beta-galactosidase, cloranfenicol acetil transferase
(CAT), fosfatase alcalina, e semelhantes. A frase “marcador positivo”
refere-se a plantas que foram transformadas para incluir um gene
marcador selecionavel.

[0068] Como aqui usado, o termo “marcador detectavel” refere-se
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a um rotulo capaz de detecgéo, tal como, por exemplo, um radioiséto-
po, composto fluorescente, composto bioluminescente, um composto
quimioluminescente, quelante de metal, ou enzima. Exemplos de mar-
cadores detectaveis incluem, mas nao sao limitados aos seguintes:
rétulos fluorescentes (por exemplo, FITC, rodamina, fésforos lantani-
deos), rotulos enzimaticos (por exemplo, peroxidase de raiz forte, beta-
galactosidase, luciferase, fosfatase alcalina), quimioluminescente, gru-
pos biotinila, predeterminados epitopos polipeptideos reconhecidos
por um reporter secundario (por exemplo, sequéncias pares de ziper
leucina, sitios de ligagdo para anticorpos secundarios, dominios de
ligagdo de metal, etiquetas epitopos). Em uma modalidade, um mar-
cador detectavel pode ser ligado através de bragos espagadores de
varios comprimentos para reducao de potencial impedimento estéreo.
[0069] Como aqui usado, o termo “deteccédo” é usado no sentido
mais amplo para incluir ambas as medi¢des qualitativas e quantitativas
de uma especifica molécula, por exemplo, medigbes de um especifico
polipeptideo.

[0070] A menos que de outro modo especificamente explicado,
todos os termos técnicos e cientificos aqui usados tém o mesmo signi-
ficado como comumente entendido por aqueles versados na técnica a
qual esta exposicao pertence. Definicbes de termos comuns em biolo-
gia molecular podem ser encontradas em, por exemplo: Levin, Genes
V, Oxford University Press, 1994; Kendrew et al. (eds.), The Encyclo-
pedia of Molecular Biology, Blackwell Science Ltd., 1994; e Meyers
(ed.), Molecular Biology and Biotechnology: A Comprehensive Desk
Reference, VCH Publishers, Inc., 1995.

Promotores Como elementos Reguladores de Expressdo de Gene

[0071] Promotores de plantas usados para pesquisa basica ou a-
plicagbes biotecnoldgicas sdo genericamente unidirecionais, direcio-

nando a expressao constitutiva de um transgene que foi fundido a sua
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extremidade 3 (jusante). E frequentemente necessario expressar ro-
bustamente transgenes dentro de plantas para engenharia metabdlica
e empilhamento de caracteristicas. Em adi¢do, multiplos novos promo-
tores sao tipicamente requeridos em colheitas transgénicas para acio-
namento de expressdo de multiplos genes. E aqui mostrado um pro-
motor constitutivo que pode direcionar a expressao de um transgene
gue foi fundido em sua extremidade 3'.

[0072] Desenvolvimento de produtos transgénicos esta se tornan-
do crescentemente complexo, 0 que requer expressao robusta de
transgenes e empilhamento de multiplos transgenes em um unico lo-
cus. Tradicionalmente, cada transgene requer um unico promotor para
expressao onde multiplos promotores sao requeridos para expressao
de diferentes transgenes dentro de uma pilha de genes. Com um cres-
cente tamanho de pilhas de genes, este processo frequentemente
conduz a repetido uso do mesmo promotor para obtengdo de niveis
similares de padroes de expressao de diferentes transgenes para ex-
pressao de uma unica caracteristica poligénica.

[0073] Construtos multigenes acionadas pelo mesmo promotor sao
conhecidas causarem o silenciamento de gene, resultando em produ-
tos transgénicos menos eficazes no campo. Excesso de sitios de liga-
¢cao de fator de transcricao (TF) devido a repeticao de promotor pode
causar esgotamento de TFs enddgenos conduzindo a inativagéo
transcricional. O silenciamento de transgenes é provavel de afetar in-
desejavelmente desempenho de uma planta transgénica produzida
para expressar transgenes. Sequéncias repetitivas dentro de um
transgene podem conduzir a recombinagdo homoéloga de locus intra
gene resultando em rearranjos de polinucleotideos.

[0074] Em adicdo a promotores constitutivos, promotores especifi-
cos de tecido, ou especificos de dérgdo acionam expressao de gene em

certos tecidos como no nucleo, raiz, folha, callus, pélen, ou tapetum da



27178

planta. Promotores especificos de estagio de desenvolvimento e tecido
acionam a expressao de genes, que sao expressos em particulares
tecidos ou em particulares periodos de tempo durante desenvolvimen-
to de planta. Promotores especificos de tecido s&o requeridos para
certas aplicagbes na industria de planta transgénica e s&o desejaveis
na medida em que eles permitem especifica expresséo de genes hete-
rélogos em um tecido e/ou em selecionados estagios de desenvolvi-
mento, indicando expressao do gene heterdlogo diferencialmente em
varios 6rgaos, tecidos e/ou em diferentes momentos, mas néo outros.
[0075] Por exemplo, aumentada resisténcia de uma planta para
infecgdo por patdgenos transportados por solo pode ser realizada a-
través de transformacao de genoma de planta com um gene de resis-
téncia a patdégeno de modo que uma proteina de resisténcia a patoge-
no seja robustamente expressa dentro da planta. Alternativamente,
pode ser desejavel expressar um transgene em tecidos de planta que
estdo em uma particular fase de crescimento ou desenvolvimento tal
como, por exemplo, divisdo ou elongacéo de célula. Uma outra aplica-
¢cao € o desejo de uso de promotores especificos de tecido, de modo
que os promotores possam confinar a expresséo dos transgenes codi-
ficando uma caracteristica agronémica em partes de planta em desen-
volvimento (isto €, raizes, folhas, calli, ou pdlen).

[0076] Os promotores aqui descritos sao ferramentas promissoras
para fabricagéo de construtos transgenes comerciais contendo multi-
plos genes. Estes promotores também provém estabilidade estrutural
em hospedeiros bacterianos e estabilidade funcional em células de
plantas, tal como reducao de silenciamento de transgene, para permitir
expressao de transgene. Promotores com faixas de expressao varia-
veis também podem ser obtidos através de emprego de processos a-
qui descritos. Comparadas a construtos de transgene usando um uni-

co promotor multiplas vezes, os construtos promotores diversificados
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descritos neste pedido de patente sdo mais compativeis para analises
moleculares a jusante de eventos transgénicos. Uso dos promotores
diversificados aqui descritos pode também aliviar o rearranjo em loci
multigenes transgénicos durante alvejamento com tecnologia de dedo
de zinco (SHUKLA et al. 2009).

Promotores Ubiquitina-1 de Zea mays

[0077] O promotor Ubi-1 de Zea mays tem sido um padréo na in-
dustria de biotecnologia, predominantemente usado para alta expres-
sdo transgénica, estavel em milho (CHRISTENSEN e QUAIL 1996;
CHRISTENSEN et al. 1992; TOKI et al. 1992). Cada transgene usual-
mente requer um especifico promotor para suficiente expresséo. Multi-
plos promotores séo tipicamente requeridos para expressao de dife-
rentes transgenes dentro de uma pilha de genes. Este paradigma fre-
quentemente conduz ao uso repetitivo do promotor Ubi-1 de Z. mays
devido a seus desejados altos niveis de expressao de proteina e pa-
dréo de expressao constitutiva.

[0078] Entretanto, a deliberada introducado de sequéncias repetiti-
vas em um locus transgénico também pode conduzir a indesejaveis
efeitos negativos sobre expressao e estabilidade de transgene (FLA-
DUNG and KUMAR 2002; KUMAR and FLADUNG 2000% KUMAR and
FLADUNG 2000b; KUMAR and FLADUNG 2001a; KUMAR and FLA-
DUNG 2001b; KUMAR and FLADUNG 2002; METTE et al. 1999;
MOURRAIN et al. 2007). O desafio de muiltipla expressao de transge-
ne coordenada pode ser endere¢cado usando uma abordagem de di-
versidade de promotor, onde diferentes promotores sdo usados para
acionamento de diferentes transgenes com o mesmo perfil de expres-
sdo (PEREMARTI et al. 2010). Este pedido de patente descreve uma
diversificada sequéncia promotora Ubi-1 obtida através de identifica-
¢éo e purificagdo de novo promotor a partir de diferentes genétipos de

Zea mays.
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[0079] Iniciacéo de transcricdo e modulagéo de expresséo de gene
em genes de plantas séo direcionadas por uma variedade de elemen-
tos de sequéncia de DNA coletivamente arranjados em uma maior se-
gquéncia chamada um promotor. Promotores eucaridticos consistem
tipicamente em um promotor de nucleo minimo e sequéncias regulado-
ras a montante. O promotor de nucleo € um estiramento minimo de
sequéncia de DNA contigua que € suficiente para direcionar uma pre-
cisa iniciacdo de transcricao. Promotores de nucleo em plantas generi-
camente compreendem regides candnicas associadas com o inicio de
transcricdo, como caixas CAAT e TATA (sequéncia consenso TATA-
WAW). O elemento de caixa TATA esta usualmente localizado apro-
ximadamente 20 a 35 pares de bases (pb) a montante do sitio de inicio
de transcrigéo (TSS). A ativacao do promotor de nudcleo é realizada por
sequéncias reguladoras a montante as quais varias proteinas se ligam
e subsequentemente interagem com o complexo de iniciagao de trans-
cricdo para ativar expressao de gene. Estes elementos reguladores
compreendem sequéncias de DNA que determinam o padréo de ex-
presséo espago-temporal de um promotor.

[0080] Referindo-se a Figura 1, o promotor de gene Ubi-1 de Zea
mays é derivado da linha de células inata de Z. mays B73. O promotor
Ubi-1 de Z. mays é compreendido por aproximadamente 895 pb de
sequéncia de DNA localizada 5’ a montante da TSS (isto é, o elemento
a montante). Em adi¢ao, o promotor Ubi-1 de Z. mays é compreendido
por cerca de 1093 pb de sequéncia de DNA localizada 3’ a jusante de
TSS (ver patente U.S. N> 5 510 474). Assim, o promotor Ubi-1 de Z.
mays é compreendido por aproximadamente 2 Kilo pares de bases
(kb) de sequéncia de DNA total.

[0081] O elemento a montante do promotor Ubi-1 de Z. mays
compreende uma caixa TATA localizada aproximadamente 30 pb 5’ a

montante da TSS (Figs. 1 e 3). Em adicado, o Elemento a Montante
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compreende dois elementos consensos de choque térmico em sobre-
posicao localizados imediatamente 5’ a montante da TSS. Uma 5-UTR
ou sequéncia lider de 82 pb esta localizada imediatamente 3’ a jusante
da TSS e é seguida por um intron que se estende a partir da base 83
para 1093 (Figuras. 1 e 3).

[0082] Trabalho anterior descreveu aumentada expressao de gene
de genes e/ou transgenes regulados pelo promotor Ubi-1 de Z. mays.
Por exemplo, a fusédo de transcricdo do gene cloranfenicol acetil trans-
ferase (CAT) para o promotor Ubi-1 de Z. mays rendeu nivel de ativi-
dade de CAT mais que 10 vezes maior em protoplastos de milho do
que expresséo dirigida pelo promotor 35S de virus de mosaico de cou-
ve-flor (CHRISTENSEN and QUAIL 1996; CHRISTENSEN et al. 1992).
[0083] Em adi¢cédo ao promotor Ubi-1 de Z. mays controle, este pe-
dido de patente descreve um novo promotor Ubi-1 de milho. Diferente
de promotor Ubi-1 controle derivado de Z. mays gendtipo c.v. B73, o
novo promotor Ubi-1 foi derivado de Z. mays genétipo c.v. B104. Sao
providos construtos e processos usando um promotor Ubi-1 de Z.
mays compreendendo uma sequéncia de polinucleotideos. Em uma
modalidade, um promotor pode compreender uma sequéncia de poli-
nucleotideos de gene Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 como se segue:
GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCAT
GTCTAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGAA
GTGCAGTTTATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAA
TATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAA
TGAACAGTTAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAACAGG
ACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTTTTTTGCAA
ATAGCTTCACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAG
GGTTTAGGGTTAATGGTTTTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTT
ATTCTATTTTAGCCTCTAAATTAAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTT
TTATTTAATAGTTTAGATATAAAATAGAATAAAATAAAGTGACTAAAAAT
TAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAAAAAAACTAAGGAAACATTTTTCTT
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GTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCGTCGACGAGTCTAACG
GACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGA
CGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCT
CCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAG
CGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGC
ACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCC
TCGCCCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACC
TCGTGTTGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCA
CCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAGGTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCC
CCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCGTTCCGGTCCATGCATGGTTAGGGC
CCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGATCCGTGTTTGTGTTAG
ATCCGTGCTGCTAGCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACGTCAGACACG
TTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTTTGGGGAATCCTGGGATGGCT
CTAGCCGTTCCGCAGACGGGATCGATTTCATGATTTTITTTTGTTTCGTTGC
ATAGGGTTTGGTTTGCCCTTTTCCTTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTG
TTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCTTTTTTTTGTCTTGGTTGTGATGATGTGG
TCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATTCTGTTTCAAACTAC
CTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATATTCAT
AGTTACGAATTGAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTAT
ACATGTTGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTGTTCG
CTTGGTTGTGATGATGTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATTCGTTCTAGAT
CGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAA
CTGTATGTGTGTGTCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGGATGG
AAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGTGGGTTTTACTGATGC
ATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGT
ACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTCGATCTTGAT
ATACTTGGATGATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCC
TGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCGATGCTCA
CCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCA (SEQIDNO: 1)

[0084] Em uma outra modalidade, um promotor pode compreender

uma sequéncia de polinucleotideos de gene Ubi-1 de Z. mays c.v.
B104 como se segue:
CCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTAAAGTAT
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AAAAAATTACCACATATTTTTTTGTCACACTTATTTGAAGTGTAGTTTATC
TATCTCTATACATATATTTAAACTTCACTCTACAAATAATATAGTCTATAA
TACTAAAATAATATTAGTGTTTTAGAGGATCATATAAATAAACTGCTAGA
CATGGTCTAAAGGATAATTGAATATTTTGACAATCTACAGTTTTATCTTTT
TAGTGTGCATGTGATCTCTCTGTTTTTTTTGCAAATAGCTTGACCTATATA
ATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGATTTAGGGTTGATGGT
TTCTATAGACTAATTTTTAGTACATCCATTTTATTCTTTTTAGTCTCTAATT
TTTTTAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTATTTAATAATTTAGATATA
AAATGAAATAAAATAAATTGACTACAAATAAAACAAATACCCTTTAAGA
AATAAAAAAACTAAGCAAACATTTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGACAG
GCTGTTCAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAG
CAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTAGC
TGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGC
TGTCGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGGCGGCAC
GGCAGGCGGCCTCTTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTC
CTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAAATAGA
CACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGTGTTCGTTCGGAGCGCACA
CACACGCAACCAGATCTCCCCCAAATCCAGCCGTCGGCACCTCCGCTTCA
AGGTACGCCGCTCATCCTCCCCCCCCCCTCTCTCTACCTTCTCTAGATCGG
CGATCCGGTCCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGT
GTTAGAGCAAACATGTTCATGTTCATGTTTGTGATGATGTGGTCTGGTTG
GGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGGATACTGTTTCAAGCTACCTGGTGGA
TTTATTAATTTTGTATCTGTATGTGTGTGCCATACATCTTCATAGTTACGA
GTTTAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGA
TGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTTTCTCGCTTGGTTG
TGATGATATGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTG
TTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAAAGGGTCGTTCTAGATCGGAGTAG
AATACTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAAAGGATCTGTATGTATG
TGCCTACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGATGGATGGAAATATCGA
TCTAGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGA
GATGCTTTTTTTCGCTTGGTTGTGATGATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTT
CTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATT
TTGTATCTTTATGTGTGTGCCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATG
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ATGGATGGAAATATTGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGTGGGTTTT
ACTGATGCATATACATGATGGCATATGCGGCATCTATTCATATGCTCTAA
CCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTTG
ATCTTGATATACTTGGATGATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTT
TTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCC
GATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCAG (SEQ ID NO: 2)

