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"PLASMIDEO DE DNA COMPREENDENDO GENE FITOENO SINTASE,
BEM COMO METODOS PARA MELHORAR A SELECAO DE PLANTAS
TRANSGENICAS E PARA REDUZIR NUMERO DE COPIAS DE
TRANSGENE EM CELULA DE PLANTA".

Este pedido reivindica o beneficio do pedido provisério US no.
60/461 459, depositado em 9 de abril de 2003.
CAMPO DA INVENCAQ

Esta invencdo refere-se ao campo de biologia molecular de
plantas e engenharia genética de plantas. Os métodos de engenharia
genética de plantas s&o usados para criar novos constructos de DNA que
contém elementos genéticos heterdlogos que, quando expressados em
plantas transgénicas, provéem fendtipos utilizaveis. Mais especificamente, a
invencdo compreende constructos de DNA e métodos para usar os
constructos, de modo que mais plantas transgénicas que sdo regeneradas a
partir de uma cultura de células de plantas sé&o capazes de alcangar sucesso
como candidatos a plantas comerciais.

ANTECEDENTES DA INVENCAQ

A transformacéo de células de plantas por um método mediado

por Agrobacterium envolver expor as células de plantas e tecidos a uma
suspensédo de células de Agrobacterium que contém alguns plasmideos de
DNA. Estes plasmideos de DNA foram especificamente construidos para
conter transgenes que irdo expressar em ceélulas de plantas (patente US 5
034 322). Com maior freqiéncia, um ou mais dos transgenes € um
transgene de marcador selecionavel positivo que permite que as células de
plantas crescam na presenca de um composto de selecdo positivo, por
exemplo, um antibidtico ou herbicida. Estas células podem ser ainda
manipuladas para regenerar em plantas férteis completas.

Os métodos para introduzir transgenes em plantas por um
método de transformac&o mediado por Agrobacterium utiliza um T-DNA
(DNA de transferéncia) que incorpora o0s elementos genéticos de um
transgene e transfere estes elementos genéticos no genoma de uma planta.
O(s) transgene(s) é(séo) construido(s) em um vetor plasmideo de DNA e

é(s&o) geralmente bordejado(s) por uma regido de DNA de borda direita
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(RB) e uma regiao de DNA de borda esquerda (LB) de plasmideo Ti de
Agrobacterium. Durante 0 processo de ftransferéncia mediado por
Agrobacterium, o plasmideo de DNA & cortado por endonuclease VirD2 nas
regides de borda direita e esquerda e a regidgo de T-DNA é inserida no
genoma da planta. A integracao do T-DNA no genoma da planta geraimente
comeca em RB e continua até a extremidade do T-DNA, em LB. No entanto,
as endonucleases as vezes néo cortam igualmente em ambas as bordas.
Quando isto acontece, 0 T-DNA que é inserido no genoma da planta com
freqliéncia contém algum ou todo o DNA vetor do plasmideo. Este
fendmeno & referido como uma leitura completa da borda. Prefere-se
geralmente que somente o(s) transgene(s) localizado(s) entre as regibes de
borda direita e esquerda (T-DNA) seja(m) transferido(s) no genoma da
planta sem qualguer um dentre o plasmideo do DNA do vetor adjacente
(esqueleto do vetor). O DNA do esqueleto do vetor contém varios elementos
genéticos de manutencdo de plasmideos, por exemplo, origem de
replicagbes, genes de marcador seleciondvel bacteriano, € outros
fragmentos de DNA nao desejaveis em produtos de culturas comerciais
devido a aspectos regulatorios. '

Recursos consideraveis sdo dirigidos a triagem do genoma de
plantas de cultura transgénicas para a presenca do DNA do esqueleto do
vetor. Os métodos como reagdo de cadeia polimerase (PCR) e analise de
Southern blot sdo com maior freqiiéncia empregados para identificar o DNA
do esqueleto do vetor estranho. Estes métodos s&o consumidores de tempo
e onerosos para um trabalho de triagem em larga escala. O DNA do
esqueleto do vetor pode ser incorporado por leitura atraves da regido de
borda esquerda ou pode integrar no genoma da planta independentemente
do T-DNA (Kononov, et al., Plant J. 11, 945 - 957, 1997). As plantas
transgénicas que sdo encontradas como contendo o DNA do esqueleto do
vetor geralmente ndo s&o viaveis para comercializagdo. Esforcos
substanciais foram gastos na regeneragao de plantas a partir de cultura de
células de plantas que nao tem potencial comercial. Seria utilizavel ter um

constructo de DNA e um método que iriam reduzir, muito, a ocorréncia de
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DNA do esqueleto do vetor no genoma de plantas transgénicas. Um nimero
menor de plantas transgénicas seria necessario produzir se um numero
maior fosse isento de DNA do esqueleto do vetor. Assim, menos testes
seriam necessarios para confirmar que o DNA do esqueleto se encontra
ausente.

Hanson, ef al. (patente U.S. nimero 6.521.458) descrevem um
constructo de DNA que contém um gene letal no esqueleto do vetor que,
quando expressado, mata a célula da planta. No entanto, o controle da
estrutura de produtos génicos letais em bactérias e células de plantas pode
ser problematico. A expressdo de genes letais deve ser controlada por
varios elementos genéticos para evitar a expressdo em bactérias e em
tecidos e células de plantas nao-alvo. O uso de genes marcadores
selecionaveis negativos ndo-letais para células de plantas no esquéleto
deve ser uma melhora substancial com relagdo ao uso de genes letais. Os
genes marcadores selecionaveis negativos nao-letais podem prover um
meio visual para distinguir as células de plantas e tecidos que estao
expressando os produtos génicos marcadores selecionaveis negativos néao-
letais, a selecdo das células de plantas e plantas é mais controlavel, e as
células de plantas contendo os genes marcadores selecionaveis negativos
ndo-letais sdo potencialmente recuperaveis. O gene usado para este fim
pode ser qualquer gene afetando a divisdo de células de plantas,
alongamento dos brotos ou produgao de brotos pleiotropicos ou fenétipos de
folhas.