[0085] Os promotores aqui descritos foram caracterizados por clo-
nagem e subsequente analise de homologia de sequéncia de DNA pa-
ra identificacdo de especificas regides do promotor (isto &, as regides
promotoras a montante, 5-UTR, e intron). Sdo providos construtos e
processos usando um promotor Ubi-1 de Z. mays constitutivo compre-
endendo sequéncias de polinucleotideos de uma regiao promotora a
montante, regido lider ou 5’-UTR, e um intron para expressar transge-
nes em plantas. Em uma modalidade, um promotor pode compreender
uma sequéncia de polinucleotideos promotora — montante de gene U-
bi-1 de Z. mays c.v. B73 como se segue:
GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCAT
GTCTAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGAA
GTGCAGTTTATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAA
TATAATCTATAGTACTACAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAA
TGAACAGTTAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAACAGG
ACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTCTCCTTTTTTTTTGCAA
ATAGCTTCACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTITAG
GGTTTAGGGTTAATGGTTTTTATAGACTAATTTTTTITAGTACATCTATTTT
ATTCTATTTTAGCCTCTAAATTAAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTT
TTATTTAATAGTTTAGATATAAAATAGAATAAAATAAAGTGACTAAAAAT
TAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAAAAAAACTAAGGAAACATTTTTCIT
GTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCGTCGACGAGTCTAACG
GACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGA
CGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCT
CCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAG
CGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGC
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ACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCC
TCGCCCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTT (SEQ ID NO:
3)

[0086] Em uma outra modalidade, um promotor pode compreender
uma sequéncia de polinucleotideos promotora — montante de gene U-
bi-1 de Z. mays c.v. B104 como se segue:
CCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTAAAGTAT
AAAAAATTACCACATATTTTTTTGTCACACTTATTTGAAGTGTAGTTTATC
TATCTCTATACATATATTTAAACTTCACTCTACAAATAATATAGTCTATAA
TACTAAAATAATATTAGTGTTTTAGAGGATCATATAAATAAACTGCTAGA
CATGGTCTAAAGGATAATTGAATATTTTGACAATCTACAGTTTTATCTTTT
TAGTGTGCATGTGATCTCTCTGTTTTTTTTGCAAATAGCTTGACCTATATA
ATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGATTTAGGGTTGATGGT
TTCTATAGACTAATTTTTAGTACATCCATTTTATTCTTTTTAGTCTCTAATT
TTTTTAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTATTTAATAATTTAGATATA
AAATGAAATAAAATAAATTGACTACAAATAAAACAAATACCCTTTAAGA
AATAAAAAAACTAAGCAAACATTTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGACAG
GCTGTTCAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAG
CAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTAGC
TGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGC
TGTCGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGGCGGCAC
GGCAGGCGGCCTCTTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTC
CTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAAATAGA
CACCCCCTCCACACCCTCTT (SEQID NO: 4)

Adicionais Elementos Requladores de Gene

[0087] Expressao de transgene também pode ser regulada por
uma regido intron e/ou 5-UTR localizada 3’ a jusante da sequéncia
promotora — montante. Um promotor compreendendo uma regiao pro-
motora — montante ligada operavelmente a uma 5-UTR e/ou intron
pode regular expressdo de transgene. Embora um promotor - montan-
te seja necessario para dirigir transcrigdo, a presenca de uma 5-UTR

e/ou intron pode aumentar niveis de expressao resultando na produ-
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¢do de mais transcritos mRNA para traducdo e sintese de proteina.
Adicao de uma 5-UTR e/ou um intron a uma sequéncia de polinucleo-
tideos promotora — montante pode auxiliar expressao estavel de um
transgene.

[0088] Em adi¢do, um promotor constitutivo compreendendo uma
sequéncia de polinucleotideos promotora — montante pode ser seguido
por uma 5’-UTR ou regido lider para auxiliar na expressao de transge-
nes em plantas. Em uma modalidade, um promotor pode compreender
uma 5-UTR ou sequéncia de polinucleotideos lider de gene Ubi-1 de
Z. mays c.v. B73 como se segue:

TCCCCAACCTCGTGTTGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCC
CCAAATCCACCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQ ID NO: 5)

[0089] Em uma outra modalidade, um promotor pode compreender
uma 5-UTR ou sequéncia de polinucleotideos lider de gene Ubi-1 de
Z. mays c.v. B104 como se segue:
TCCCCAACCTCGTGTTCGTTCGGAGCGCACACACACGCAACCAGATCTCC
CCCAAATCCAGCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQ ID NO: 6)

[0090] Ainda, um promotor constitutivo compreendendo uma se-
quéncia de polinucleotideos promotora — montante seguida por uma 5-
UTR ou regiao lider também pode ser seguido por um intron para auxi-
liar em expressao de transgenes em plantas. Em uma modalidade, um
promotor pode compreender uma sequéncia de polinucleotideo intr6-
nica de gene Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 como se segue:
GTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCG
GCGTTCCGGTCCATGCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATG
TTTGTGTTAGATCCGTGTTTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGTACA
CGGATGCGACCTGTACGTCAGACACGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGT
TTCTCTTTGGGGAATCCTGGGATGGCTCTAGCCGTTCCGCAGACGGGATC
GATTTCATGATTTTTTTTGTTTCGTTGCATAGGGTTTGGTTTGCCCTTTTCC
TTTATTTCAATATATGCCGTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCTT
TTTTTTGTCTTGGTTGTGATGATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGAT
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CGGAGTAGAATTCTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGGATC
TGTATGTGTGTGCCATACATATTCATAGTTACGAATTGAAGATGATGGAT
GGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGAT
GCATATACAGAGATGCTTTTTGTTCGCTTGGTTGTGATGATGTGGTGTGGT
TGGGCGGTCGTTCATTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACT
ACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGTATGTGTGTGTCATACATCTTC
ATAGTTACGAGTTTAAGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATAC
ATGTTGATGTGGGTTTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGCAT
CTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTAT
GTTTTATAATTATTTCGATCTTGATATACTTGGATGATGGCATATGCAGCA
GCTATATGTGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTG
GTACTGTTTCTTTTGTCGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCA
(SEQ ID NO: 7)

[0091] Em uma outra modalidade, um promotor pode compreender
uma sequéncia de polinucleotideos intrénica de gene Ubi-1 de Z. mays
c.v. B104 como se segue:
GTACGCCGCTCATCCTCCCCCCCCCCTCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCG
ATCCGGTCCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTGT
TAGAGCAAACATGTTCATGTTCATGTTTGTGATGATGTGGTCTGGTTGGG
CGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGGATACTGTTTCAAGCTACCTGGTGGATT
TATTAATTTTGTATCTGTATGTGTGTGCCATACATCTTCATAGTTACGAGT
TTAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATG
CGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTTTCTCGCTTGGTTGTG
ATGATATGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTT
TCAAACTACCTGGTGGATTTATTAAAGGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAA
TACTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAAAGGATCTGTATGTATGTGC
CTACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGATGGATGGAAATATCGATCT
AGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGAT
GCTTTTTTTCGCTTGGTTGTGATGATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTA
GATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTTTG
TATCTTTATGTGTGTGCCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGATG
GATGGAAATATTGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGTGGGTTTTACT
GATGCATATACATGATGGCATATGCGGCATCTATTCATATGCTCTAACCT
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TGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTTGATC
TTGATATACTTGGATGATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTA
GCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCTTTTGTCCGAT
GCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCAG (SEQ ID NO: 8)

Cassetes de Expressao de Gene Reporter e Transgene

[0092] Expressao de transgene também pode ser regulada através
de um cassete de expressao de gene. Em uma modalidade, um casse-
te de expressdao de gene compreende um promotor Ubi-1. Em uma
modalidade, um cassete de expressao de gene compreende um pro-
motor Ubi-1 de uma planta. Em uma modalidade, um cassete de ex-
pressdo de gene compreende um promotor Ubi-1 de Z. mays C.v.
B104.

[0093] Em uma modalidade, um cassete de expressdo de gene
compreende um promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, onde o promo-
tor & pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8%, ou 100% idéntico a SEQ ID NO: 2. Em
uma modalidade, um cassete de expressado de gene compreende um
promotor constitutivo, tal como o promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104,
que esta operavelmente ligado a um gene reporter ou um transgene.
Em uma modalidade, um cassete de expressdao de gene compreende
um promotor constitutivo que esta operavelmente ligado a um transge-
ne, onde o transgene pode ser um transgene de resisténcia a insetici-
da, um transgene de tolerancia a herbicida, um transgene de €eficiéncia
de uso de nitrogénio, um transgene de eficiéncia de uso de agua, um
transgene de qualidade nutricional, um transgene de ligacdo de DNA,
um transgene marcador selecionavel, ou suas combinagdes. Em uma
modalidade, um cassete de expressao de gene compreendendo o
promotor constitutivo pode dirigir expressao de um ou mais transgenes
ou genes reporteres. Em uma modalidade, um cassete de expressao
de gene compreendendo o promotor constitutivo pode dirigir expres-

sao de dois ou mais transgenes ou genes reporteres.
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[0094] Em uma modalidade, um cassete de expressao de gene
compreende um promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, onde a sequén-
cia promotora — montante é pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99.5%, 99.8%, ou 100% idén-
tica a SEQ ID NO: 4. Em uma modalidade, um cassete de expresséo
de gene compreende um promotor constitutivo, tal como o promotor —
montante Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, que esta operavelmente ligado a
um gene repoérter ou um transgene. Em uma modalidade, um cassete
de expressao de gene compreende um promotor — montante constitu-
tivo que esta operavelmente ligado a um transgene, onde o transgene
pode ser um transgene de resisténcia a inseticida, um transgene de
tolerancia a herbicida, um transgene de eficiéncia de uso de nitrogé-
nio, um transgene de eficiéncia de uso de agua, um transgene de qua-
lidade nutricional, um transgene de ligacdo de DNA, um transgene
marcador selecionavel, ou suas combinag¢des. Em uma modalidade,
um cassete de expressao de gene compreendendo o promotor — mon-
tante constitutivo pode direcionar expressao de um ou mais transge-
nes ou genes reporteres. Em uma modalidade, um cassete de expres-
sao de gene compreendendo o promotor — montante constitutivo pode
dirigir a expressao de dois ou mais transgenes ou genes reporteres.
Ainda em uma modalidade, o promotor — montante pode compreender
um intron. Em uma modalidade o promotor — montante pode compre-
ender uma sequéncia intron que esta operavelmente ligada a um gene
repérter ou transgene. Em uma outra modalidade, o promotor — mon-
tante pode compreender uma 5’-UTR ou sequéncia lider. Em uma mo-
dalidade o promotor — montante pode compreender uma 5-UTR ou
sequéncia lider que esta operavelmente ligada a um gene repoérter ou
transgene. Ainda em uma outra modalidade o promotor — montante
pode compreender uma 5-UTR ou sequéncia lider e uma sequéncia

intron. Em uma modalidade o promotor — montante pode compreender
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uma 5’-UTR ou sequéncia lider e uma sequéncia intron que estédo ope-
ravelmente ligadas a um gene repoérter ou transgene.

[0095] Em uma modalidade, um cassete de expressdo de gene
compreende um promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, onde a 5-UTR
ou sequéncia lider € pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8%, ou 100% idéntica a
SEQ ID NO: 6. Em uma modalidade, um cassete de expressao de ge-
ne compreende uma 5-UTR ou sequéncia lider de um gene de milho
codificando uma proteina Ubiquitina-1 que esta operavelmente ligada
a um promotor, onde o promotor € um promotor Ubi-1 de Z. mays c.v.
B104, ou um promotor que se origina de uma planta (por exemplo,
promotor Ubiquitina-1 de Zea mays), um virus (por exemplo, promotor
virus mosaico de nervura de mandioca), ou bactérias (por exemplo,
Agrobacterium tumefaciens delta mas). Em uma modalidade ilustrati-
va, um cassete de expressao de gene compreende 5-UTR de Z. mays
c.v. B104 ou sequéncia lider de um gene de milho codificando uma
proteina Ubiquitina que esta operavelmente ligada a um transgene,
onde o transgene pode ser um transgene de resisténcia a inseticida,
um transgene de tolerancia a herbicida, um transgene de eficiéncia de
uso de nitrogénio, um transgene de eficiéncia de uso de agua, um
transgene de qualidade nutricional, um transgene de ligacdo de DNA,
um transgene marcador selecionavel, ou suas combinacgoes.

[0096] Em uma modalidade, um cassete de expressao de gene
compreende um promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, onde a sequén-
cia intrénica € pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,8%, ou 100% idéntica a SEQ ID NO: 8.
Em uma modalidade, um cassete de expressao de gene compreende
um intron de um gene de milho codificando uma proteina Ubiquitina-1
que esta operavelmente ligado a um promotor, onde o promotor € um

promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, ou um promotor que se origina



40/78

de uma planta (por exemplo, promotor Ubiquitina-1 de Zea mays c.v.
B104), um virus (por exemplo, promotor virus mosaico de nervura de
mandioca) ou uma bactéria (por exemplo, Agrobacterium tumefaciens
delta mas). Em uma modalidade ilustrativa, um cassete de expresséo
de gene compreende um intron de um gene de milho codificando uma
proteina Ubiquitina que esta operavelmente ligado a um transgene,
onde o transgene pode ser um transgene de resisténcia a inseticida,
um transgene de tolerancia a herbicida, um transgene de eficiéncia de
uso de nitrogénio, um transgene de eficiéncia de uso de agua, um
transgene de qualidade nutricional, um transgene de ligacao de DNA,
um transgene marcador selecionavel, ou suas combinacoes.

[0097] Em uma modalidade, um vetor pode compreender um cas-
sete de expressédo de gene como aqui descrito. Em uma modalidade,
um vetor pode ser um plasmideo, um cosmideo, um cromossoma arti-
ficial bacteriano (BAC), um bacteriéfago, um virus, ou um fragmento de
polinucleotideo excisado para uso em transformacgao direta ou alveja-
mento de gene, tal como um doador de DNA.

[0098] Em uma modalidade, uma célula ou planta compreende um
cassete de expressdo de gene como aqui descrito. Em uma modalida-
de, uma célula ou planta compreende um vetor compreendendo um
cassete de expressao de gene como mostrado neste pedido de paten-
te. Em uma modalidade, um vetor pode ser um plasmideo, um cosmi-
deo, um cromossoma artificial bacteriano (BAC), um bacteriéfago, ou
um virus. Pelo que, uma célula ou planta compreendendo um cassete
de expressao de gene é uma célula transgénica ou uma planta trans-
génica, respectivamente.

[0099] Em uma modalidade, uma planta transgénica pode ser uma
planta monocotiledénea ou uma dicotiledénea. Uma modalidade de
uma planta monocotiledénea transgénica pode ser, mas nao é limitada

a, milho, trigo, arroz, sorgo, aveias, centeio, bananas, cana-de-agucar,
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e pain¢co. Uma modalidade de uma planta dicotiledénea transgénica
pode ser, mas nao é limitado a, soja, algodéo, girassol ou canola. Uma
modalidade inclui também uma semente transgénica de uma planta
transgénica, como aqui descrita.

Marcadores Selecionaveis

[00100] Varios marcadores selecionaveis, também descritos como
genes reporteres, podem ser incorporados em um escolhido vetor de
expressdo para permitir identificacdo e selegdo de plantas transforma-
das (“transformantes”). Muitos processos sao disponiveis para confir-
mar expressdo de marcadores selecionaveis em plantas transforma-
das, incluindo, por exemplo, sequenciamento de DNA e Reacéo de
Cadeia Polimerase (PCR), Southern blotting, RNA blotting, processos
imunonologicos para deteccao de uma proteina expressa a partir do
vetor, tal como proteina precipitada, que media resisténcia a fosfinotri-
cina, ou observacéo visual de outras proteinas tais como genes repor-
teres codificando beta-glicuronidase (GUS), luciferase, proteina fluo-
rescente verde (GFP), proteina fluorescente amarela (YFP), DsRed,
beta-galactosidase, cloranfenicol acetil transferase (CAT), fosfatase
alcalina, e semelhantes (Ver Sambrook, et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor Press, N.Y.,
2001), o conteudo €& aqui incorporado por referéncia em sua totalida-
de).