Os genes marcadores classificaveis, por exemplo, beta-
glucuronidase (GUS) (Kononov, et al., Plant J. 11, 945 - 957, 1997), podem
fornecer um meio para detectar a presenga de DNA do esqueleto , mas néao
provéem um meio para selecionar contra as células que contém os mesmos
e o teste & destruidor do tecido. Os genes marcadores selecionaveis
negativos que s@o letais condicionais também podem ser usados no DNA
do esqueleto. Os exemplos representativos de outros produtos génicos
letais condicionais incluem : guanina fosforilbosil transferase de E. coli que

converte tioxantina em monofosfato de tioxantina toxico (Besnard et al., Mol.
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Cell. Biol. 7: 4139 - 4141, 1987); fosfatase alcalina, que ira converter
compostos fosforilados inativos como fosfato de mitomicina e fosfato de
doxorrubicina em compostos desfosforilados téxicos; citosina deaminase
fungica (por exemplo, Fusarium oxysporum) ou bacteriana (codA) que ira
converter 5-fluorocitosina no composto toxico 5- fluorouracil (Mullen, PNAS
89: 33, 1992); cafboxipeptidase G2 que ira clivar o acido glutdmico a partir
de &cido para-N-bis (2-cloroetil) aminobenzoil glutamico, assim criando uma
mostarda de acido benzoico toxico; e Penicilina-V amidase, que ira
converter derivados de fenoxiacetabideo de doxorrubicina e melfalan em
compostos toxicos (ver geralmente, Vrudhula et al., J. of Med. Chem. 36 (7):
919 - 923; 1993; Kern et al., Canc. Immun. Immunother. 31 (4): 202 - 206,
1990); e fosfonato monoéster hidrolase, pehA (patente U.S. numero
5.254.801). No entanto, os substratos exégenos devem ser adicionados a
fim de prover o produto tdxico que é letal para a célula contendo o DNA do
esqueleto . A presente invengdo ndo requer a adigdo de substratos
adicionais para o meio de cultura ou tratamento exdgeno das células de
cultura de plantas com um substrato, como necessario para o produto
génico letal condicional.

Os genes de transdugéo de sinal de hormdnio de plantas e
genes de via biossintética de hormdnio podem ser usados como genes
marcadores seleciondveis para a transformagao de plantas e em um método
para produzir plantas transgénicas isentas de marcador (patente U.S.
numero 6.326.192). No entanto, estes genes devem ser removidos se as
plantas devem ser ainda desenvolvidas como plantas comerciaimente
viaveis, como descrito. Os genes e composigdes ilustradas aqui podem ser
usados na presente invengdo como genes marcadores selecionaveis
negativos n&o-letais do DNA do esqueleto do vetor.

Os produtos génicos que metabolizam os substratos de células
de plantas end6genas funcionam como gene de interferéncia metabdlica da
presente inveng&o. Por exemplo, um gene sacB, codificando levansucrase e
responsavel péla sintese de polifructano (levan) neutro usando sacarose

como o substrato, foi identificado em muitas bactérias como Bacillus spp.,
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Erwinia spp. etc. As plantas transgénicas expressando o gene sacB visaram
um aumento na resisténcia a seca ou estiagem ou resisténcia a
deterioragdo foram previamente registrados em tabaco, batata, beterraba de
acucar, milho e erva-castelhana (Ebskamp et al. Bio/Technol. 12, 272 - 275,
1994; van der Meer at al. Plant Cell, 6, 561 - 570, 1994; Caimi et al. Plant
Physiol. 110, 355 - 363, 1996; Rober et al. Planta, 199, 528 - 536, 1996; Ye
et al. Plant Cell Rep., 20: 205 - 212, 2001). No entanto, quando o gene sacB
marcado no vacuolo acionado pelo promotor de CaMV 35S foi transformado
repetidas vezes em tabaco e erva-castelhana, somente as plantas
atrofiadas foram recuperadas (Ye et al. 2001). Em milho, as sementes
contidas em noz ou carogo expressando sacB prejudicaram o enchimento
dos gréos e resultaram em sementes enrugadas com uma freqijénvcia de
germinagdo muito baixa (Caimi et al. 1996). Em batata, a expressdo do
gene sacB em tubérculos leva a tuberculos menores (Rober et al. 1996).
Estes resultados revelaram que a expressdo do gehe sacB inibe
severamente o desenvolvimento do tecido e células de plantas.

Outros genes codificando enzimas de interferéncia metabdlica,
como levedura invertase, levedura trehalose-6-fosfato sintase também
podem ser usados do mesmo modo. Foi registrado que a expressdo de
levedura invertase (Suc2, Carison et al., Nucleic Acids Res. 11 (6), 1943 -
1954, 1983) em tabaco e Arabidopsis inibem fortemente o alongamento do
broto e o desenvolvimento da raiz (Sonnewald et al. Plant J. 1: 95 - 106,
1991), e expressdo constitutiva de levedura trehalose-6-fosfato sintase
(TPS1, Bell et al. Eur. J. Biochem. 209 (3), 951 - 959 (1992) em tabaco
demonstrou o crescimento definhado e folhas em forma de lanceta (Romero
et al. Planta 201: 293 - 297, 1997). Os genes de interferéncia metabdlica,
por exemplo, um polinucleotideo codificando uma levansucrase, uma
invertase ou uma trehalose-6-fosfato sintase s&o utilizadveis como
transgenes marcadores selecionaveis negativos nao-letais na presente
invengao.

A presente invengdo incorporou um transgene marcador

selecionavel negativo néo-letal no DNA do esqueleto do vetor de um
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plasmideo de DNA usado para transformar células de plantas. Estes
transgenes sdo projetados para expressar um produto génico nao-letal em
células de plantas que contém o DNA do esqueleto do vetor do plasmideo
de DNA. Os produtos génicos do transgene marcador selecionavel negativo
nao-letal estdo envolvidos nas vias biossintéticas de hormdnio de plantas,
diversdo de substrato de horménio de plantas, degradagéo de hormdnio de
plantas ou interferéncia metabélica. O uso destes plasmideo de DNASs para
transformar células de plantas fornece uma produgéo melhorada de plantas
comercialmente viaveis.
SUMARIO DA INVENCAO

A invengdo compreende um plasmideo de DNA compreendendo

uma primeira regido de borda de plasmideo Ti de Agrobacterium ligada a
pelo menos um transgene, O transgene pode ser um gene marcador
selecionavel e adicional um gene agrondmico de interesse ligado a uma
segunda regido de borda de plasmideo Ti de Agrobacterium ligada a um
DNA do esqueleto do vetor, em que esta contido um gene marcador
selecionavel negativo néo-letal. O gene marcador selecionavel negativo
ndo-letal compreende um gene de via biossintética de hormonio de plantas
ou um gene de interferéncia metabolica. A superexpressdo de gene de via
biossintética de hormdnio de plantas prové uma expresséo melhorada de
um horménio de planta, ou serve para converter um substrato de hormdnio
de planta em um analogo de horménio ndo-funcional, ou para a diversao do
substrato de hormonio de planta pafa outra via biossintética. O gene
marcador selecionavel negativo ndo-letal ainda compreende um gene
degradativo do hormdnio de planta que reduz a quantidade de hormdnio de
planta endogeno. O gene marcador selecionédvel negativo nao-letal pode
ainda compreender um gene biossintético de hormdnio de planta ou uma
porgdo do mesmo disposta em uma orientagao anti-sentido que reduz a
quantidade de um hormdnio endogeno de planta por supresséo do gene
pos-transcripcional. O gene marcador selecionavel negativo ndo-letal pode
ainda compreender um gene de interferéncia metabolica que, quando

superexpressado em uma célula de planta, prové um fendtipo andmalo. O
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fenotipo andmalo é preferivelmente um fendtipo de crescimento reduzido ou
uma ma formagéao de brotos ou folhas.

O plasmideo de DNA ainda compreende cassetes de expresséo
de plantas que compreende promotores que funcionam em células de
plantas. Estes cassetes de expressdo de plantas provéem genes
marcadores selecionaveis positivos de plantas, genes de interesse
agrondmico, e os genes marcadores selecionaveis negativos néo-letais.

O gene marcador selecionavel negativo nao-letal que
compreende um gene de via biossintética de horménio de planta contido no
plasmideo de DNA é selecionado dentre o grupo consistindo em genes de
via de &cido gibberélico (GA), genes de via citocinina, gene de via auxina,
genes de via etileno e genes de via de acido abcisico. |

O plasmideo de DNA da presente invencdo compreende um
gene marcador selecionavel negativo nédo-letal que provoca a diverséo dos
substratos de via GA para compostos ativos nao-GA. Por exemplo, um
transgene deste tipo codifica uma enzima que compreende a fitoeno
sintase, GA 20-oxidase ou GA 2B, 3p-hidroxilase. Um plasmideo de DNA
pode conter uma enzima degradando GA, por exemplo, uma GA 2-oxidase.

O plasmideo de DNA da presente invengdo compreende um
gene marcador selecionavel negativo ndo-letal que codifica uma enzima na
via biossintética de citocinina, por exemplo, uma isopentenil transferase
(IPT).

O plasmideo de DNA da presente invengdo compreende um
gene marcador selecionavel negativo nédo-letal que € uma enzima na via
biossintética de auxina, por exemplo, um gene |AA sintase de planta ou
genes de tumor de Agrobacterium, iaaM, iaaH, rolABC ou outros genes de
raiz pilosa ou tumor isolados de varias espécies de Agrobacterium .

O plasmideo de DNA da presente invengdo compreende um
gene marcador selecionavel negativo néo-letal que € uma enzima na via

biossintética de etileno. Por exemplo, um gene codificando uma ACC

~ sintase. Um plasmideo de DNA também pode conter um gene que codifica

para uma enzima degradando etileno, por exemplo, ACC deaminase. Um
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plasmideo de DNA da presente invengéo pode também conter um gene que
codifica um receptor de etileno. Um plasmideo de DNA da presente
invengdo também pode conter um transgene que codifica uma proteina de
sinalizag&o de hormdnio de planta.

O plasmideo de DNA da presente invengéo compreende um
gene marcador selecionavel negativo néo-letal que ¢ um gene de
interferéncia metabdlica. Por exemplo, os genes de interferéncia metabdlica
incluem, mas n3o sdo limitados a gene sacB codificando uma levansucrase,
um gene Suc2 que codifica uma levedura invertase, ou um gene TPS1
codificando uma levedura trehalose-6-fosfato sintase. Os genes de
interferéncia metabdlica adicionalmente incluem os que sdo construidos
para funcionar em um mecanismo de supressdo de genes pos-
transcripcional.

O plasmideo de DNA da presente invengéo € transformado em

‘uma célula de Agrobacterium para uso em um método para a transferéncia

para os transgenes de células de plantas contidos no plasmideo. A célula de
Agrobacterium compreende um plasmideo de DNA compreendendo uma
primeira regifo de borda de plasmideo Ti de Agrobacterium ligada a pelo
menos um transgene de interesse agrondmico ligado a uma segunda regido
de borda de plasmideo Ti de Agrobacterium ligada a um gene marcador
selecionavel negativo nao-letal ligado a um DNA do esqueleto do vetor.

A invencdo prové um método para melhorar a selecdo de
plantas transgénicas comercialmente viaveis compreendendo as etapas de :
a) transformar uma pluralidade de células de plantas com o plasmideo de
DNA compreendendo um gene marcador selecionavel positivo no T-DNA e
um gene marcador seleciondvel negativo ndo-letal na estrutura do
plasmideo; e b) selecionar as referidas células de plantas em um composto
de selegdo positivo; e c) regenerar as referidas células de plantas
selecionadas em plantas intactas; em que as plantas s&o reduzidas na
ocorréncia de DNA do esqueleto de plasmideo e tem um nimero de copias
menor para o transgene de interesse agrondmico. As plantas produzidas

pelo método sdo um aspecto da invengao.
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BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1. llustragio esquematica de plasmideos de DNAs da

presente invengao

Figura 2. Mapa de plasmideo de pMON80101

Figura 3. Mapa de plasmideo de pMON77406

Figura 4. Mapa de plasmideo de pLAGILBO1 .0033

Figura 5. Mapa de plasmideo de pLAGILBO1.0037

Figura 6. Mapa de plasmideo de pMON69869

Figura 7. Mapa de plasmideo de pMON75157 .

Figura 8. Mapa de plasmideo de pMON75182

Figura 9. Mapa de plasmideo de pLAGILBO1.0035

Figura 10. Mapa de plasmideo de pLAGILBO1.0038

Figura 11. Mapa de plasmideo de pMON75183

Figura 12. Mapa de plasmideo de pMON75181

Figura 13. Mapa de plasmideo de pMON42066

Figura 14. Efeito de gene marcador selecionavel ndo-letal na
frequiéncia do esqueleto de plantas de milho transformadas com
pMON75181 (crtB) e pMON75182 (ipt).

Figura 15. Efeito de gene marcador selecionavel ndo-letal (criB)
no nimero de copia de insertos de plantas de milho transformadas com
pMON75181 (crtB) e pMON75182 (ipt).

Figura 16. Mapa de plasmideo de pMON73564

Figura 17. Mapa de plasmideo de pMON73565

Figura 18. Efeito de gene marcador selecionavel nao-letal na
freqiéncia do esqueleto de plantas de milho transformadas. com
pMON73565 (criB+).