[00101] Genes marcadores selecionaveis sao utilizados para sele-
céo de células ou tecidos transformados. Genes marcadores selecio-
naveis incluem genes codificando resisténcia a antibiético, tais como
aqueles codificando neomicina fosfotransferase Il (NEO) e higromicina
fosfotransferase (HPT) assim como genes conferindo resisténcia a
compostos herbicidas. Genes de resisténcia a herbicidas generica-
mente codificam uma proteina alvo modificada insensivel para o herbi-

cida ou para uma enzima que degrada ou detoxifica o herbicida na
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planta antes dele poder atuar. Por exemplo, resisténcia a glifosato tem
sido obtida através de uso de genes codificando enzimas alvos mutan-
tes, 5-enol piruvil shikimato-3-fosfato sintase (EPSPS). Genes e mu-
tantes para EPSPS sdo bem conhecidos, e ainda descritos abaixo.
Resisténcia para glufosinato de aménio, bromoxinila, e 2,4-dicloro fe-
néxi acetato (2,4-D) foram obtidas através de uso de genes bacteria-
nos codificando pat ou DSM-2, uma nitrilase, e gene aad-1 ou um aad-
12, que detoxifica os respectivos herbicidas.

[00102] Em uma modalidade, herbicidas podem inibir o ponto de
crescimento ou meristema, incluindo imidazolinona ou sulfonil ureia, e
genes para resisténcia / tolerancia de aceto hidroxi acido sintase (A-
HAS) e acetolactato sintase (ALS). Genes de resisténcia a glifosato
incluem genes 5-enol piruvil shikimato-3-fosfato sintase (EPSPs) mu-
tante e dgt-28 via introducdo de 4cidos nucleicos recombinantes e/ou
varias formas de mutagénese in vivo de genes EPSPs nativos, genes
aroA, e genes glifosato acetil transferase (GAT), respectivamente. Ge-
nes de resisténcia para outros compostos fosfono incluem genes BAR
de espécies Streptomyces, incluindo Streptomyces hygroscopicus e
Streptomyces viridichromogenes, e acidos piridino ou fenoxi propioni-
cos e ciclo-hexonas (genes codificando inibidor de ACCase). Genes
exemplares conferindo resisténcia a ciclo-hexanodionas e/ou acido
ariloxi fendxi propanoico (incluindo haloxifope, diclofope, fenxoprope,
fluazifope, quizalofope) incluem genes de acetil coenzima A carboxila-
se (ACCase)-Acc1-S1, Acc1-S2 e Acc1-S3. Em uma modalidade, her-
bicidas podem inibir fotossintese, incluindo triazina (genes psbA e 1s+)
ou benzonitrila (gene nitrilase).

[00103] Em uma modalidade, genes marcadores selecionaveis in-
cluem, mas ndo sdo limitados a genes codificando: neomicina fosfo-
transferase |l; cianamida hidratase; aspartato cinase; diidro picolinato

sintase; triptofano descarboxilase; diidro dipicolinato sintase e asparta-
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to sintase dessensibilizada; gene bar; triptofano descarboxilase; neo-
micina fosfotransferase (NEO); higromicinafosfotransferase (HPT ou
HYG); di-hidro folato redutase (DHFR); fosfinotricina acetil transferase;
acido 2,2-dicloro propiénico desalogenase; aceto hidroxiacido sintase;
5-enol piruvil shikimato fosfato sintase (aroA); halo aril nitrilase; acetil
coenzima A carboxilase; di-hidro pteroato sintase (sul |); e polipeptideo
foto sistema (psbA) de 32 kD.

[00104] Uma modalidade também pode incluir genes codificando
resisténcia para: cloranfenicol; metotrexato; higromicina; spectinomici-
na; bromoxinil; glifosato; e fosfinotricina.

[00105] A lista acima de genes marcadores selecionaveis nao é
pretendida ser limitante. Qualquer gene marcador selecionavel ou re-
poérter & abrangido pela presente invengao.

[00106] Genes marcadores selecionaveis sao sintetizados para 6ti-
ma expressao em planta. Por exemplo, em uma modalidade, uma se-
quéncia codificante de um gene foi modificada através de otimizacéo
de codon para aperfeicoar expressdo em plantas. Um gene marcador
selecionavel pode ser otimizado para expressdo em uma particular es-
pécie de planta ou alternativamente pode ser modificado para 6tima
expressdo em plantas dicotiledéneas ou monocotiledéneas. Codons
preferidos de plantas podem ser determinados a partir de cédons de
frequéncia mais alta nas proteinas expressas na maior quantidade nas
particulares espécies de plantas de interesse. Em uma modalidade,
um gene marcador selecionavel é designado para ser expresso em
plantas em maior nivel resultando em maior eficiéncia de transforma-
céo. Processos para otimizagdo de genes de plantas sdo bem conhe-
cidos. Orientagcdo com relagéo a otimizacao e fabricagéo de sequenci-
as de polinucleotideos sintéticos podem ser encontrados em, por e-
xemplo, W0O2013/016546, WO2011/146524, WO1997/013402, patente
US 6 166 302, e patente US 5 380 831, aqui incorporadas por referén-
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cia.

Transgenes

[00107] Os processos e composi¢des mostrados podem ser usados
para expressao de sequéncias de gene polinucleotideos dentro de ge-
noma de planta. Da mesma maneira, genes codificando tolerancia a
herbicida, resisténcia a insetos, nutrientes, antibiodticos, ou moléculas
terapéuticas podem ser expressos através do novo promotor.

[00108] Em uma modalidade o elemento regulador promotor consti-
tutivo da presente exposi¢gdo &€ combinado ou operavelmente ligado
com um ou mais genes codificando sequéncias de polinucleotideos
que proporcionam resisténcia ou tolerdncia a glifosato, 2,4-D-
glufosinato, ou um outro herbicida, prové resisténcia para insetos sele-
cionados ou doencas e/ou aperfeicoamento nutricional, aperfeicoadas
caracteristicas agrondmicas, proteinas, ou outros produtos uteis em
alimentacao, alimento, industrial, farmacéutico ou outros usos. Os
transgenes podem ser “empilhados” com duas ou mais sequéncias de
acidos nucleicos de interesse dentro de um genoma de planta. Empi-
Ihamento pode ser realizado, por exemplo, via convencional cultivo de
planta usando dois ou mais eventos, transformagdo de uma planta
com um construto que contém as sequéncias de interesse, retransfor-
magao de uma planta transgénica, ou adicdo de novas caracteristicas
através de integracao alvejada via recombinagcdo homoéloga.

[00109] Tais sequéncias de polinucleotideos de interesse incluem,
mas nao sao limitadas aqueles exemplos providos abaixo:

1. Genes ou Sequéncias Codificantes (por exemplo, iRNA) Que Confe-

rem Resisténcia a Pestes ou Doencas

[00110] (A) Genes de resisténcia a doenga de planta. Defesas de
plantas sdo frequentemente ativadas por especifica interagdo entre o
produto de um gene de resisténcia a doenca (R) na planta e o produto

de um correspondente gene de aviruléncia (Avr) no patégeno. Uma
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variedade de plantas pode ser transformada com gene de resisténcia
clonado para engenheirar plantas que sao resistentes a especificas
linhagens de patogenos. Exemplos de tais genes incluem, o gene Cf-9
de tomate para resisténcia a Cladosporium fulvum (Jones et al., 1994
Science 266:789), gene Pto de tomate, que codifica uma proteina ci-
nase, para resisténcia a Pseudomonas syringae pv. Tomato (Martin et
al., 1993 Science 262:1432), e gene RSSP2 de Arabidopsis para resis-
téncia a Pseudomonas syringae (Mindrinos et al., 1994 Cell 78:1089).
[00111] (B) Uma proteina de Bacillus thuringiensis, um seu deri-
vado ou um polipeptideo sintético modelado sobre a mesma, tal como,
uma sequéncia de nucleotideos de um gene Bt &-endotoxina (Geiser
et al., 1986 Gene 48:109), e um gene inseticida vegetativo (VIP) (ver,
por exemplo, Estruch et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:5389-94).
Além disso, moléculas de DNA codificando genes &-endotoxina podem
ser adquiridas de American Type Culture Collection (Rockville, Md.),
sob ATCC accession numbers 40098, 67136, 31995 e 31998.

[00112] (C) Uma lectina, tal como, sequéncias de nucleotideos de
varios genes lectina de ligacdo — manose de Clivia miniata (Van Dam-
me et al., 1994 Plant Molec. Biol. 24:825).

[00113] (D) Uma proteina de ligagao a vitamina, tal como avidina e
homologos de avidina que sao uteis como larvicidas contra pestes de
insetos. Ver patente U.S. 5 659 026.

[00114] (E) Um inibidor de enzima, por exemplo, um inibidor de
protease ou um inibidor de amilase. Exemplos de tais genes incluem
um inibidor de cisteina proteinase de arroz (Abe et al., 1987 J. Biol.
Chem. 262:16793), um inibidor | de proteinase de tabaco (Huub et al.,
1993 Plant Molec. Biol. 21:985), e um inibidor de alfa amilase (Sumita-
ni et al., 1993 Biosci. Biotech. Biochem. 57:1243).

[00115] (F) Um hormodnio ou feromdnio especifico de inseto tal

como um ecdisterooide e uma sua variante de horménio juvenil, um
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mimético baseado no mesmo, ou um seu antagonista ou agonista, tal
como expressao de baculovirus de esterase de hormdnio juvenil clo-
nada, um inativador de horménio juvenil (Hammock et al., 1990 Nature
344:458).

[00116] (G) Um peptideo ou neuropeptideo especifico de inseto
que, com expressao, interrompe a fisiologia da peste afetada (J. Biol.
Chem. 269:9). Exemplos de tais genes incluem um receptor de hor-
ménio diurético de inseto (Regan, 1994), uma alostatina identificada
em Diploptera punctata (Pratt, 1989), e neutotoxinas paraliticas, espe-
cificas de insetos (patente U.S. 5 266 361).

[00117] (H) Um veneno especifico de inseto produzido em nature-
za por uma cobra, uma vespa, etc., tal como peptideo inseto-tdéxico de
escorpido (Pang, 1992 Gene 116:165).

[00118] () Uma enzima responsavel por uma hiper-acumulacao
de monoterpeno, um sesquiterpeno, um esteroide, acido hidroxamico,
um derivado fenil propanoide, ou uma outra molécula ndo proteina
com atividade inseticida.

[00119] (J) Uma enzima envolvida na modificacdo, incluindo a
modificacdo pos-tradugdo, de uma molécula biologicamente ativa; por
exemplo, enzima glicolitica, uma enzima proteolitica, uma enzima lipo-
litica, uma nucleasse, uma ciclase, uma transaminase, uma esterase,
uma hidrolase, uma fosfatase, uma cinase, uma fosforilase, uma poli-
merase, uma elastase, uma quitinase, e uma glicanase, se natural ou
sintética. Exemplos de tais genes incluem, um gene callas (pedido de
patente publicado PCT W093/02197), sequéncias codificando quitina-
se (que podem ser obtidas, por exemplo, a partir de ATCC sob os nu-
meros de acesso 3999637 e 67152), quitinase de nematoides de taba-
co (Kramer et al., 1993 Insect Molec. Biol. 23:691), e gene poliUbiquiti-
na ubi4-2 de salsa (Kawalleck et al., 1993 Plant Molec. Biol. 21:673).

[00120] (K) Uma molécula que estimula transdugéo de sinal. E-
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xemplos de tais moléculas incluem sequéncias de nucleotideos para
clones de cDNA de mung calmodulina de feijao (Botella et al., 1994
Plant Molec. Bio. 24:757) e uma sequéncia de nucleotideos de um clo-
ne cDNA de calmodulina de milho (Griess et al., 1994 Plant Physiol.
104:1467).

[00121] (L) Um peptideo momento hidrofébico. Ver patente
U.S.N* 5659 026 e 5 607 914; a Ultima ensina peptideos antimicrobi-
anos sintéticos que conferem resisténcia a doenca.

[00122] (M) Uma permeasse de membrana, um formador de canal
ou um bloqueador de canal, tal como analogo peptideo litico cecropi-
na-beta (Jaynes et al., 1993 Plant Sci. 89:43) que torna plantas de ta-
baco transgénicas resistentes a Pseudomonas solanacearum.

[00123] (N) Uma proteina invasiva — viral ou uma toxina complexa
derivada da mesma. Por exemplo, a acumulagé@o de proteinas de re-
vestimento viral em células de plantas transformadas proporciona re-
sisténcia a infeccao viral e/ou desenvolvimento de doenca efetuado
pelo virus do qual o gene de proteina de revestimento é derivado, as-
sim como através de virus relacionados. Resisténcia mediada por pro-
teina de revestimento foi conferida sobre plantas transformadas contra
virus de mosaico de alfafa, virus mosaico de pepino, virus de estria de
tabaco, virus X de batata, virus Y de batata, virus de gravacéo de ta-
baco, virus rattle de tabaco, e virus mosaico de tabaco. Ver, por e-
xemplo, Beachy et al. (1990) Ann. Ver. Phytopathol. 28:451.

[00124] (O) Um anticorpo especifico — inseto ou uma imunotoxina
derivada do mesmo. Assim, um anticorpo alvejado para uma fungéo
metabdlica critica no estbmago de inseto pode inativar uma enzima
afetada, matando o inseto. Por exemplo, Taylor et al. (1994) Abstract
#497, Seventh Intl. Symposium on Molecular Plant-Microbe Interacti-
ons mostra inativagcdo enzimatica em tabaco transgénico via produgao

de fragmentos de anticorpos de cadeia simples.



48/78

[00125] (P) Um anticorpo especifico — virus. Ver, por exemplo, Ta-
vladoraki et al. (1993) Nature 266:469, que mostra que plantas trans-
génicas expressando genes de anticorpo recombinantes sdo protegi-
das de ataque de virus.

[00126] (Q) Uma proteina paralisante de desenvolvimento produ-
zida em natureza por um patdégeno ou um parasita. Assim, endo alfa-
1,4-D poligalacturonases de fungos facilitam coloniza¢do de fungos e
liberacao de nutriente de planta através de solubilizagdo de homo alfa-
1,4-D-galacturonase de parede de célula de planta (Lamb et al., 1992)
Bio/Technology 10:1436. A clonagem e caracterizacdo de um gene
que codifica uma proteina de inibicdo de endo poligalacturonase de
feijao & descrita por Toubart et al. (1992 Plant J. 2:367).

[00127] (R) Uma proteina de paralisacao de desenvolvimento pro-
duzida em natureza por uma planta, tal como o gene de inativacao de
ribossoma de cevada que prové uma resisténcia aumentada para do-
encas de fungos (Longemann et al., 1992). Bio/Technology 10:3305.
[00128] (S) RNA interferéncia, onde uma molécula de RNA é usa-
da para inibir expressao de um gene-alvo. Uma molécula de RNA em
um exemplo é parcialmente ou inteiramente de fita dupla, que dispara
uma resposta de silenciamento, resultando em clivagem de dsRNA em
pequenos RNAs interferentes, que sdo entdo incorporados em um
complexo alvejante que destréi mRNAs homodlogos. Ver, por exemplo,
Fire et al., patente U.S. 6 506 559; Graham et al., patente U.S. 6 573
099.

2. Genes Que Conferem Resisténcia a um Herbicida

[00129] (A) Genes codificando resisténcia ou tolerancia a um her-
bicida que inibe o ponto de crescimento ou meristema, tal como um
herbicida imidazolinona, sulfonanilida ou sulfonil ureia. Genes exem-
plares nesta categoria codificam acetolactato sintase mutante (ALS)
(Lee et al.,, 1988 EMBOJ. 7:1241) também conhecida como enzima
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aceto hidroxiacido sintase (AHAS) (Miki et al., 1990 Theor. Appl. Ge-
net. 80:449).