Figura 19. Efeito de gene marcador selecionavel nao-letal no
numero de copia de insertos de plantas de milho transformadas com
pMONT73565 (crtB+). _ |

Figura 20. Mapa de plasmideo de pMON67935

Figura 21. Mapa de plasmideo de pMON67936

Figura 22. Efeito de gene marcador selecionavel néo-letal na
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freqliéncia do esqueleto de plantas de miiho transformadas com
pMON67936 (crtB+).

Figura 23. Efeito de gene marcador selecionavel ndo-letal no
nimero de copia de insertos de plantas de milho transformadas com
pMONG7936 (criB+). '

Figura 24. Mapa de plasmideo de pMON83912

Figura 25. Mapa de plasmideo de pMON83908

Figura 26. Mapa de plasmideo de pMON83907
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invencdo & baseada, em parte, em um plasmideo de

DNA que contém um cassete de gene marcador selecionavel negativo néo-
letal localizado em uma regiéo do plasmideo que esta fora de um T-DNA e
associada com o DNA de manutengéo de plasmideo (DNA do esqueleto do

vetor ). O gene marcador selecionavel negativo ndo-letai contém um produto

génico que quando expressado em uma célula de planta transgénica é nao-

letal, no entanto, interfere com a regeneragdo normal da célula de planta
transgénica em uma planta transgénica intacta que inclui broto, folhas e
raizes. A invengdo prové um método para uso do piasmideo de: DNA para
melhorar a selegdo de células de plantas que s&o para uso comercial. As
células de plantas que sdo regeneradas em plantas transgénicas férteis
intactas tem melhorada viabilidade comercial devido em parte a auséncia de‘
DNA do esqueleto do vetor e em parte ao namero de copia reduzido do T-
DNA no genoma da planta.
Moléculas de dcido polinucléico da presente invengéo

As moléculas de DNA que codificam os produtos génicos de
marcador selecionavel negativo nio-letal sdo identificadas na presente
invengdo de modo a compreender uma molécula de acido polinucléico que,
quando expressada em uma célula de planta & n&o-letal para a célula de
planta, no entanto, interfere com a capacidade da celula de planta de
regenerar em uma planta intacta em uma taxa normal ou produzir um
fenétipo andémalo comparado com as células de plantas ou partes de

plantas regeneradas que ndo contém a molécula de acido polinucléico.
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A molécula de acido polinucléico como usada aqui significa uma
molécula de acido desoxirribonucléico (DNA) ou molécula de acido

ribonucléico (RNA). Ambas as moléculas de DNA e RNA sao construidas a

partir de nucleotideos ligados extremidade a extrerhidade, em que cada um

dos nucleotideos contém um grupo fosfato, uma porgdo de aglcar, € ou

uma base purina ou pirimidina. As moléculas de &cido polinucléico podem
ser polimeros de filamento Unico ou duplo de nucleotideos lidos da
extremidade 5' para a 3'. As moléculas de acido polinucléico também podem
opcionalmente conter bases de nucleotideos sintéticas, n&o-naturais ou
alteradas que permitem a leitura correta através de uma polimerase e nao
alteram a expressdo de um polipeptideb codificado por esta molécula de
acido polinucléico.

A molécula de polinucieotideo da presente in.vengéb é definida
por uma sequéncia de nucleotideo, que, como usado aqui, significa a
disposicdo linear de nucleotideos para formar um polihucleotideo dos
filamentos sentido e complementar de uma molécula de &cido polinucléico
ou como filamentos Unicos individuais ou em duplex. Como usado aqui,
ambos os termos "uma sequéncia de codificagdo” e "uma molécula de
polinucleotideo estrutural” significam uma molécula de polinucleotideo que é
traduzida em um polipeptideo, geralmente através de mRNA, quando
colocada sob o controle de moléculas regulatorias apropriadas. Os limites
da seqliéncia de codificagdo s&o determinados por um codon de partida de
traduggo no término.5' e um cdédon de parada de tradugéo no término 3'.
Uma sequéncia de codificagdo pode incluir, mas n&o € limitada a, DNA
gendmico, cDNA, e seqliéncias de polinucleotideos recombinantes. Os

homologos, ortélogos ou parblogos de polinucleotideos codificando os

produtos génicos marcadores selecionaveis negativos ndo-letais usados na

presente invengdo podem ser identificados em bases de dados de DNA e
isolados do organismo fonte. Alternativamente, uma molécula de DNA
artificial codificando os produtos génicos marcadores selecionaveis
negativos n&o-letais podem ser projetados e criados por sintese quimica

usando procedimentos bem conhecidos dos versados. Os iniciadores de
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DNA e sondas sdo com freqiiéncia moléculas de DNA sintéticas. Além
disso, as sequéncias de codificagdo de comprimento completo ou
fragmentos dos mesmos podem ser feitos usando moléculas de iniciador de
DNA sintético usando métodos bem conhecidos dos versados na técnica.

As moléculas de acido polinucléico da presente invengao podem
ser combinadas com outras seqiéncias nao-nativas, ou "heterblogas” em
varios modos. Por seqiiéncias "heterélogas” significa-se qualquer sequéncia
que ndo € naturalmente encontrada unida a seqliéncia de nucleotideo
provendo um produto génico da presente invengdo incluindo, por exemplo,
combinagbes de seqiiéncias de nucleotideos da mesma planta que nao séao
naturalmente encontradas unidas juntas, ou as duas sequéncias se originam
de duas diferentes espécies. O termo "ligado de modo operativo” ou "ligado”
como usado aqui faz referéncia a disposigéo fisica e funcional de moléculas
de polinucleotideos regulatérios e estruturais que causa a expressdo
regulada de uma molécula de polinucleotideo estrutural I'igada de modo
operativo.

A expressdo de um constructo de DNA ou transgene significa o
acumulo de transcricdo e estavel de RNA sentido ou anti-sentido ou
proteina derivada da molécula de polinucleotideo da presente invengéo ou
tradugdo da mesma. O RNA "sentido" significa transcrito de RNA que inclui
o mRNA e também pode ser traduzido em polipeptideo ou proteina pela
célula. O "RNA anti-sentido" significa um transcrito de RNA que é
complementar a todo ou parte de um transcrito priméario de marcagéo ou
mRNA e que, quando expressado em uma célula transgénica, interfere com
a expressdo de um gene de marcagdo (patente US 5 107 065). A
complementaridade de um RNA anti-sentido pode ser com qualquer parte
do transcrito de gene especifico, isto &, na sequéncia de n&o-codificagdo 5',
seqliéncia ndo-traduzida 3', introns, ou a sequéncia de codificagdo.
"Transcrito de RNA" significa o produto resultando da transcrigdo catalisada
por RNA polimerase de uma sequéncia de DNA. Quando o transcrito de
RNA é uma copia complementar perfeita da seqiéncia de DNA, ela é

referida como o transcrito primario ou pode ser uma seqiéncia de RNA
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derivada de processamento pos-transcripcional do transcrito primario e €
referida como o RNA maduro. Uma molécula de polinucleotideo da presente
invencdo pode compreender uma seqiiéncia anti-sentido complementar a
um polinucleotideo de marcagdo de célula hospedeira. Uma molécula de
polinucleotideo da presente invengdo também pode compreender um
produto de RNA de filamento duplo que, quando expressado na célula
hospedeira, prové supressdo de gene pos-transcripcional de um gene
hospedeiro de marcagéo.