[00130] (B) Um ou mais adicionais genes codificando resisténcia
ou tolerancia a glifosato proporcionada por genes aroA e EPSP sintase
mutantes, ou através de inativagdo metabdlica por genes tais como
DGT-28, 2mEPSPS, GAT (glifosato acetil transferase) ou GOX (glifo-
sato oxidase) e outros compostos fosfono como glufosinato (genes
pat, bar, e dsm-2), e acidos ariloxifenoxipropidnico e ciclo hexanodio-
nas (genes codificando inibidor de ACCase). Ver, por exemplo, patente
U.S. 4 940 835, que mostra a sequéncia de nucleotideos de uma for-
ma de EPSP que pode conferir resisténcia a glifosato. Uma molécula
de DNA codificando um gene aroA mutante pode ser obtida sob ATCC
numero de acesso 39256, e a sequéncia de nucleotideos do gene mu-
tante € mostrada em patente U.S. 4 769 061. O pedido de patente EP
0 333 033 e patente U.S. 4 975 374 mostram sequéncias de nucleoti-
deos de genes glutamina sintase que conferem resisténcia a herbici-
das como L-fosfinotricina. A sequéncia de nucleotideos de um gene
fosfinotricina acetil transferase € provida no pedido de patente EP 0
242 246. De Greef et al. (1989) Bio/Technology 7:61 descreve a pro-
ducdo de plantas transgénicas que expressam genes bar quiméricos
codificando atividade de fosfinotricina acetil transferase. Genes exem-
plares conferindo resisténcia a acidos ariloxifenoxipropiénicos e ciclo
hexanodionas, tais como setoxidim e haloxifope, sdao os genes Accl-
S1, Accl-S2 e Accl-S3 descritos por Marshall et al. (1992) Theor. Appl.
Genet. 83:435.

[00131] (C) Genes codificando resisténcia ou tolerancia a um her-
bicida que inibe fotossintese, tal como uma triazina (genes psbA egs+)
e uma benzonitrila (gene nittrilase). Przibilla et al. (1991) Plant Cell
3:169 descreve o uso de plasmideos codificando genes psbA mutan-

tes para transformacao de Chlamydomonas. Sequéncias de nucleoti-
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deos para genes nitrilase sdo mostradas na patente U.S. 4 810 648, e
moléculas de DNA contendo estes genes sdo disponiveis sob ATCC
accession numbers 53435, 67441 e 67442. Clonagem e expressao de
DNA codificando uma glutationa S-transferase sao descritas por Hayes
et al. (1992) Biochem. J. 285:173.

[00132] (D) Genes codificando resisténcia ou tolerancia a um her-
bicida que se liga a hidroxifenil piruvato dioxigenases (HPPD), enzimas
que catalisam a reacdo na qual para hidroxifenil piruvato (HPP) é
transformado em homogentisato. Isto inclui herbicidas como isoxazéis
(EP418175, EP470856, EP487352, EP527036, EP560482, EP682659,
patente U.S. 5 424 276), em particular isoxaflutol, que € um herbicida
seletivo para milho, dicetonitrilas (EP496630, EP496631), em particu-
lar 2-ciano-3-ciclo propil-1-(2-SO,CH3-4-CF; fenil) propano-1,3-diona e
2-ciano-3-ciclo propil-1-(2-SO,CH3-4-2,3Cl, fenil) propano-1,3-diona,
tricetonas (EP625505, EP625508, patente US 5 506 195), em particu-
lar sulcotriona, e pirazolinatos. Um gene que produz uma superabun-
dancia de HPPD em plantas pode prover tolerancia ou resisténcia a
tais herbicidas, incluindo, por exemplo, genes descritos nas patentes
U.S. N® 6 268 549 e 6 245 968 e publicacdo de pedido de patente
U.S. N* 2003/0066102.

[00133] (E) Genes codificando resisténcia ou tolerancia a herbici-
das fenoxiauxina, como acido 2,4-dicloro fenoxiacético (2,4-D) e que
também pode conferir resisténcia ou tolerancia a herbicidas ariloxife-
noxipropionato (AOPP). Exemplos de tais genes incluem o gene de
enzima dioxigenase dependente de -cetoglutarato (aad-1), descrito
na patente U.S. 7 838 733.

[00134] (F) Genes codificando resisténcia ou tolerancia a herbici-
das fenoxiauxina, tal como acido 2,4-dicloro fenoxiacético (2,4-D) e
que também podem conferir resisténcia ou tolerancia a herbicidas piri-

diloxiauxina, tais como fluroxipir ou triclopir. Exemplos de tais genes
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incluem o gene de enzima dioxigenase dependente de alfa-
cetoglutarato (aad-12), descrito no W02007/053482 A2.

[00135] (G) Genes codificando resisténcia ou tolerancia a dicamba
(ver, por exemplo, publicacao de patente U.S. 20030135879).

[00136] (H) Genes provendo resisténcia ou tolerancia para herbi-
cidas que inibem protoporfirinogénio oxidase (PPO) (ver patente U.S. 5
767 373).

[00137] () Genes provendo resisténcia ou tolerancia para herbi-
cidas triazina (como atrazina) e herbicidas derivados de ureia (como
diuron) que se ligam a proteinas de nucleo de centros de reacao de
foto-sistema Il (OS Il) (Ver Brussian et al., (1989) EMBO J. 1989, 8(4):
1237-1245.

3. Genes Que Conferem ou Contribuem Para Uma Caracteristica de

Valor Adicionado

[00138] (A) Metabolismo de acido graxo modificado, por exemplo,
através de transformacéo de milho ou Brassica com um gene anti-
sentido ou estearoil —ACP desaturase para aumentar teor de acido es-
tearico da planta (Knultzon et al., 1992) Proc. Nat. Acad. Sci. USA
89:2624.

[00139] (B) Diminuido teor de fitase

[00140] (1) Introducgao de gene codificando fitase, tal como o gene
fitase de Aspergillus niger (Van Hartingsveldt et al.,, 1993 Gene
127:87), aperfeicoa degradacao de fitato, adicionando mais fosfato li-
vre a planta transformada.

[00141] (2) Um gene pode ser introduzido que reduza teor de fita-
to. Em milho, isto, por exemplo, pode ser realizado através de clona-
gem e entdo reintroducédo de DNA associado com o alelo simples que
€ responsavel por mutantes de milho caracterizados por baixos niveis
de acido fitico (Raboy et al., 1990 Maydica 35:383).

[00142] (C) Composicao de carboidrato modificada efetuada, por
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exemplo, através de transformacg@o de plantas com um gene codifi-
cando uma enzima que altera o padréo de ramificacao de amido. E-
xemplos de tais enzimas incluem gene frutosil transferase de Strepto-
coccus mucus (Shiroza et al., 1988) J. Bacteriol. 170:810, gene levan-
sucrase de Bacillus subtilis (Steinmetz et al.,, 1985 Mol Gen. Genel.
200:220), alfa amilase de Bacillus licheniformis (Pen et al., 1992 Bi-
o/Technology 10:292), genes invertase de tomate (Elliot et al., 1993),
gene amilase de cevada (Sogaard et al., 1993 J. Biol. Chem.
268:22480), e enzima de ramificacao de amido de endosperma de mi-
Iho Il (Fisher et al., 1993 Plant Physiol. 102:10450).

Transformacéo

[00143] Apropriados processos para transformacao de plantas in-
cluem qualquer processo onde DNA possa ser introduzido em uma
célula, por exemplo, e sem limitagc&o: eletroporacéo (ver, por exemplo,
patente U.S. 5 384 253); bombardeio com microprojétil (ver, por exem-
plo, patente U.S. 5 015 580; 5 550 318; 5 538 880; 6 160 208; 6 399
861; e 6 403 865); transformacdo mediada com Agrobacterium (ver,
por exemplo, patente U.S. N°* 5 635 055; 5 824 877; 5 591 616; 5 981
840; e 6 384 301); e transformacgao de protoplasto (ver, por exemplo,
patente U.S. 5 508 184). Estes processos podem ser usados para
transformagé&o estavel ou transformacéo transiente de uma planta.

[00144] Um construto de DNA pode ser introduzida diretamente no
DNA gendmico da célula de planta usando técnicas tais como agitagéo
com fibras de carbeto de silicio (ver, por exemplo, patente U.S. 5 302
523, e 5 464 765). Construtos de DNA podem ser diretamente introdu-
zidos em tecido de planta usando processos biolistico, como bombar-
deio de particula de DNA (ver, por exemplo, Klein et al., (1987) Nature
327:70-73). Alternativamente, construtos de DNA podem ser introduzi-
das na célula de planta via transformagé&o de nanoparticula (ver, por

exemplo, publicagdo de patente U.S. N® 2009/0104700, aqui incorpo-
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rada por referéncia em sua totalidade).

[00145] Em adicao, transferéncia de gene pode ser obtida usando
bactérias ou virus ndo Agrobacterium, tais como Rhizobium sp. N-
GR234, Sinorhizobium meliloti, Mesorhizobium loti, virus X de batata,
virus mosaico de couve-flor, virus de estria de mandioca. e/ou virus
mosaico de tabaco, ver, por exemplo, Chung et al. (2006) Trends Plant
Sci. 11(1):1-4.

[00146] Através de aplicagdo de técnicas de transformacéo, células
de virtualmente qualquer espécie de planta podem ser estavelmente
transformadas, e estas células podem ser desenvolvidas em plantas
transgénicas através de técnicas bem conhecidas. Por exemplo, técni-
cas que podem ser particularmente uteis no contexto de transformacéo
de algodao sado descritas nas patentes U.S. 5 846 797; 5 159 135; 5
004 863; e 6 624 344, técnicas para transformacéo de plantas Brassi-
ca em particular s&o descritas, por exemplo, na patente U.S. 5 750
871; técnicas para transformacao de soja sao descritas, por exemplo,
na patente U.S. 6 384 301; e técnicas para transformacao de milho
sao descritas, por exemplo, nas patentes U.S. N® 7 060 876 e 5 591
616, e publicacao PCT Internacional WO95/06722.

[00147] Apos efetuar liberagao de um acido nucleico exégeno para
uma célula receptora, uma célula transformada € genericamente iden-
tificada para ainda cultura e regeneracao de planta. De modo a aper-
feicoar a habilidade para identificar transformantes, pode-se desejar o
emprego de um gene marcador selecionavel com o vetor de transfor-
macao usado para gerar o transformante. Em uma modalidade ilustra-
tiva, uma populagéo de células transformadas pode ser ensaiada atra-
vés de exposicao de células a um agente ou agentes seletivos, ou as
células podem ser selecionadas para a desejada caracteristica de ge-
ne marcador.

[00148] Células que sobrevivem a exposicao a um agente seletivo,
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ou células que tiveram escore positivo em um ensaio de selegao, po-
dem ser cultivadas em meios que suportam regeneragao de plantas.
Em uma modalidade, quaisquer meios de cultura de tecido de planta
apropriados podem ser modificados através de inclusdo de ainda
substancias, tais como reguladores de crescimento. Tecidos de plan-
tas podem ser mantidos sobre meios basicos com reguladores de
crescimento até suficiente tecido ser disponivel para inicio de esforgos
de regeneracao de planta. Alternativamente, seguindo repetidos ciclos
de sele¢do manual, até a morfologia do tecido ser apropriada para re-
generagao (por exemplo, pelo menos 2 semanas), o tecido entdo pode
ser transferido para meios que conduzem a formacao de broto. Cultu-
ras séo transferidas periodicamente até suficiente formacao de brotos
ter ocorrido. Uma vez brotos sejam formados, eles sao transferidos
para meios que conduzem a formagdo de raiz. Uma vez suficientes
raizes sejam formadas, plantas podem ser transferidas para o solo pa-
ra ainda crescimento e maturidade.

[00149] Para confirmar a presenca de um desejado acido nucleico
compreendendo construtos providos em plantas em regeneracéo, uma
variedade de ensaios podem ser realizados. Tais ensaios podem inclu-
ir: ensaios biol6gicos moleculares, tais como Southern e Northern blot-
ting e PCR; ensaios bioquimicos, tal como deteccdo de presenca de
um produto proteina através de meios imunoldgicos, tais como, ELISA,
western blots e/ou LC-MS(MS espectrofotometria) ou através de fun-
¢do enzimatica, tal como, através de ensaios de parte de planta, tais
como ensaios de folha, callus, ou poélen; e/ou analise do fendtipo da
planta regenerada inteira.

[00150] Eventos transgénicos podem ser selecionados, por exem-
plo, através de amplificacdo PCR usando iniciadores oligonucleotideos
especificos para moléculas de acido nucleico de interesse. Genotipifi-

cagdo com PCR é entendida incluir, mas n&o ser limitada a, amplifica-
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cdo PCR de DNA gendmico derivado de tecido de planta hospedeira
isolado e/ou purificado previsto conter uma molécula de acido nucleico
de interesse integrada no genoma, seguido por clonagem padrao, e
analise de sequéncia de produtos de amplificagcédo de PCR. Processos
de genotipificacdo de PCR foram bem descritos (ver, por exemplo, Ri-
os et al., (2002) Plant J. 32:243-53) e podem ser aplicados a DNA ge-
ndémico derivado de quaisquer espécies de plantas ou tipo de tecido,
incluindo culturas de células.

[00151] Combinagdes de iniciadores oligonucleotideos que se ligam
a ambas, sequéncia alvo e sequéncia introduzida, podem ser usadas
sequencialmente ou multiplexadas em reac¢des de amplificacdo PCR.
Iniciadores oligonucleotideos projetados para anelarem-se ao sitio al-
vo, sequéncias de acidos nucleicos introduzidas, e/ou combinacdes
dos dois tipos de sequéncias de acidos nucleicos podem ser produzi-
dos. Assim, estratégias de genotipificacdo de PCR podem incluir, por
exemplo, e sem limitagdo: amplificagdo de sequéncias especificas no
genoma de planta; amplificagdo de multiplas sequéncias especificas
no genoma de planta; amplificacao de sequéncias nédo especificas no
genoma de planta; e combinacdes de quaisquer das anteriores. Aque-
les versados na técnica podem imaginar adicionais combinacdes de
iniciadores e reacdes de amplificacao para interrogar o genoma. Por
exemplo, um conjunto de iniciadores oligonucleotideos dianteiro e re-
verso pode ser projetado para anelar a sequéncia(s) de acido nucleico
especifica para o exterior alvo de limites da sequéncia de acido nuclei-
co introduzida.

[00152] Iniciadores oligonucleotideos dianteiros e reversos podem
ser desenhados para anelarem especificamente a uma molécula de
acido nucleico introduzida, por exemplo, em uma sequéncia corres-
pondendo a uma regido codificante dentro de uma sequéncia de nu-

cleotideos de interesse ali compreendida, ou outras partes da molécu-
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la de acido nucleico. Iniciadores podem ser usados em conjungado com
iniciadores aqui descritos. Iniciadores oligonucleotideos podem ser sin-
tetizados de acordo com uma desejada sequéncia e sao comercial-
mente disponiveis (por exemplo, de Integrated DNA Technologies,
Inc., Coralville, 1A). Amplificacdo pode ser seguida por clonagem e se-
guenciamento, ou por anpalise direta de sequéncia de produtos de
amplificacdo. Em uma modalidade, iniciadores oligonucleotideos es-
pecificos para o gene-alvo sdao empregados em amplificagbes PCR.

Processo de Expressdo de um Transgene

[00153] Em uma modalidade, um processo de expressédo de pelo
menos um transgene em uma planta compreende crescimento de uma
planta compreendendo um promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 (SEQ
ID NO: 2) ligado operavelmente a pelo menos um transgene. Em uma
modalidade, um processo de expressao de pelo menos um transgene
em um tecido de planta ou célula de planta compreende cultura de um
tecido de planta ou célula de planta compreendendo um promotor Ubi-
1 de Z. mays c.v. B104 (SEQ ID NO: 2) ligado operavelmente a pelo
menos um transgene.

[00154] Em uma modalidade, um processo de expressédo de pelo
menos um transgene em uma planta compreende crescimento de uma
planta compreendendo um cassete de expressao de gene compreen-
dendo um promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 (SEQ ID NO: 2) ligado
operavelmente a pelo menos um transgene. Em uma outra modalida-
de, um processo de expressdo de pelo menos um transgene em um
tecido de planta ou célula de planta compreende cultura de um tecido
de planta ou célula de planta compreendendo um cassete de expres-
sédo de gene compreendendo um promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104
(SEQ ID NO: 2) ligado operavelmente a pelo menos um transgene.
[00155] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célu-

la de planta compreende um cassete de expressao de gene compre-
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endendo um promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 (SEQ ID NO: 2) li-
gado operavelmente a um transgene, onde, o promotor Ubi-1 de Z.
mays c.v. B104 (SEQ ID NO: 2) é compreendido por um promotor —
montante (SEQ ID NO: 4), 5-UTR (SEQ ID NO: 6), e um intron (SEQ
ID NO: 8). Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célu-
la de planta compreende um cassete de expressao de gene compre-
endendo um promotor — montante Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 (SEQ ID
NO: 4), 5-UTR (SEQ ID NO: 6), e um intron (SEQ ID NO: 8). Em uma
modalidade, uma planta, um tecido de planta, ou célula de planta
compreende um cassete de expressao de gene compreendendo um
promotor - montante Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 (SE ID NO: 4), 5-UTR
(SEQ ID NO: 6) € um intron (SEQ ID NO: 8) de um gene Ubi-1 de Z.
mays c.v.B104. Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou
celula de planta compreende um cassete de expressao de gene com-
preendendo um promotor — montante Ubi-1 de Z. mays c.v. B104
(SEQ ID NO: 4), 5-UTR (SEQ ID NO: 6), e um intron (SEQ ID NO: 8)
de um gene Ubi-1 de Z. mays c.v. B104.

[00156] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célu-
la de planta compreende um promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104. Em
uma modalidade, um promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 pode ser
SEQ ID NO: 2. Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou
célula de planta compreende um cassete de expressao de gene com-
preendendo um promotor, onde o promotor é pelo menos 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%,
99,8%, ou 100% idéntico a SEQ ID NO:2. Em uma modalidade, uma
planta, tecido de planta, ou célula de planta compreende um cassete
de expressdo de gene compreendendo um promotor Ubi-1 Z. mays
c.v. B104 que esta operavelmente ligado a um transgene. Em uma
modalidade ilustrativa, uma planta, tecido de planta, ou célula de plan-

ta compreende um cassete de expressao de gene compreendendo um
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promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 que esta operavelmente ligado a
um transgene, onde o transgene pode ser um transgene de resisténcia
a inseticida, um transgene de tolerancia a herbicida, um transgene de
eficiéncia de uso de nitrogénio, um transgene de eficiéncia de uso de
agua, um transgene de qualidade nutricional, um transgene de ligagao
de DNA um transgene marcador selecionavel, ou suas combinacgoes.

[00157] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célu-
la de planta compreende um promotor — montante Ubi-1 de Z. mays
c.v. B104. Em uma modalidade, um promotor — montante Ubi-1 de Z.
mays c.v. B104 pode ser SEQ ID NO: 4. Em uma modalidade, uma
planta, tecido de planta, ou célula de planta compreende um cassete
de expressao de gene compreendendo um promotor — montante, onde
o promotor — montante & pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8%, ou 100% idén-
tico a SEQ ID NO: 4. Em uma modalidade, uma planta, tecido de plan-
ta, ou célula de planta compreende um cassete de expressao de gene
compreendendo um promotor — montante Ubi-1 de Z. mays c.v. B104
que esta ligado operavelmente a um transgene. Em uma modalidade
ilustrativa, uma planta, tecido de planta, ou célula de planta compreen-
de um cassete de expressao de gene compreendendo um promotor -
montante Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 que esta operavelmente ligado a
um transgene, onde o transgene pode ser um transgene de resisténcia
a inseticida, um transgene de tolerancia a herbicida, um transgene de
eficiéncia de uso de nitrogénio, um transgene de eficiéncia de uso de
agua, um transgene de qualidade nutricional, um transgene de ligagao
de DNA, um transgene marcador selecionavel, ou suas combinagdes.

[00158] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célu-
la de planta compreende uma 5-UTR ou sequéncia lider de Ubi-1 de
Z. mays c.v. B104. Em uma modalidade, uma 5-UTR ou sequéncia

lider Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 pode ser um polinucleotideo de SEQ
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ID NO: 6. Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célula
de planta compreende um cassete de expressdo de gene compreen-
dendo uma 5-UTR ou sequéncia lider, onde a 5-UTR ou sequéncia
lider é pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8%, ou 100% idéntica a SEQ ID NO: 6. Em
uma modalidade, um cassete de expressao de gene compreende uma
5-UTR ou sequéncia lider Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 que esta opera-
velmente ligada a um promotor, onde o promotor é um promotor Ubi-
quitina, ou um promotor que origina-se de uma planta (por exemplo,
promotor Ubiquitina-1 de Zea Mays), um virus (por exemplo, promotor
de virus mosaico de estria de mandioca) ou uma bactéria (por exem-
plo, Agrobacterium tumefaciens delta mas). Em uma modalidade, uma
planta, tecido de planta, ou célula de planta compreende um cassete
de expresséo de gene compreendendo uma 5-UTR ou sequéncia lider
de Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 que esta ligada operavelmente a um
transgene. Em uma modalidade ilustrativa, uma planta, tecido de plan-
ta, ou célula de planta compreendendo um cassete de expressao de
gene compreendendo uma 5’-UTR ou lider Ubi-1 de Z. mays c.v. B104
que esta operavelmente ligada a um transgene, onde o transgene po-
de ser um gene de resisténcia a inseticida, um transgene de tolerancia
a herbicida, um transgene de eficiéncia de uso de nitrogénio, um
transgene de eficiéncia de uso de agua, um transgene de qualidade
nutricional, um transgene de ligacdo de DNA, um transgene marcador
selecionavel, ou suas co mbinacdes.

[00159] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célu-
la de planta compreende um intron Ubi-1. Em uma modalidade, uma
planta, tecido de planta, ou célula de planta compreende um intron U-
bi-1 de Z. mays c.v. B104. Em uma modalidade, uma planta, tecido de
planta, ou célula de planta compreende um cassete de expresséo de

gene compreendendo um intron, onde o intron é pelo menos 80%,
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85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%,
99,8%, ou 100% idéntica a SEQ ID NO: 8. Em uma modalidade, um
cassete de expressdo de gene compreende um intron Ubi-1 de Z.
mays c.v. B104 que esta operavelmente ligado a um promotor, onde o
promotor € um promotor ubiquitina, ou um promotor que se origina de
uma planta (por exemplo, promotor ubiquitina-1 de Zea mays), um vi-
rus (por exemplo promotor de virus mosaico de estria de mandioca) ou
uma bactéria (por exemplo, Agrobacterium tumefaciens delta mas).
Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célula de planta
compreende um cassete de expressao de gene compreendendo um
intron Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 que esta operavelmente ligado a um
transgene. Em uma modalidade ilustrativa, uma planta, tecido de plan-
ta, ou célula de planta compreende um cassete de expressao de gene
compreendendo um intron Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 que esta opera-
velmente ligado a um transgene, onde o transgene pode ser um trans-
gene de resisténcia a inseticida, um transgene de tolerancia a herbici-
da, um transgene de eficiéncia de uso de nitrogénio, um transgene de
eficiéncia de uso de agua, um transgene de qualidade nutricional, um
transgene de ligacao de DNA, um transgene marcador selecionavel,
ou combinagdes dos mesmos.

[00160] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célu-
la de planta compreende um cassete de expressao de gene compre-
endendo um promotor — montante Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, intron
Ubi-1 e uma 5-UTR Ubi-5 que estdo operavelmente ligadas a um
transgene. O promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104, intron Ubi-1, e uma
5-UTR Ubi-1 podem estar operavelmente ligadas a diferentes trans-
genes dentro de um cassete de expressao de genes quando um cas-
sete de expressado de genes inclui dois ou mais transgenes. Em uma
modalidade ilustrativa, um cassete de expressao de gene compreende

um promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 que esta operavelmente liga-
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do a um transgene, onde o transgene pode ser um transgene de resis-
téncia a inseticida, um transgene de tolerancia a herbicida, um trans-
gene de eficiéncia de uso de nitrogénio, um transgene de eficiéncia de
uso de agua, um transgene de qualidade nutricional, um transgene de
ligacdo de DNA, um transgene marcador selecionavel, ou suas combi-
nacdes. Em uma modalidade ilustrativa, um cassete de expresséo de
gene compreende um intron Ubi -1 de Z. mays c.v. B104 que esta ope-
ravelmente ligado a um transgene, onde o transgene pode ser um
transgene de resisténcia a inseticida, um transgene de tolerancia a
herbicida, um transgene de eficiéncia de uso de nitrogénio, um trans-
gene de eficiéncia de uso de agua, um transgene de qualidade nutri-
cional, um transgene de ligacdo de DNA, um transgene marcador se-
lecionavel, ou suas combi na¢gbes. Em uma modalidade, um cassete
de expressao de gene compreende um intron Ubi-1 de Z mays c.v.
B104 que esta operavel mente ligado a um promotor, onde o promotor
€ um promotor Ubiquitina, ou um promotor que se origina de uma plan-
ta (por exemplo, promotor Ubiquitina-1 de Zea Mays), um virus (por
exemplo, promotor de virus mosaico de estria de mandioca) ou uma
bactéria (por exemplo, Agrobacterium tumefaciens delta mas). Em
uma modalidade i lustrativa, um cassete de expressao de gene com-
preende uma 5-UTR Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 que esta operavel-
mente ligada a um transgene, onde o transgene pode ser um transge-
ne de resisténcia a inseticida, um transgene de tolerancia a herbicida,
um transgene de eficiéncia de uso de nitrogénio, um transgene de efi-
ciéncia de uso de agua, um transgene de qualidade nutricional, um
transgene de ligacdo de DNA, um transgene marcador selecionavel,
ou uma combinag&o dos mesmos.

[00161] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célu-
la de planta compreende um vetor compreendendo um elemento regu-

lador de promotor de gene constitutivo como aqui mostrado. Em uma
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modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célula de planta compre-
ende um vetor compreendendo um elemento regulador promotor de
gene constitutivo, como aqui mostrado, ligado operavelmente a um
transgene. Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célu-
la de planta compreende um vetor compreendendo um cassete de ex-
pressao de gene, como aqui mostrado. Em uma modalidade, um vetor
pode ser um plasmideo, um cosmideo, um cromossoma artificial bac-
teriano (BAC), um bacteriéfago, ou u m fragmento de virus.

[00162] Em uma modalidade, uma planta, um tecido de planta, ou
célula de planta, de acordo com o processo aqui mostrado, pode ser
monocotiledénea. A planta, tecido de planta, ou célula de planta mo-
nocotileddnea pode ser, mas néo é limitada a milho, arroz, trigo, cana-
de-agucar, cevada, centeio, sorgo, orquideas, bambus, banana, tabu-
as, lirios, aveia, cebola, paingo, e hibrido de trigo e centeio. Em uma
outra modalidade, uma planta, tecido de planta, ou célula de planta, de
acordo com o0s processos aqui mostrados, pode ser dicotiledénea. A
planta, tecido de planta, ou célula de planta dicotiledénea pode ser,
mas néo é limitada a colza, canola, mostarda Indiana, mostarda da
Etiopia, soja, girassol, e algodéo.

[00163] Com relagao a producgdo de plantas geneticamente modifi-
cadas, processos para a engenharia genética de plantas s&o bem co-
nhecidos na técnica. Por exemplo, numerosos processos para trans-
formacao de plantas foram desenvolvidos, incluindo protocolos de
transformacédo biologica e fisica para plantas dicotiledéneas assim co-
mo plantas monocotiledéneas (por exemplo, Goto-Fumiyuki et al., Na-
ture Biotech 17.282-286 (1999); Miki et al., Methods in Plant Molecular
Biology and Biotechnology, Glick, B. R. and Thompson, J. E. Eds,,
CRC Press, Inc., Boca Raton, pp. 67-88 (1993)). Em adicao, vetores e
processos de cultura in vitro para célula de planta ou transformacéo de

tecido e regeneragdo de plantas sao disponiveis, por exemplo, em
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Gruber et al., Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology,
Glick, B.R. and Thomson, J.E. Eds., CRC Press, Inc., Boca Raton, pp.
89-119 (1993).

[00164] Aqueles versados na técnica reconhecerao que apos a se-
quéncia exdgena ser estavelmente incorporada em plantas transgéni-
cas e confirmada ser operavel, ela pode ser introduzida em outras
plantas através de cruzamento sexual. Qualquer um de um numero de
técnicas de cultivo padrdo pode ser usada, dependendo das espécies
a serem cruzadas.

[00165] Uma célula, raiz, folha, callus, pélen, tecido de planta trans-
formada, ou planta pode ser identificada e isolada através de seleg¢éo
ou separacado de material de planta engenhada para caracteristicas
codificadas pelos genes marcadores presentes sobre o DNA transfor-
mante. Por exemplo, sele¢do pode ser realizada através de crescimen-
to de material de planta engenhada sobre meios contendo uma quan-
tidade inibidora de um antibiético ou herbicida para o qual a construto
de gene transformante confere resisténcia. Inda, células transformadas
também podem ser identificadas através de selecao para as atividades
de quaisquer genes marcadores visiveis (por exemplo, os genes YFP,
GFP, beta-glicuronidase, Luciferase, ou C1) que possam estar presen-
tes sobre os construtos de acido nucleico recombinantes. Tais metodo-
logias de selegao e separacdo sao bem conhecidas por aqueles ver-
sados na técnica.

[00166] Processos fisicos e bioquimicos também podem ser usados
para identificacado de plantas ou células de plantas transformantes con-
tendo construtos de genes inseridos. Estes processos incluem, mas
nao sao limitados a: 1) analises Southern ou amplificacdo PCR para
deteccdo e determinacao de estrutura da insercdo de DNA recombi-
nante; 2) Northern blot, protecdo de S1 RNase, extenséo — iniciador, ,

ou amplificagdo de PCR - transcriptase reversa para deteccao e exa-
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me de transcritos de RNA dos construtos de gene; 3) ensaios enzima-
ticos para deteccéo de atividade de enzima ou ribozima, onde tais pro-
dutos genes sao codificados pelo construto de gene; 4) analise de se-
guenciamento de geracao seguinte (NGS); ou 5) eletroforese de gel de
proteina, técnicas de western blot, imunoprecipitagdo, ou ensaio imu-
nossorvente ligado — enzima (ELISA), onde os produtos de construto
de gene sao proteinas. Adicionais técnicas, tais como hibridizagdo i n
situ, manchamento de enzima, e imunomanchamento, também podem
ser usadas para detectar a presenca ou expressao do construto re-
combinante em especificos érgaos e tecidos de plantas. Os processos
para modalidade de todos estes ensaios s&o bem conhecidos por a-
queles versados na técnica.

[00167] Efeitos de manipulagdo de gene usando os processos aqui
mostrados podem ser observados através de, por exemplo, Northern
blots do RNA (por exemplo, mRNA) isolado dos tecidos de interesse.
Tipicamente, se 0 mMRNA esta presente ou a quantidade de mRNA
aumentou, pode ser assumido que o correspondente transgene esta
sendo expresso. Outros processos de medigdo de atividade de gene
e/ou polipeptideo codificado podem ser usados. Diferentes tipos de
ensaios enzimaticos podem ser usados, dependendo do substrato u-
sado e o processo de detecgdo de aumento ou diminuicdo de um pro-
duto ou subproduto de reacdo. Em adigcdo, os niveis de polipeptideo
expresso podem ser medidos imunoquimicamente, através de empre-
go de ELISA, RIA, EIA, e outros ensaios baseados em anticorpos bem
conhecidos por aqueles versados na técnica, tal como, através de en-
saios de deteccgéo eletroforética (tanto com manchamento ou western
blotting). Como um exemplo nao limitante, a detec¢do das proteinas
AAD-1 (ariloxialcanoato dioxigenase; ver WO 2005/107437) e PAT
(fosfinotricina-N-acetil-transferase) usando um ensaio ELISA é descrito

na publicagdo de patente U.S. 20090093366 que é aqui incorporado
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por referéncia em sua totalidade. O transgene também pode ser seleti-
vamente expresso em alguns tipos de células ou tecidos da planta ou
em alguns estagios de desenvolvimento. O transgene também pode
ser substancialmente expresso em todos os tecidos de plantas e ao
longo de seu inteiro ciclo de vida. Entretanto, qualquer modo de ex-
pressdo combinatorial também é aplicavel.