A supressdo de genes pds-transcripcional por RNA orientado
anti-sentido para regular a expressdo de gene em células de plantés é
descrita na patente US 5 107 065 e patente US 5 759 829. A supressédo de
genés pos-transcripcional por DNA orientado sentido para regulér a
expressdo de genes em plantas é descrita na patente U.S. numero
5.283.184 e patente U.S. nimero 5.231.020. A supressé&o de genes pos-
transcripcional por RNA de filamento duplo para suprimir genes em plantas
por RNAi é descrita na publicagdo internacional. WO 99/53050 usando
constructos de DNA recombinante compreendendo elementos orientados
sentido e orientados anti-sentido de um gene marcado em unidades de
transcrigdo separadas ou em uma unidade de transcrico Unica. Ver
também publicagdo internacional nimero WO 99/49029, publicagéo do
pedido da patente U.S. nimero 2003/0175965 A1 (Lowe et al.), pedido da
patente U.S. niimero 10/465.800, e patente U.S. nimero 6.506.559. Outro
constructo de DNA para supressdo de gene RNAi compreendendo um
elemento de gene orientado unicamente bordejado por promotores
orientados de modo oposto é descrita na publicagdo do pedido da patente
U.S. numero 2003/0061626 A1 e patente U.S. ntmero 6.326.193. Ver
também numero de série do pedido U.S. 10/393.347, que descreve
constructos e métodos para a expresséo simultdnea de um ou mais genes
recombinantes enquanto simultaneamente suprimindo um ou mais genes
nativos em uma planta transgénica. Ver também patente U.S. ndmero
6.448.473, que descreve vetores de expressdo de multigenes para uso em

plantas. Todas as patentes, pedidos e publicagbes internacionais acima
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mencionados descrevendo materiais e métodos para a supressdo de gene
pos-transcripcional em plantas s&o incorporadas aqui por referéncia.

Um método preferido de supresséo de gene pds-transcripcional
em plantas emprega RNA transcrito, ou orientado sentido ou orientado anti-
sentido, que é estabilizado, por exemplo, com uma estrutura terminal em
ganho. Um constructo de DNA preferido para efetuar a supresséo de gene
pos-transcripcional € transcrito para um segmento de RNA orientado anti-
sentido tendo homologia para um gene marcado para supressdo, onde o
segmento de RNA anti-sentido é seguido pela extremidade 3' por um
segmento mais curto, complementar, contiguo, de RNA na orientagéo
sentido. O uso de oligonucleotideos de RNA anti-sentido auto-estabilizados
em plantas é descrito na publicacdo internacional nimero 94/01550. Ver
também publicagdo internacional nimero 98/05770 onde o RNA anti-sentido
& estabilizado por repeticdes da formagdo de gancho de 'poli (CG)
nucleotideos. Ver também publicagéo de pedido da patenfe U.S. nimero
2002/0048814 A1, onde RNA sentido ou anti-sentido é estabilizado por uma
cauda poli (T) — poli (A). Ver também publicagé@o de pedido de patente uU.s.
namero 2003/0018993 A1 onde o RNA sentido ou anti-sentido € estabilizado
por uma repetigao invertida de uma subsequéncia de um gene NOS. Ver
também publicacdo de pedido de patente U.S. numero 2003/0036197 A1
(Glassman et al.) onde RNA tendo homologia para uma marcagio €
estabilizado por duas regides de RNA complementares.

O transgene marcador selecionavel negativo ndo-letal de célula
de planta da presente invengdo compreende polinucleotideos que codificam
para polipeptideos e enzimas relacionadas com horménios de plantas. Os
horménios de plantas, que incluem gibberelinas, citocininas, auxinas, etileno
e acido abcisico podem ser manipulados para efetuar a regeneragéo de
células de plantas em plantas intactas.

A superexpressdo de uma classe de enzimas que usam
substratos de via biossintética de acido gibberélico (GA), mas que n&o

resultam na producdo de GA bioativo sdo utilizdveis para reduzir a

| quantidade de substrato disponivel para biossintese de GA em uma célula
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de planta. A via GA e descrigdo de enzimas e substratos como ilustrado na
publicagdo de patente U.S. nimero 2002005309 e WO 0009722, e incluindo
GA 20-oxidase (patente U.S. numero 6.455.675) e GA 28, 3p-hidroxilase, e
fitoeno sintase. A fitoeno sintase é uma enzima envolvida na producdo de
vitamina A (patente U.S. numero 5.656.472, US 20020051998, us
20020092039, patente U.S. nimero 6.429.356, incorporada aqgui por
referéncia). O DNA codificando fitoeno sintase foi isolado de fontes
bacteriénas e plantas (patente U.S. nimero 5.429.938, incorporada aqui por
referéncia). O gene fitoeno sintase de Erwinia herbicola (crtB, patente U.S.
namero 6.429.356) é particularmente utilizavel para a produgdo de
pigmentos de carotendides e na presente invengdo para reduzir a
regeneragdo da célula de planta. Fray et al. (The Plant Journal 8: 693 - 701,
1995) mostraram que a expressao constitutiva de um gene fitoeno sintase
de fruta em tomates transgénicos causa ananismo por redirecionamento de
metabdlitos da via de gibberelina. A enzima fitoeno sintase como usada na
presente invengdo funciona para divergir o substrato pirofosfato de
geranilgeranila (GGPP) da via biossintética de acido gibberélico para a via
biossintética de carotendide em céluias de plantas contendo o: DNA do
esqueleto do vetor. A diversdo resultante resulta em uma quantidade
reduzida de substrato disponivel para a produgdo de GA. A célula de planta
reduzida em GA é retardada na formagéo de brotos durante a regeneragao