[00168] A presente exposicdo também abrange sementes das plan-
tas transgénicas descritas acima, onde a semente compreende o0 gene
reporter, transgene, ou cassete de expressao de gene. A presente ex-
posicéo também abrange a progénie, clones, linhas de células, ou cée-
lulas das plantas transgénicas descritas acima, onde a dita progénie,
clone, linha de células, ou célula compreende o gene repérter, trans-
gene, construto de gene.

[00169] Embora a inveng¢ao tenha sido descrito com referéncia a
especificos processos e modalidades, deve ser apreciado que varias
modificacbes e mudangas podem ser feitas sem se fugir da invencéo
aqui descrita.

Exemplos
Exemplo 1: Identificacdo e Isolamento de Novo Promotor

[00170] Uma nova sequéncia promotora do gene Ubi-1 de Zea
mays c.v. B104 foi amplificada usando Reacao de Cadeia Polimerase
(PCR). Oligonucleotideos (Tabela 1) designados para amplificar o no-
vo promotor, Z. mays c.v. B104, foram derivados de regides conserva-
das da sequéncia promotora Ubi-1 de Z. mays c.v. B73, que serviu
como o controle. Um produto de PCR foi obtido de Z. mays c.v. B104 e
foi caracterizado.

[00171] O produto de PCR compreendendo o novo promotor foi
clonado em vetores Topo usando Invitrogen Zero Blunt TOPO PCR
Cloning kit de acordo com instru¢cdes do fabricante. Um mapa de vetor

mostrando o plasmideo clonado compreendendo o novo produto de
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PCR promotor é provido. Plasmideo pDAB105712 corresponde a Z.
mays c.v. B104 (Figura 2).

Tabela 1: Iniciadores usados para amplificacdo PCR de novos promotores Ubi-1

SEQ ID NO:
Iniciador dianteiro: GCTACCGCGGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATG 9
Iniciador reverso: AGTCAGGTACCCTGCAGAAGTAACACCAAACAACAG 10

A sequéncia especifica — promotora dos iniciadores de PCR esta sublinhada. A sequéncia
iniciador localizada 5’ a montante da sequéncia especifica — promotora é sequéncia ligante
usada para clonagem

[00172] Apo6s clonagem, a insercéo promotora contendo o produto
de PCR foi sequenciada usando processos conhecidos por aqueles
versados na técnica. As sequéncias de polinucleotideos promotoras de
Z. mays c.v. B104 (Figura 4) foram alinhadas em computador e subse-
guentemente analisadas para homologia de sequéncia para a sequén-
cia controle Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (Figura 3). Processos de bioin-
formatica e/ou programas de suporte l6gico conhecidos por aqueles
versados na técnica, tais como ClustalW ou Sequencher, foram usa-
dos para realizar as analises de homologia de sequéncia.

Exemplo 2: Caracterizacdo de novo promotor

[00173] Analise de homologia de sequéncia (Figuras 3-7), incluindo
alinhamento de sequéncia e comparagao a sequéncia controle Ubi-1
de Z. mays c.v. B73 (SEQ ID NO: 1; Figura 3) revelou uma nova se-
quéncia promotora Ubi-1, obtida de Z. mays c,v, B104 (SE ID NO: 2;
Figura 4), compreendida por sequéncias de polinucleotideos de trés
regides distintas: 1) uma regidao promotora a montante (SEQ ID NO: 4);
2) uma 5-UTR (SEQ ID NO: 6), e 3) um intron (SEQ ID NO: 8). As re-
gides promotoras e elementos promotores especificos de Z. mays c.v.
B104 foram analisados para homologia de sequéncia a sequéncia con-
trole Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (Figuras 5-7). Mais especificamente,
alinhamento de sequéncia foi realizado para comparar independente-

mente o promotor a montante, 5’-UTR, e regides intronicas, assim co-
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mo a caixa TATA e Elemento de Choque Térmico (HSE), elementos
reguladores do promotor Z. mays c.v. B104 para as correspondentes
regides da sequéncia controle Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (Figuras 5-7,
Tabela 2).

Tabela 2: Homologia de sequéncias (%) entre promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 e novo

promotor Ubi-1

Promotor Total Promotor — 5-UTR/ intron Caixa Elemento
montante Lider TATA  de Choque
Térmico
Z. mays 85,7 934 96,4 78,2 100 100
c.v. B104

[00174] A Figura 5 mostra o alinhamento de sequéncias das regides
promotoras — montante do promotor Z. mays c.v. B104 comparadas a
regiao promotora — montante da sequéncia promotora controle Ubi-1
Z. mays c.v. B73. A Figura 6 mostra o alinhamento de sequéncia da 5'-
UTR ou sequéncia lider do promotor Z. mays c.v. B104 comparada a
5-UTR ou sequéncia lider da sequéncia promotora controle Ubi -1 de
Z. mays c.v. B73. A Figura 7 mostra o alinhamento de sequéncias das
regides intrébnicas do promotor Z. mays B104 comparadas a sequéncia
intrébnica da sequéncia promotora controle de Ubi-1 de Z. mays c.v.
B73.

[00175] Os elementos promotores obtidos de Z. mays B104 mostra-
ram 85,7% de identidade de sequéncia total (Tabela 2) para a sequén-
cia de Ubi-1 de Z. mays. Caracterizagdo da nova sequéncia promotora
de Z mays c.v. B104 confirmou que maioria dos elementos regulado-
res promotores (isto é, uma caixa TATA ou Elemento de Choque Tér-
mico) tipicamente encontrados em um promotor funcional, também fo-
ram altamente conservados dentro de regides promotoras de nucleo
do promotor de Z. mays c.v. B104 (Tabela 2). Por exemplo, a Figura 5
mostra uma caixa TATA altamente conservada (pares de bases 869-
876 mostrada em italico e sublinhada) que foi identificada e verificada

estar localizada aproximadamente 50 bp 5 a montante da TSS na re-
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gidao promotora — montante do novo promotor Ubi-1 de Z. mays c.v.
B104. Similarmente, a Figura 5 mostra duas sequéncias de Elemento
de Choque Térmico (HSE) em sobreposicao (pares de bases 457-481
mostrados como sublinhados e 482-500 mostrados em sublinhado du-
plo, respectivamente) foram conservadas no novo promotor Ubi-1 de
Z. mays c.v. B104 analisado neste estudo e foram localizadas aproxi-
madamente 200 pb 5’ a montante da TSS.

[00176] Embora somente pequenos niveis de variagdo tenham sido
observados na 5-UTR ou sequéncia lider do novo promotor Ubi-1 de
Z. mays c.v. B104 como comparada a sequéncia controle de Ubi-1 de
Z. mays c.v. B73 (Figura 6), areas de menor conservagao de sequén-
cia na regidao promotora — montante (Figura 5) e regido intron (Figura
7) também foram identificadas. De fato, maior parte da variagao de se-
quéncia no promotor de Z. mays c.v. B104 foi especificamente contri-
buida pela sequéncia intron, que mostrou somente 78,2% de similari-
dade de sequéncia para o intron Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (Figura 7,
Tabela 2). Em particular, uma corrida de 310 pb de polinucleotideos
localizados na extremidade 5’ do intron de Z. mays c.v. B104 foi a
mais diversa (pares de bases 30-340), enquanto a extremidade 3’ do
intron foi verificada ser bastante conservada (Figura 7). Ao contrario,
as regides promotoras — montante e 5-UTR do promotor de Z. mays
c.v. B104 foram relativamente conservadas (Figs. 5 e 6), tendo 93,4%
e 96,4% de identidade de sequéncia para o promotor Ubi-1 de Z. mays
c.v. B73, respectivamente (Tabela 2).

[00177] Em adicédo, ainda existem motivos reguladores na regido de
promotor — montante Ubi -1 de Z. mays que se estende 100-200 pb &’
montante da TSS. Estes motivos ligam fatores de transcricdo que inte-
ragem com o complexo de iniciagdo de transcricdo e facilitam sua
montagem, aperfeicoam sua estabilidade, ou aumentam a eficacia de

escape de promotor uma vez a maquinaria transcricional desligue
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(PEREMARTI et al. 2010). Assim, supressdes, substituicdes, e de-
semparelhamentos dentro desta regiao reguladora afeta potencialmen-
te ambas, resisténcia e especificidade de promotor.

Exemplo 3: Construto de vetor usando 0os novos promotores para ex-

pressao de gene

[00178] A menos que de outro modo indicado, manipulacgdes biolo-
gicas e bioquimicas descritas neste e subsequentes Exemplos foram
realizadas através de metodologias padrées como mostradas em, por
exemplo, Ausubel et al. (1995), e Sambrook et al. (1989), e atualiza-
¢des dos mesmos. As construtos usadas nos experimentos séo descri-
tas em maior detalhe abaixo (Tabela 3).

[00179] Os promotores de Z. mays compreendendo o promotor —
montante, 5-UTR, e regides intrbnicas, como previamente descritas,
foram extraidos do gene Ubi-1 da espécie Z. mays e os amplicons de
PCR foram purificados com gel usando QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen Carlsbad, CA). A sequéncia de polinucleotideos promotora foi
entdo clonada em um Gateway Entry Vector (Invitrogen) usando técni-
cas de clonagem padréo conhecidas. O resultante Gateway Entry Vec-
tor compreendendo a sequéncia promotora Ubi-1 para Z. mays c.v.
B104 foi confirmado vis digestao de restricdo e sequenciamento. Um
vetor entrada controle compreendendo a sequéncia promotora Ubi-1
de Z. mays c.v. B73 também foi clonado em um vetor entrada de por-
tdo usando técnicas de clonagem padrdes conhecidas.

[00180] Em adigao as sequéncias promotoras Ubi-1, o vetor de en-
trada também compreendeu o gene repérter de proteina fluorescente
amarela da espécie Phialidium (PhiYFP; Shagin, D.A., (2004) Mol Biol
Evol. 21; 841-50) com um intron ST-LS1 incorporado na sequéncia
(Vancanneyt, G., (1990) Mol Gen Genet. 220; 245-50) e a regiao 3'-
UTR do gene Zea mays Peroxidase 5 ((ZmPer5; patente U.S. 6 699

984). Mapas de vetores mostrando os vetores entradas clonados com-
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preendendo cada uma das sequéncias promotoras sao providos.
Construto pDAB105742 corresponde ao vetor entrada controle com-
preendendo a sequéncia promotora de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73.
Construto pDAB105739 corresponde ao vetor entrada compreendendo
sequéncia promotora de Z. mays c.v. B104. Assim, vetores entradas
compreendendo cassetes de expressao de gene compreendendo um
promotor Ubi-1 de Z. mays, o gene PhiYFP, e ZmPer5 3’-UTR foram
estabelecidos.

[00181] Como descrito na Tabela 3, uma construto de vetor de ex-
pressao binario, compreendendo o gene reporter PhiYFP dirigido pela
nova sequéncia promotora e terminada pela ZmPer5 3’-UTR, foi cons-
truida. Vetores de expresséo ou transformacao para transformacao de
embrido de milho mediada — Agrobacterium foram construidos através
do uso de processos de clonagem padrdes e reacdes de recombina-
cdo Gateway empregando um vetor binario de destinacao padréo,
pDAB101917, e os vetores de entrada compreendendo os cassetes de
expressao de gene, como descrito acima.

[00182] O vetor de destinacao binario, pPDAB101917, compreendeu
um gene de tolerdncia a herbicida, fosfinotricina acetil transferase
(PAT; Wehrmann et al.,, 1996, Nature Biotechnology 14:1274-1278).
No vetor pDAB101917, expressao de gene PAT estava sob o controle
de um promotor Ubi-1 de Z. mays, 5-UTR, e intron. O vetor
pDAB101917 também compreendeu uma regido 3’-UTR do gene lipa-
se de Z. mays (ZmLip; patente U.S. 7 179 902). A 3-UTR de ZmLip foi
usada para terminar transcricdo do mRNA de PAT. A reacgao de re-
combinagdo Gateway permitiu a inser¢gdo de cada vetor de entrada
compreendendo o cassete de expressao de gene (isto €, um promotor
Ubi -1 de Z. mays c.v. B104 ou Z. mays c.v. B73, o gene PhiYFP, e a
ZmPer5 3’-UTR) no vetor binario de destinagao pDAB101917. Os veto-

res entradas foram inseridos no vetor de destinagcédo pDAB101917 en-
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tre bordas A e B T-DNA, e a montante do cassete de expresséo PAT.

Tabela 3: Construto de vetor de expressao de gene binario

Construto de vetor de entrada Construto de vetor de des-
tinacado
Constru- Promotor Trans-  3’-UTR | Promotor Gene 3'- Figu-
to de gene Re- UTR ra
vetor porter
binéario
pDAB105 Z. mays c.v. PhiYFP | ZmPer5 | Z. mays PAT | ZmLip 8
748 B73 Ubi-1 Ubi-1
pDAB105 Z. maysc.v. PhiYFP | ZmPer5 | Z. mays PAT | ZmLip 9
745 B104 Ubi-1 Ubi-1

[00183] Mapas vetores mostrando a construto de expresséo binaria,
pDAB101917, com os cassetes de expressao de gene compreendidos
por um promotor Ubi-1 de Z. mays, o gene PhiYFP, e a ZmPer5 3'-
UTR incorporadas, sao providos. Construto controle, pDAB105748,
corresponde ao cassete de expressdao de gene compreendendo o
promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (Figura 8). Em adi¢&o, construto
pDAB105745 corresponde ao cassete de expressédo de gene compre-
endendo sequéncia promotora Ubi-1 de Z. mays c.v. B104 (Figura 9).
Exemplo 4: Transformacé&o de Planta

[00184] Construtos de vetores binarios, pDAB105748 (Z. mays c.v.
B73) e pDAB105745 (Z. mays c.v. B104), foram cada uma transforma-
das em Agrobacterium tumefaciens linhagem EHA101, usando técni-

cas padrdes de transformacao. Colbénias bacterianas foram isoladas e
DNA plasmideo binario foi extraido, purificado, e confirmado via diges-
t&do com enzima de restricao.

[00185] Transformagao de plantas de milho foi realizada de acordo
com o protocolo descrito em Veja et al., 2008, Plant Cell Rep 27:297-
305 que empregou transformacao mediada com Agrobacterium e o
gene fosfinotricina acetil transferase (PAT; Wehrmann et al., 1996, Na-
ture Biotechnology 14:1274-1278) como um marcador de planta sele-
cionavel. Culturas de Agrobacterium tumefaciens compreendendo os
construtos de vetor binario (descritas acima) foram usadas para trans-
formar plantas Z. mays c.v. Hi-ll e produzir primeiro round, Ty, de even-

tos de milho transgénicos (Tabela 4). Os embriées zigoticos imaturos
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foram produzidos, preparados, e colhidos 2,5 meses apods transforma-
cao.

[00186] Resultados de transformacgdes para os construtos de ex-
presséo de gene individuais sdo ainda descritos na Tabela 4. O nume-
ro total de embrides produzidos, o numero total de eventos transgéni-
cos observados no estagio de callus e na planta total, assim como a
porcentagem de eficiéncia de transformacao total sdo mostrados. Efi-
ciéncia de transformacéo total dos construtos de express&o binaria é
menor do que previamente reportado (Veja et al., 2008) devido a pobre

vigor de embrido em muitos experimentos

Tabela 4: Primeiro round, Ty, resultados de transformacg&o de milho

Construto de vetor Total # Em- Numero Numero de even- | Eficién-

binario brides de Callus tos transgénicos cia (%)
pDAB105748 545 221 33 6,1
pDAB105745 454 227 25 55

Exemplo 5: Analise de nimero de copias de transgene

[00187] Integracao estavel do transgene PhiYFP dentro de genoma
das plantas de Z.mays transgénicas foi confirmada via um ensaio de
sonda de hidrolise. Plantulas de Z. mays transgénicas estavelmente
transformadas que desenvolveram a partir dos calli foram obtidas e
analisadas para identificagdo de eventos que contiveram um baixo
numero de coépias (isto &, 1-2 cdpias) de insergcdes fita-T de inteiro
comprimento.

[00188] O sistema Roche Light Cycler 480 foi usado para determi-
nar o numero de copias de transgene de acordo com instrugcées do
fabricante. O processo utilizou uma reagcao PCR TagMan biplexada
que empregou oligonucleotideos especificos para o gene PhiYFP e
para o gene de referéncia endégeno, Z. mays Invertase (Zmlinv; Gen-
bank Accession No.: U16123.1), em um ensaio simples. Numero de
copias e zigosidade foram determinados através de medigéo de inten-

sidade de fluorescéncia especifica — PhiYFP, em relacao a fluorescén-
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cia especifica — Zmlnv, como comparadas a conhecidos padrdes de
numero de copias.

[00189] Um fragmento de DNA especifico — gene PhiYFP foi ampli-
ficado com um conjunto iniciador / sonda TagMan contendo uma son-
da marcada com corante fluorescente FAM, e Zminv foi amplificado
com um segundo conjunto de iniciador / sonda TagMan contendo uma
sonda marcada com fluorescéncia HEX (Tabela 5). Iniciadores e son-
das para analise de numero de copias foram comercialmente sinteti-
zados por Integrated DNA Technologies (Coralville, IA). A metade fluo-
rescente FAM foi excitada em uma densidade 6tica de 465/510 nm, e
a metade fluorescente HEX foi excitada em uma densidade otica de
533/580 nm.

[00190] Reagdes PCR foram preparadas em um volume de reagéo
final de 10 microlitros usando reagentes, como descrito na Tabela 6.
Fragmentos de DNA especificos — gene foram amplificados de acordo
com as condi¢des de termociclizacao mostradas na Tabela 7. Numero
de copias e zigosidade das amostras foram determinados através de
medicao de intensidade relativa de fluorescéncia especifica para o ge-
ne reporter, PhiYFP, para fluorescéncia especifica para o gene refe-
réncia, Zmlnv, comparada a padrdes de numero de cdpias conhecidos.
[00191] Padrbées de numero de codpias foram criados através de di-
luicdo de vetor, pDAB108706, em DNA genbmico de Z. mays c.v.
B104 (gDNA) para obter padrdes com uma conhecida razao de
pDAB108706:gDNA. Por exemplo, amostras tendo uma, duas, e qua-
tro copias de DNA vetor por uma copia do gDNA de Z. mays c.v. B104
foram preparadas. Diluigbes de uma e duas cédpias do pDAB108706
misturadas com o padrao gDNA de Z. mays c.v. B104, e um evento Z.
mays controle que foi conhecido ser homozigoto (isto &, evento Z.
mays 278; ver publicacdo de patente internacional PCT N> WO
2011/022469 A2).
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[00192]

zando oligonucleotideos especificos para o gene PAT e o gene refe-

Um ensaio de amplificagdo PCR biplexado TagMan utili-

réncia Zmlnv endogeno, respectivamente, foi realizado. Amplificagéo
PCR para detectar um fragmento de DNA especifico — gene para PAT
com um conjunto iniciador TagMan e uma sonda marcada com corante
fluorescente FAM foi empregada (Tabela 5). Um segundo conjunto ini-
ciador e uma sonda marcada com corante fluorescente HEX também
foram usados para amplificar e detectar o gene controle / referéncia
enddgeno Zminv (Tabela 5). A mistura de reagcdo TagMan PAT foi
preparada como mostrado na Tabela 6 e os especificos fragmentos
foram amplificados de acordo com as condi¢cdes mostradas na Tabela
7.

[00193]

de plantas transgénicas obtidas via transformacdo com diferentes

Resultados das analises de numero de copias de transgene

construtos promotoras sdo mostrados em Tabela 8. Somente plantas
com 1-2 copias do transgene PhiYFP foram transferidas para a estufa

e crescidas para ainda analises de expressao.

Tabela 5: Iniciadores e sondas para ensaios de niumero de copias

Gene Iniciador / Sonda Sequéncia de Nucleotideos SEQ
ID NO:
PhiYFP iniciador dianteiro CGTGTTGGGAAAGAACTTGGA 11
iniciador reverso CCGTGGTTGGCTTGGTCT 12
sonda (Sequéncia/ mar- | 5FAM/CACTCCCCACTGCCT 13
cador fluorescente)
Controle Iniciador dianteiro TGGCGGACGACGACTTGT 14
Zmlnv Iniciador reverso AAAGTTTGGAGGCTGCCGT 15
Sonda (sequéncia/ mar- | 5HEX/ICGAGCAGACCGCCGTGTACTT 16
cador fluorescente)
PAT Iniciador dianteiro ACAAGAGTGGATTGATGATCTAGA- 17
GAGGT
Iniciador reverso CTTTGATGCCTATGTGACACGTAAA- 18
CAGT
Sonda (sequéncia /| 5FAM/GGTGTTGTGGCTGGTATTGCT 19
rétulo fluorescente) TACGCTGG
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Tabela 6: Reagentes de reacdo PCR de numero de copias Tagman

reagente concentragdo | volume (mi- | concentragdo
de trabalho crolitro) final
agua - 0,5 -
Roche LightCycler Master Mix 2X 5 1X
Iniciador dianteiro PhiYFP 10 uM 0,4 400 nM
Iniciador reverso PhiYFP 10 uM 0,4 400 nm
Sonda PhiYFP — marcada FAM 5 uM 0,4 200 nM
Iniciador dianteiro Zminv 10 uM 0,4 400 nM
Iniciador reverso Zminv 10 uM 0,4 400 nM
Sonda Zminv — marcada com 5 uM 0,4 200 nM
HEX
Polivinil pirrolidona (PVP) 10% 0,1 0,10%
Molde DNA genémico ~5 ng/uL 2 10 ng/pL

Tabela 7: condi¢cbes de termociclizacdo para amplificagdo PCR de numero de
copias

Etapa de PCR Temperatura (°C) Tempo numero de ciclos
1 95 10 minutos 1
2 95 10 segundos
58 35 segundos 40
72 1 segundo
3 40 10 segundos 1

Tabela 8: analise de niumero de cépias de transgene de plantas transgénicas

Construto Eventos analisados | Simples (1-2 c6pias) complexo (> 2
copias)
105748 21 15 6
105745 11 9 2

Exemplo 6: Quantificacdo ELISA de proteinas PhiYFP e PAT

[00194] Plantas foram amostradas em estagio V4-5 de desenvolvi-

mento usando um ensaio ELISA de folha. Amostras foram coletadas
em placas de tubos de coleta de 96 cavidades e 4 discos de folha (ta-
manho de puncao de orificio de papel) foram tomados para cada a-
mostra. Dois BBs de 4,5 mm (Daisy Corporation, Roger, AR) e 200 mi-
crolitros de tampao de extragéo [1x PBS suplementado com Tween-20
0,05% e BSA 0,05% (Millipore Probumin, EMD Millipore Corp., Billeri-
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ca, MA)] foram adicionados a cada tubo. Adicionais 200 microlitros de
tampao de extracao foram adicionados a cada tubo seguido por inver-
sdo para misturar. Placas foram giradas por 5 minutos em 3000 rpm.
Sobrenadante foi transferido para correspondentes cavidades emplaca
de 96 cavidades estocada sobre gelo. As placas Nunc 96-well Maxi-
Sorp (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL) foram usadas para
ELISA. Placas foram revestidas com anticorpo de captura anti-YFP
monoclonal de camundongo (OriGene Technologies Inc., Rockville,
MD). O anticorpo foi diluido em PBS (1 pg/mL) e 150 microlitros de
PBS diluido foram adicionados por cavidade. As placas foram incuba-
das por toda noite a 4°C. As placas de toda a noite foram mantidas em
temperatura ambiente por 20-30 minutos antes de lavagem 4x com
350 microlitros de tampao de lavagem [1x PBS suplementado com
Tween-20 0,05% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)]. Placas foram blo-
queadas com 200 microlitros por cavidade de tamp&o de bloqueio [1x
PBS suplementado com Tween-20 0,05% plus BSA 0,5% (Millipore
Probumin)] por um minimo de 1 hora a +37°C seguido por 4x lavagem
com 350 microlitros de tampao de lavagem (Tomtec QuadraWash 2,
Tomtec, Inc., Hamden, CT).

[00195] Para ELISA YFP, Phi-YFP recombinante Evrogen 1 mg/mL
(Axxora LLC, Farmingdale, NY) foi usado como um padrao. Uma cur-
va-padrédo de adaptacéo de 5-parametros (entre padrbes de 12 ng/mL
e 0,125 ng/mL) foi usada para assegurar que todos os dados caem na
porcdo linear da curva. 100 microlitros de padrdo ou amostra foram
adicionados a cavidade. Uma diluicdo 1:4 minima de amostra no Tam-
pao de Ensaio foi usada. Placas foram incubadas por 1 hora em tem-
peratura ambiente sobre agitador de placa (250 rpm; Titer Plate sha-
ker) seguido por lavagem 4x com 350 microlitros de tampao de lava-
gem (Tomtec QuadraWash 2). Cerca de 100 microlitros de anticorpo

primario anti-PhiYFP policlonal de coelho Evrogen 1 micrograma / mL
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(Axxora) foi adicionado a cada cavidade. Placas foram incubadas por 1
hora em temperatura ambiente sobre um agitador de placa em 250
rpm seguido por lavagem 4x com 350 microlitros de tampé&o de lava-
gem (Tomtec QuadraWash 2). A seguir, 100 microlitros de anticorpo
secundario HRP IgG anti-coelho (Thermo Scientific) diluido 1:5000 em
tampéao de Ensaio / Bloqueio, cujas proteinas PAT foram quantificadas
usando kit de Envirologix (Portland, ME). As ELISAs foram realizadas
usando multiplas diluicdes de extratos de plantas e reagentes e instru-
¢Oes essencialmente como providos pelos fornecedores.

Exemplo 7: Expressido estavel de planta de transgene ligado opera-

velmente a novos promotores

[00196] Expressao de proteina foi observada em tecidos de planta
transgénica. Por exemplo, expressao de PhiYFP foi observada em calli
de plantas T, que foram estavelmente transformadas através de co-
cultivo com Agrobacterium. As plantas transgénicas foram crescidas
de embrides de Z. mays transformados usando as construtos de vetor
binario compreendendo o novo promotor, pDAB105745 (Z. mays c.v.
B104, Figura 9) e o promotor controle, pDAB105748 (Z. mays c.v. B73,
Figura 8). Os calli de plantas foram observados sob um microscépio
estéreo (Leica Microsystems, Buffalo Grove, IL) usando um filtro YFP e
uma fonte de luz de 500 nm. Exemplos representativos da expressao
estavel de PhiYFP observada no tecido de callus das plantas de milho
T, transgénicas compreendendo pDAB105745 como comparadas ao
controle, pDAB105748, sao mostrados na Figura 10. Os dados confir-
mam que o novo promotor compreendendo pDAB105745 (Z. mays c.v.
B104), como aqui descrito, € capaz de dirigir robusta expressdo do
gene PhiYFP em tecido de callus de plantas transgénicas T.

[00197] Como descrito na Tabela 8, plantas inteiras que contiveram
um baixo numero de copias (isto &, 1-2 cdpias) do transgene PhiYFP

foram crescidas em uma estufa. Em geral, cerca de cinco (5) a cerca
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de dez (10) eventos por construto e cerca de cinco (5) plantas por e-
vento foram usadas para analises de expressado T,. Os dados de ELI-
SA revelaram consistente expressao da proteina PhiYFP nas folhas de
plantas de milho T4 usando construtos vetores compreendendo o novo
promotor pDAB105745 (Z. mays c.v. B104), comparada ao construto
controle, pDAB105748 (Z. mays c.v. B73).

[00198] Uma expressado de proteina PhiYFP média de aproxima-
damente 347 ng/mg (+/- 22,9 ng/mg) de PhiYFP foi observada para as
plantas T, compreendendo a nova construto promotora, pDAB105745
(Z. mays c.v. B104, Figura 9), comparado a aproximadamente 285,3
ng/mg (+/- 22,7 ng/mg) de proteina PhiYFP produzida pela planta con-
trole compreendendo a construto controle, pDAB105748 (Z. mays c.v.
B73, Figura 8). Estes resultados confirmam que o novo promotor de Z.
mays c.v. B104, como aqui mostrado, foi util na produgédo de caracte-
risticas transgénicas em altos niveis de producao de proteina.

[00199] Em adigao, a expressao de PAT média para todas as plan-
tas T, compreendendo pDAB105745 (Z. mays c.v. B104) foi aproxima-
damente 93,7 ng/mg (+/- 7,4) como comparada a aproximadamente
105,8 ng/mg (+/- 7,4 ng/mg) de proteina PAT produzida pela planta
controle compreendendo pDAB105748 do promotor Z. mays c.v. B73.
No total, a expressao de proteina PAT para todas as plantas e milho
foi significantemente menor que a expressao observada para o gene
PhiYFP em plantas de milho.

[00200] Expresséo de proteina PhiYFP também foi medida em po6-
len derivado dos penddes de plantas transgénicas T4 selecionadas re-
presentando cada uma das novas construtos promotoras aqui descri-
tas. Como mostrado na Figura 11, analises de imagens do podlen
transgénico confirmam eu o novo promotor compreendendo
pDAB105745 (Z. mays c.v. B104), como descrito neste pedido de pa-

tente, dirige expressao de proteina PhiYFP em pdlen.
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REIVINDICAGOES

1. Cassete de expressao de gene, caracterizado por com-
preender um promotor ligado operavelmente a um transgene, onde o
promotor compreende um polinucleotideo com pelo menos 90% de
identidade de sequéncia para SEQ ID NO: 2.

2. Cassete de expressao de gene, de acordo com a reivin-
dicagao 1, caracterizado por promotor hibridizar sob condi¢bes rigoro-
sas para uma sonda de polinucleotideos compreendendo uma identi-
dade de sequéncia de pelo menos 90% para um complemento de SEQ
ID NO: 2.

3. Cassete de expressao de gene, de acordo com a reivin-
dicacéo 1, caracterizado por transgene ligado operavelmente codificar
um polipeptideo ou RNA pequeno.

4. Cassete de expresséo de gene, de acordo com a reivin-
dicagao 1, caracterizado por transgene ser selecionado do grupo con-
sistindo em um transgene de resisténcia a inseticida, um transgene de
tolerancia a herbicida, um transgene de eficiéncia de uso de nitrogé-
nio, um transgene de eficiéncia de uso de agua, um transgene de qua-
lidade nutricional, um transgene de ligacao de DNA, e um transgene
marcador selecionavel.

5. Cassete de expresséo de transgene, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado por ainda compreender uma regido 3’-
nao nao traduzida.

6. Vetor recombinante, caracterizado por compreender o
cassete de expressdo de gene como definido na reivindicagao 1.

7. Vetor recombinante, de acordo com a reivindicagcéo 6,
caracterizado por vetor ser selecionado do grupo consistindo em um
plasmideo, um cosmideo, um cromossoma artificial bacteriano, um vi-
rus, e um bacteriéfago.

8. Célula transgénica, caracterizada por compreender o
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cassete de expressao de gene como definido na reivindicagao 1.

9. Célula transgénica, de acordo com a reivindicacao 8, ca-
racterizada por célula transgénica ser uma célula de planta transgéni-
ca.

10. Planta transgénica, caracterizada por compreender a
célula de planta transgénica como definida na reivindicagéo 9.

11. Planta transgénica, de acordo com a reivindicagcéo 10,
caracterizada por planta transgénica ser uma planta monocotiledénea
ou dicotiledbnea.