de plantas da cultura de tecido de célula de planta. Adicionalmente, o tecido

de calo de planta em cultura € uma cor laranja devido a super-produgéao de

pigmentos carotenoides. A presente invengéo prové um constructo de DNA
contendo um gene fitoeno sintase no esqueleto do vetor que, quando
superexpressado em uma célula de planta, reduz a taxa em que a célula de
planta regenera em uma planta intacta, assim provendo uma vantagem
seleciondvel para as células de plantas transgénicas ndo contendo o
esqueleto do vetor. Outras enzimas de via biossintética de GA que incluem
GGPP sintases (patente U.S. nimero 6.410.356) tambem s&o utilizaveis na
presente invengdo. As seqiiéncias de gene GA 2-oxidase, por exemplo

isoladas de feijdo, Arabidopsis, feijéo de soja, milho, e algod&o (patente U.S.
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nimero 6.670.527 e publicagdo de patente U.S. nimero US 20020053095,
incorporadas aqui por referéncia) podem ser usadas para reduzir 0s niveis
de GA e retardar o alongamento do broto em cultura de célula de planta. Um
produto génico GA 2-oxidase funciona por reducdo de niveis bioativos de
gibberelina. A hidroxilagdo de GAs bioativos, como GA1 e GA4, por 2-
oxidase, torna as mesmas inativas, enquanto a hidroxilagao de precursores
biossintéticos, como GA9 e GA20, cria substratos nédo preferiveis para as
enzimas biossintéticas GA. A superexpresséo da proteina 2-oxidase pode
ser usada, assim, para inativar diretamente os niveis de GA ou
indiretamente regular de modo descendente os niveis de GA bioativo
endGgenos ao afetar os niveis de substrato e, assim, retardar a regeneracao
de brotos. A presente invengdo prové constructos de DNA que contém
enzimas relacionadas com GA, aqui descritas, em que o cassete de
expressdo de plantas contendo o acido polinucléico codificando estas
enzimas relacionadas com GA ocorrem no DNA do esqueletb do vetor.

A superexpressdo transgénica de enzimas na via biossintétif;a
de citocinina foi mostrada como afetando os niveis de citocinina em células
de plantas e plantas transgénicas. Por exemplo, isopenteniltransferase (IPT)
& uma enzima usada em sintese de citocinina, o gene (ipt) tendo sido
isolado de plasmideo Ti de Agrobacterium tumefaciens (Barry et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. 81; 4776 - 4780, 1984). Isopenteniltransferase usa 5-AMP e

difosfato de isopentenila para catalisar a formagéo de isopentehil-

adenosina-5-monofosfato, o primeiro intermediario em biossintese de .

citocinina. A superexpressdo IPT leva a niveis de citocinina elevados em
plantas transgénicas (Medford et al., Plant Cell 1: 403 - 413, 1989). A
expressdo de IPT em uma célula de planta pode induzir a regeneragdo de
brotos fisiologicamente anormais a partir de protoplastos transformados ou
discos de folhas. Este fenotipo pode ser usado como um marcador
(Ebinuma et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 94 2117 - 2121, 1997). A expressao
de gene CKI1 (independente de citocinina 1) prové um fendtipo similar
(Kakimoto, Science 274: 982 - 985, 1996). Os aumentados niveis de

citocinina foram descritos como tendo uso como um marcador selecionavel
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para a transformagéo de plantas, por exemplo, controle indutivel de IFT
(patente U.S. nimero 6.452.068, e patente U.S. nimero 6.326.192, ambas
incorporadas aqui por referéncia) e controle indutivel de ESR-2 (patente
U.S. nimero 6.441.276, incorporada aqui por referéncia) e ESR1-A (patente
U.S. numero 6.407.312, incorporada aqui por referéncia). Na presente
invencgdo, as proteinas relacionadas com a biossintese de citocinina s&o
preferivelmente expressadas constitutivamente. Estes genes quando
usados nos constructos de plasmideo de DNA da presente invengdo como
componentes do esqueleto do vetor, induzem formagdo de calos nao-
embriogénicos anormais em células de monocotilédones que contém a
estrutura do vetor. Os plasmideos de DNA da presente invengdo s&o
especialmente  utilizaveis para a transformagéo de células de
monocotilédones como poucos embrides sdo produzidos que contém o DNA
do esqueleto . Quando usadas para transformar células de plantas
dicotiledéneas, as células contendo os genes biossintéticos de citocinina
quiméricos produzem brotos anormais que falham na producgé@o de raizes
abundantes. Adicionalmente, as enzimas que degradam citocinina, por
exemplo citocinina oxidase (patente U.S. numero 6.229.066, incorporada
aqui por referéncia) podem ser usadas na presente invengéo para servir
como um transgene marcador selecionavel negativo ndo-letal para celulas
de plantas que contém o esqueleto do vetor.

Auxina, como acido indol-3-acético (IAA) afeta o crescimento de
células de plantas e o desenvolvimento especialmente quando em
combinagdo com outros hormdnios de plantas. As variagbes de relagao da
concentragdo de citocinina/ auxina causam uma melhora no crescimento de
plantas que ocorre preferivelmente em alguns tecidos. Por exemplo, uma
relagdo elevada citocinina/ auxina promove O crescimento de brotos,
enquanto uma relagdo baixa de citocinina para auxina promove o
crescimento de raizes (Depicker et al. (1983) em Genetic Engineering of
Plants, T. Kosunge, C. P.Meredith e A. Hollaender, eds., Plenum Press,
New York, p. 154). As tentativas para aumentar a sintese endogena de IAA

tém envolvido a engenharia genética de plantas como contendo genes
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bacterianos para a biossintese de IAA. Estes incluem os genes de via
biossintética IAA de Agrobacterium sp.: iaaM, iaaH, rolACB ou outros genes
de raiz pilosa ou tumor isolados das espécies de Agrobacterium que
funcionam para prover moléculas de auxina.

Geralmente, as plantas transgénicas expressando niveis
superiores de IAA através de enzimas bacterianas mostraram
anormalidades fenotipicas (Klee et al. Genes Devel. 1: 86 - 96, 1987;
Schmulling et al. EMBO J. 7: 2621 - 2629, 1988). Estas plantas tra‘nsgénicas
demonstraram niveis superiores aos normais tanto de conjuntos de IAA
como de |AA livre, particularmente quando os genes bacterianos iaaM
(triptofano  monooxigenase) efou iaaH (indolacetamida hidrolase) foram
ligados a promotores heterélogos poderosos (Sitbon, F. (1992) Transgenic
Plants Overproducing 1AA--A Model System to Study Regulation of IAA
Metabolism, Swedish University of Agricultural Sciences, Umea, Sweden). A
biossintese de conjugados de IAA em Zea mays € catalisada por UDP-
glicose:indol-3-ilacetil-glucosil transferase (EC 2.4.1.121; também chamado
de IAA-Glicose Sintetase, IAGIu Sintetase, IAGlu Transferase; patente U.S.
numeros 5.919.998, e 6.489.541, ambas incorporadas aqui por referéncia).
A superexpressdo desta enzima causa o crescimento analogo de células em
cultura de tecido. A presente invengdo contempla o uso de genes
biossintéticos de auxina no esqueleto do vetor para prover um fenodtipo
distintivo para células de plantas contendo o DNA do esqueleto do vetor dos
plasmideos de DNA.

A biossintese de etileno foi estabelecida, metionina & convertida
para etileno com S-adenilmetionina (SAM) e &cido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC) como intermediarios. A produgdo de ACC de SAM &

- catalisada pela enzima sintase ACC. ACC sintase €& produzida no

amadurecimento de frutas e plantas estressadas e é codificada por uma
familia de genes altamente divergentes (patente U.S. nimero 5.723.766,
incorporada aqui por referéncia). A conversdo de ACC para etileno ¢
catalisada por enzima formadora de etileno (EFE), (Spanu et al., EMBO J
1991, 10, 2007. Por exemplo, genes de &cido 1-aminociclopropano-1-
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carboxilico sintase (ACS) e de enzima formadora de etileno (EFE) isolados
como descrito na patente U.S. numero 5.886.164, incorporada aqui por
referéncia. ACC oxidase, que converte ACC em etileno, & expressada
constitutivamente na maior parte dos tecidos (Yang et al., Ann. Rev. Plant
Physiol. 1984, 35, 155), mas & induzida durante o amadurecimento da fruta
(Gray et al. Cell 1993 72, 427), composi¢bes de proteina € DNA de ACC
oxidase ou homologos dos mesmos sdo utilizédveis como descritos na

patente U.S. numero 6.043.409, incorporada aqui por referéncia. Os

constructos de DNA da presente invengéo contemplam a presenga de um

cassete de expressdo de planta no esqueleto do vetor que prové a
superexpressdo de enzimas biossintéticas de etileno em células de plantas
que contém o DNA do esqueleto do vetor . Uma enzima ACC deaminase
metaboliza ACC por conversdo em alfa-cetobutirato e aménia (patente U.S.
numero 5.702.933, incorporada aqui por referéncia). Plantas transformadas
para expressar a enzima ACC deaminase tém reduzidos niveis de etileno
em seus tecidos. As plantas transformadas que foram modificadas com um
receptor insensivel a etileno ETR-1 s&o caracterizadas por uma diminuigao
na resposta de etileno como comparado com uma planta ndo contendo
receptor insensivel (patente U.S. nimero 5.689.055, incorporada aqui por
referéncia). Os constructos de DNA da presente invengéo contemplam a
presenga de um cassete de expresséo de plantas no esqueleto do vetor que
prové superexpresséo de enzimas degradativas de etileno ou proteinas de
receptor insensivel a etileno em células de plantas que contém o DNA do
esqueleto do vetor.

Pensa-se que o horménio de planta de &cido abcisico (ABA)
desempenha um papel durante a embriogénese tardia, principalmente no

estagio de maturagéo por inibicdo da germinagéo durante a embriogénese

(In Abscisic Acid: Physiology and Biochemistry, W. J. Davies e H. G. Jones,

eds. (Oxford: Bios Scientific Publishers Ltd.), pp. 99 - 124, 1991). Mutagdes
que afetam o desenvolvimento da semente e sdo insensiveis a ABA foram
identificadas em Arabidopsis e milho. O mutante insensivel a ABA (abi3) de

Arabidopsis e o mutante viviparos 1 (vp1) de milho sdo detectados
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prindipalmente durante a embriogénese tardia (McCarty, et al., Plant Cell 1,
523 - 532, 1989, e Parcy et al., Plant Cell 6, 1567 - 1582, 1994). Tanto o
gene VP1 como os genes AB!3 foram isolados e verificou-se que
compartitham regioes conservadas {Giraudat, J. Current Opinion in Cell
Biology 7: 232 - 238, 1995, e McCarty, D. R. Annu. Rev. Plant Physiol. Plant
Mol. Biol. 46: 71 - 93, 1995). O gene VP1 foi mostrado como funcionando
como um ativador de transcrigdo (McCarty et al., Cell 66: 895 - 906, 1991).
Foi sugerido que ABI3 tem uma fungdo similar. Os genes LEC1 e moléculas
de mutantes relacionados descritos na patente U.S. niimero 6.320.102
(incorporada aqui por referéncia), isto &, lec2, fus3-3 e abi3-3 que causam
defeitos similares em embriogénese tardia para os de lec1-1 ou Ie¢1-2.
Estes mutantes sdo intolerantes & dessecagéo, as vezes sdo viviparos e
tam meristemas apicais de brotos ativados. Os mutantes lec2 e fus3-3 sé&o
sensiveis a ABA e possuem tricomas em seus cotilédones e, assim, podem
ser categorizados como mutantes de tipo cotilédone folhoso. Os mutantes
abi3-3 pertencem a uma classe diferente de mutagbes defeituosas em
embrido tardio que sdo insensiveis a ABA e ndo tém tricomas nos
cotilédones. Os constructos de DNA da presente invengdo contemplam a
presenga de um cassete de expressdo de plantas no esqueleto do vetor que
prové superexpre'sséo de proteinas relacionadas com .ABA em células de

plantas que contém o DNA do esqueleto do vetor, assim provendo um meio

~ para distinguir em ceélula de planta em cultura de tecido com e sem 0

esqueleto do vetor.

O gene Bas1 em Arabidopsis codifica um citocromo P450
(CYP72B1), que tem um papel na sintese ou sinalizagao de
brassinoesteréide. A superexpresséo do gene Bas1 em plantas causa um
fendtipo de ananismo, verde escuro, que imita plantas que tém niveis baixos
de hormdnio de planta, brassinolideo (publicagdo da patente U.S. namero
US 20020073446, incorporada aqui por referéncia). Este 'gene e outros
produtos génicos de sinalizagdo de hormoénio de planta podem ser usados
na presente inveng&o para prover um fenotipo aberrante péra as plantas

contendo o segmento de DNA do esqueleto do vetor compreendendo estes
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genes como o transgene marcador selecionavel negativo nao-letal.