12. Planta transgénica, de acordo com a reivindicagcéo 11,
caracterizada por planta monocotiledénea ser selecionada do grupo
consistindo em uma planta de milho, uma planta de arroz, e uma plan-
ta de trigo.

13. Semente transgénica, caracterizada por ser da planta
transgénica como definida na reivindicacéo 10.

14. Célula transgénica, caracterizada por compreender um
polinucleotideo sintético com pelo menos 90% de identidade de se-
quéncia a SEQ ID NO: 2.

15. Célula transgénica, de acordo com a reivindicacao 14,
caracterizada por polinucleotideo sintético hibridizar sob condic¢bes ri-
gorosas para uma sonda de polinucleotideos compreendendo uma i-
dentidade de sequéncia de pelo menos 90% para um complemento de
SEQ ID NO: 2.

16. Célula transgénica, de acordo com a reivindicagao 14,
caracterizada por célula transgénica ser uma célula de planta transgé-
nica.

17. Célula transgénica, de acordo com a reivindica¢ao 16,
caracterizada por célula de planta transgénica ser produzida através
de um método de transformacéo de planta.

18. Célula transgénica, de acordo com a reivindicac¢ao 17,
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caracterizada por método de transformacéo de planta ser selecionado
do grupo consistindo em um método de transformag¢do mediado por
Agrobacterium, um método de transformacéo biolistica, um método de
transformagdo com carbeto de silicio, um método de transformacgéo
com protoplasto, e um método de transformag&o com lipossoma.

19. Planta transgénica, caracterizada por compreender a
célula de planta transgénica como definida na reivindicagao 14.

20. Planta transgénica, de acordo com a reivindicagao 19,
caracterizada por planta transgénica ser uma planta monocotiledénea.

21. Planta transgénica, de acordo com a reivindicacao 20,
caracterizada por planta monocotiledénea ser selecionada do grupo
consistindo em uma planta de milho, uma planta de arroz, e uma plan-
ta de trigo.

22. Semente transgénica, caracterizada por ser da planta
transgénica como definida na reivindicagao 21.

23. Vetor recombinante, caracterizado por compreender o
cassete de expresséo de gene como definido na reivindicagao 14.

24. Vetor recombinante, de acordo com a reivindicagao 23,
caracterizado por vetor ser selecionado do grupo consistindo em um
plasmideo, um cosmideo, um cromossoma artificial bacteriano, um vi-
rus e um bacteriéfago.

25. Método para expressdo de uma sequéncia codificante
heter6loga em uma planta transgénica, o método caracterizado por
compreender:

a) transformacao de uma célula de planta com um casse-
te de expresséo de gene compreendendo uma sequéncia de polinu-
cleotideos compreendendo SEQ ID NO: 2 ligada operavelmente a se-
quéncia codificante heterbloga, que esta operavelmente ligada a uma
regiao 3’-nao nao traduzida;

b) isolamento de célula de planta transformada compre-
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endendo o cassete de expresséo de gene;

c) regeneragdo de célula de planta transformada em uma
planta transgénica; e,

d) obtengédo de planta transgénica, onde a planta trans-
génica compreende o cassete de expresséo de gene compreendendo
a sequéncia de polinucleotideos compreendendo SEQ ID NO: 2.

26. Método, de acordo com a reivindicacéo 25, caracteriza-
do por sequéncia codificante heteréloga ser selecionada do grupo
consistindo em uma sequéncia codificando resisténcia a inseticida, se-
quéncia codificando tolerancia a herbicida, uma sequéncia codificando
eficiéncia de uso de nitrogénio, uma sequéncia codificando eficiéncia
de uso de agua, uma sequéncia codificando qualidade nutricional, uma
sequéncia codificando ligagdo a DNA, e uma sequéncia codificando
marcador selecionavel.

27. Método, de acordo com a reivindicagéo 25, caracteriza-
do por transformacao de uma célula de planta ser um método de trans-
formacéo de planta.

28. Método, de acordo com a reivindicacéo 27, caracteriza-
do por método de transformacao de planta ser selecionado do grupo
consistindo em um método de transformagéo mediado por Agrobacte-
rium, um método de transformacao biolistico, um método de transfor-
macao com carbeto de silicio, um método de transformacao com pro-
toplasto, e um método de transformacao de lipossoma.

29. Método, de acordo com a reivindicagéo 25, caracteriza-
do por planta transgénica ser uma planta transgénica monocotiledénea
ou dicotiledbnea.

30. Método, de acordo com a reivindicagao 29, caracteriza-
do por planta transgénica monocotiledénea ser selecionada do grupo
consistindo em uma planta de milho, uma planta trigo, e uma planta de

arroz.
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31. Semente transgénica, caracterizada por ser da planta
transgénica como definida na reivindicagéo 25.

32. Método, de acordo com a reivindicacéo 25, caracteriza-
do por sequéncia codificante heter6loga ser expressa em um tecido de
planta transgénica.

33. Método, de acordo com a reivindicagéo 25, caracteriza-
do por tecido de planta transgénica ser uma raiz, broto, caule, ou pdlen
de planta transgénica.

34.Método para isolamento de uma sequéncia de polinu-
cleotideos compreendendo uma identidade de sequéncia de pelo me-
nos 90% para SEQ ID NO: 2, o método caracterizado por compreen-
der:

a) identificacdo de sequéncia de polinucleotideos com-
preendendo uma identidade de sequéncia de pelo menos 90% para
SEQ ID;

b) producdo de uma pluralidade de sequéncias iniciador
de oligonucleotideos, onde as sequéncias iniciador de oligonucleoti-
deos se ligam a sequéncia de polinucleotideos compreendendo uma
identidade de sequéncia de pelo menos 90% para SEQ ID;

c) amplificacédo de sequéncia de polinucleotideos com-
preendendo uma identidade de sequéncia de pelo menos 90% para
SEQ ID a partir de uma amostra de DNA com sequéncias de iniciado-
res de oligonucleotideos selecionadas da pluralidade de sequéncias
de iniciadores de oligonucleotideos; e,

d) isolamento de sequéncia de polinucleotideos compre-
endendo uma identidade de sequéncia de pelo menos 90% para SEQ
ID.

35. Método, de acordo com a reivindicagao 34, caracteriza-
do por sequéncia de polinucleotideos isolada compreendendo uma

identidade de sequéncia de pelo menos 90% para SEQ ID NO: 2 estar
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operavelmente ligada a um transgene.

36. Método, de acordo com a reivindicagdo 35, caracteriza-
do por transgene operavelmente ligado codificar um polipeptideo ou
um RNA pequeno.

37. Sequéncia de polinucleotideos purificada, caracterizada
por compreender pelo menos 90% de identidade de sequéncia para
SEQ ID NO: 2, onde a sequéncia de polinucleotideos purificada pro-
move express&o de um transgene.

38. Sequéncia de polinucleotideos purificada, de acordo
com a reivindicacéo 37, caracterizada por uma sequéncia de sonda de
polinucleotideos compreendendo uma identidade de sequéncia de pe-
lo menos 90% para o complemente de SEQ ID NO: 2 hibridizar sob
condicOes rigorosas para a sequéncia de polinucleotideos purificada
de acordo com a reivindicagéo 37.

39. Sequéncia de polinucleotideos purificada, de acordo
com a reivindicagao 37, caracterizada por sequéncia de polinucleoti-
deos purificada estar operavelmente ligada a um transgene.

40. Transgene ligado operavelmente, como definido na rei-
vindicacao 39, caracterizado pelo fato de que o transgene ligado ope-
ravelmente codifica um polipeptideo.

41. Cassete de expressao de gene, caracterizado por com-
preender a sequéncia de polinucleotideos purificada ligada operavel-
mente ao transgene como definido da reivindicagao 37, que esta liga-
do operavelmente a uma regido 3’-ndo nao traduzida.

42. Cassete de expressao de gene, de acordo com a rei-
vindicagéo 41, caracterizado por transgene ser selecionado do grupo
consistindo em transgene de resisténcia a inseticida, transgene de to-
lerancia a herbicida, transgene de eficiéncia de uso de nitrogénio,
transgene de eficiéncia de uso de agua, transgene de qualidade nutri-

cional, transgene de ligacao de DNA, e transgene marcador seleciona-
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vel.

43. Vetor recombinante, caracterizado por compreender o
cassete de expressao de gene como definido na reivindicacao 41.

44. Vetor recombinante, de acordo com a reivindicacéo 43,
caracterizado por vetor ser selecionado do grupo consistindo em um
vetor plasmideo, um vetor cosmideo, e um vetor BAC.

45. Célula transgénica, caracterizada por compreender a
sequéncia de polinucleotideos purificada como definida na reivindica-
¢ao 37.

46. Célula transgénica, de acordo com a reivindicagao 45,
caracterizada por células transgénicas serem células de planta trans-
génica.

47. Planta transgénica, caracterizada por compreender a
célula de planta transgénica como definida na reivindicagao 46.

48. Planta transgénica, de acordo com a reivindicagao 47,
caracterizada por planta transgénica ser uma planta monocotiledénea.

49. Planta transgénica, de acordo com a reivindicacéo 48,
caracterizada por planta monocotiledénea ser selecionada do grupo
consistindo em uma planta de milho, uma planta de trigo, e uma planta
de arroz.

50. Semente transgénica, caracterizada por ser da planta

transgénica como definida na reivindicacao 49.
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FIG. 1
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FI1G. 3

GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCICTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGIC
TAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTITITIGTCACACTTGTITTGAAGTGCA
GITTATCTATCTTTATACATATATTITAAACTITACTICTACGAATAATATAATCT
ATAGTACTACAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGTTA
GACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAACAGGACTCTACAGTTTT
ATCTTTITTAGTGTGCATGTIGTTICTCCTTITTTITITTGCAAATAGCTTCACCTATA
TAATACTTCATCCATTITTATTAGTACATCCATITAGGGTITAGGGTTAATGGTT
TTTATAGACTAATTTTITITAGTACATCTATTTTATTICTATTTTAGCCTCTAAATT
AAGAAAACTAAAACTCTATTITTAGTITITITATTTAATAGTTTAGATATAAAA
TAGAATAAAATAAAGTIGACTAAAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAA
AAAAACTAAGGAAACATTITTITICTTGTITTICGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAA
ACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGETCGECGET
CGGGCCAAGCCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCC
TCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTIGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAA

ITTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTC
CTC TC AC G{zC A( C Cr(r( A(J(_ TAC G(J(J(J(JATTC C TTT{ CCACCGC TC CTTC (x( TT

a1 :m;gtacgccactco
agatuggcgttcuUgtcuatgcatggt gogeccggtagttetactictgticatgtitgtottagateegtgtttgtgttagatecgt
getgetagegttcgtacacggatgega cctgtacgt‘a acacgttctgattgctaacttgecagtgttictetitggggaatectgg
gatggetctageegttecgcagacgggategatttcatgattttitttgtttegtigeatagggttiggtttgeccttticctttatttcaat
atatgcegtgeacttgtttgtcgggteatetttte 1tgutttttttt0tatt gttgtgatgatgtggtetggttgggcgategtictagate
bbagtagaattctatttcaa%tauc.t gtggatttattaattttggatetgtatgtgtgtgccatacatattcatagttacgaattgaag
atgatggatggaaatatcgatctaggataggtatacatgttgatgeggogttttactgatgeatatacagagatgetttttgttegettg
gttgtoatgatgtoototootigoocgotegttcattogtictagatcggagtagaatactgtitcaaactacctggtgtatttattaatt
ttggaactgtatgtgtotgteatacatettcatagttacgagtttaagatggatggaaatategatetaggataggtatacatgttgatg
tggattitactgatgeatatacatgatggcatatgeageatotatteatatgetetaacctigagtacctatetattataataaacaagta
tgttttataattatttcgatcttgatatacttggatgatggcatatgeageagcetatatgtggatttttttageectgectteatacgetattt
atttgetiggtactgtttettttgtegatgeteacoctgtigtttggtgttacttetgea
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FIG. 4

CCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTAAAGTATAA
AAAATTACCACATATTTTITTTGTCACACTTATTITGAAGTIGTAGTTTATCTATCT
CTATACATATATTTAAACTTCACTCTACAAATAATATAGTCTATAATACTAAA
ATAATATTAGTGTITTTAGAGGATCATATAAATAAACTGCTAGACATGGTCTAA
AGGATAATTGAATATTTITGACAATCTACAGTTITATCTTITITAGTGTIGCATGT
GATCTCTCTGTTTTITITGCAAATAGCTTGACCTATATAATACTTCATCCATTT
TATTAGTACATCCATTITAGGATTITAGGGTTGATGGTTITCTATAGACTAATTTTT
AGTACATCCATTTTATTCTTTTTAGTCTCTAATITTTITAAAACTAAAACTCTA
TITTAGTITTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAATGAAATAAAATAAATTGAC
TACAAATAAAACAAATACCCTITAAGAAATAAAAAAACTAAGCAAACATTTT
TCTTGTTTCGAGTAGATAATGACAGGCTGTTCAACGCCGTCGACGAGTCTAAC
GGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGAC
GGCACGGCATCTCTGTAGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTITCCGCTCCAC
CGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAG
ACGTGAGGCGGCACGGCAGGCGGCCTCTTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGC
TACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTITCCC TTCCTC(JCCCGCCGTA
ATAAATAGACACCCCCTCCACACCC TCTTT

g ¢ ceggte atggtta ggeeeg
twcttutacttctgtt tqtttgtgttagag caacatgttcatottpatgtttgtoatgat gg Ltggttgggwgtwttutag‘ttu
ctggtggatttattaatitigtatetgtatgtgtgtgccatacatettcatagttacgagtttaag
toatgoatgomatatucatnt gataggtatacatgttgatgcgggtittactgatgcatatacagagatgcetttititctegettg
UﬁgtgatgatatgQtatggttgggcygt cgttetagateggagtagaatactgtttcaaactacctggtggatttattaaagggtegt
tetagatcggagtagaatactgtticaaactacctggtogatitattaaaggatetgtatgtatgtgectacatettcatagttacgagtt
taagatgatgoatggaaatatcgatctaggataggtatacatgttgatgeggottttactgatgcatatacagagatgettttittcget
tggttgtgatgatgtggtctgotiggocgategtictagatcggagtagaatactgtttcaaactacctggtggatttattaattttgtat
ctitatgtgtgtgecatacateticatagttacgagtttaagatgatggatggaaatattgatctaggataggtatacatgtigatgtgg
gttttactgatgeatatacatgatggcatatgeggceatetaticatatgetetaaccttgagtacctatetattataataaacaagtatgtt
ttataattattttgatcttgatatacttggatgatggocatatgcageagetatatgtggattttttagecctgecttcatac getatttatitg
cttggtactgtttettttgtecgatgetcaccetgtigtttgotottacttctgeag

Q
0
ije]
=
[>)
m
aq
©
=
fo]
o]
=+
(4}
—
—
=
(o}
pos
&©
ag
(@]
=+
o]
O



4/10

FIG.5
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FIG. 5 cont.
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Zea mays c.v. B104 Ubi-1 lider
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FIG. 7

Zea mays c.v. B73 Ubi-1 intron
Zea mays c.v. B104 Ubi-1 Intron
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FI1G. 8
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F1G. 10

105745 105748

F1G. 11

105745 Controle negativo 105748
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RESUMO

Patente de Invencédo: "PROMOTORES UBIQUITINA DE MILHO".

A presente invengdo refere-se ao promotor Ubiquitina de
Zea mays c.v. B73 (Z. mays c.v. B73 Ubi-1), que dirige altos niveis de
expressao constitutiva de transgene em plantas. Uso repetido do
mesmo promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 em construtos multi — ge-
nes também pode conduzir ao silenciamento de gene, pelo qual torna
produtos transgénicos menos eficazes. Sao providos elementos pro-
motores reguladores de gene, construtos, e métodos para expressao
de um transgene em células de plantas e/ou tecidos de plantas usando
elementos reguladores de gene a partir do promotor Ubi-1 de um dife-

rente gendtipo de Z. mays, Z. mays c.v. B104.
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