Os genes de interferéncia metabdlica incluem seqiéncias de
codificacdo que codificam para uma proteina que tem atividade catalitica em
um substrato de célula de planta endogeno, ainda & ndo-letal para a célula.
O substrato inclui, mas néo é limitado a aglcares simpies, acidos graxos,
aminoéacidos, ou nucleotideos. Assim, 0s genes de interferéncia metabdlica
codificam, por exemplo, enzimas de via biossintética, enzimas que divergem
substratos das vias, enzimas que degradam ou inativam substratos das
vias, ou produtos génicos que afetam a expressdo das enzimas da via,
estes podem incluir moléculas de RNA anti-sentido ou intensificadores ou
repressores de transcriggo. Mais especificamente, os exemplos de proteinas
de interferéncia metabdlica incluem mas néo sio limitados a levansucrase,
invertase, e trehalose sintase. A expressdo de gene de interferéncia
metabdlica altera a ocorréncia normal ou distribuigdo do substrato na célula
de planta. O resultado € uma célula que é reduzida na divisdo celular,
alongamento da célula, ou regeneragdo em uma planta. Um gene de
interferéncia metabdlica pode compreender uma sequéncia anti-sentido
complementar a um gene de célula de planta endégeno ou transcrito que
quando expressado em uma célula de planta resulta em diviséo de célula de
planta reduzida, alongamento da célula, ou regeneragdo em uma planta. Os
constructos de DNA da presente invengéo contemplam a presenca de um
cassete de expressdo de planta no esqueleto do vetor que prové uma
superexpressdo de enzimas de interferéncia metabdlica ou um RNA anti-
sentido que funciona como molécula repressiva de processos metabdlicos
em células de plantas que contém o DNA do esqueleto do vetor. O
constructo de DNA pode ser feito para prover um RNA anti-sentido que
forma uma molécula de RNA de filamento duplo quando expressada em
células de plantas e prové para a supressao de genes pods-transcripcional
de um gene hospedeiro de marcagao.

Um gene geralmente refere-se a um segmento de DNA que esta
envolvido na produgdo de um polipeptideo. Este segmento de DNA inclui

moléculas regulatérias precedendo (moléeculas de DNA de néo-codificagéo
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5) e seguindo (moléculas de DNA de nido-codificagdo 3') a regido de
codificagdo, assim como sequéncias intervenientes (introns) entre os
segmentos de codificagéo individuais (&xons). Um "gene nativo” significa um
gene como encontrado na natureza com suas préprias seqiiéncias de DNA
regulatérias. "Gene quimérico" significa qualquer gene que ndo € um gene
nativo, compreendendo seqiiéncias de codificagcdo e regulatérias
heterélogas que ndo s&o encontradas juntas na natureza.
Conseqlientemente, um gene quimeérico pode compreender sequéncias
regulatérias e seqiiéncias de codificagdo que sdo derivadas de fontes
diferentes, ou sequéncias regulatorias e segiéncias de codificagéo
derivadas da mesma fonte, mas dispostas em um modo diferente do
encontrado na natureza. Um "transgene” € um gene que foi introduzido no
genoma por um procedimento de transformagdo resultando em um
organismo transgénico. Um transgene também pode ser construido para
produzir um produto génico que nio codifica para um polipeptideo, por
exemplo um RNA anti-sentido.

As seqliéncias regulatérias genéticas sao componentes do gene
e quando ligadas como um transgene incluem moléculas de
polinucleotideos localizadas a montante (sequiéncias de nao-codificagédo 5'),
dentro, ou a jusante (seqliéncias nédo-traduzidas 3"} de uma seqliéncia de
polinucleotideo estrutural, e que influencia a transcrigéo, processamento ou
estabilidade de RNA, ou tradugdo da seqliéncia de polinucleotideo estrutural
associada. As seqliéncias regulatérias podem incluir promotores,
sequiéncias lider de tradug&o (por exemplo patente U.S. nimero 5.659.122),
introns (por exemplo, patente U.S. nimero 5.424.412), e seqiiéncias de
reconhecimento de poliadenilagéo.

O constructo de DNA da presente invengéo pode, em uma
modalidade, conter um promotor que causa a superexpressao do produto de
transgene da presente invengéo, onde a "superexpressdo” significa a
expressdo do produto ou ndo normalmente presente na célula hospedeira,
ou presente na referida célula hospedeira em um nivel maior do que

normalmente expressado do gene endbégeno codificando o referido
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polipeptideo. Os promotores, que podem causar a superexpressdo do
produto transgene da presente invencdo, s&o géralmente conhecidos na
técnica, por exemplo, promotores virais (P-CaMV35S, patente U.S. nimero
5.352.605: P-FMV35S, patente U.S. nimeros 5.378.619 e 5.018.100), e
varios promotores derivados de planta, por exemplo, promotores de actina
de plantas (P-Os.Act1, patentes U.S. nimeros 5.641.876 e 6.429.357).
Estes promotores sdo exemplos de promotores constitutivos que geralmente
expressam na maior parte dos tecidos da planta. Outros promotores
constitutivos s3o bem conhecidos dos versados na técnica de biologia
molecular e sdo utilizaveis na presente invengéo.

O nivel de expresséo ou padrdo do promotor do constructo de
DNA da presente invengdo pode ser modificado para melhorar sua
expressdo. Os métodos bem conhecidos dos versados na técnica podem
ser usados para inserir elementos melhoradores (por exemplo subdominios
do promotor CaMV35S, Benfey et al., EMBO J. 9: 1677 - 1684, 1990) na
seqiiéncia 5' dos genes. Em uma modalidade, os elementos intensificadores
podem ser adicionados para criar um promotor, que engloba a expresséo
temporal e espacial do promotor nativo do gene da presente invengdo mas
tém niveis quantitativamente maiores de expressdo. Similarmente, a
expressdo especifica para tecido do promotor pode ser obtida atraveés de
modificagbes da regido 5’ do promotor cdm elementos determinados para
ativar ou reprimir especificamente a expressdo de gene (por exemplo,
elementos especificos para polen, Eyal et al., 1995 Plant Cell 7: 373 - 384).
O termo "seqiéncia de promotor” ou "promotor” significa uma molécula de
polinuclectideo que é capaz de, quando localizada em c¢is para uma
seqliéncia de polinucleotideo estrutural codificando um polipeptideo,
funcionar em um modo que dirige a expressdo de uma ou mais moléculas
de mRNA que codifica o polipeptideo. Estas regices de promotor séo
tipicamente encontradas a montante do trinucleotideo, ATG, no sitio de
partida de uma regido de codificacdo de polipeptideo. As moléculas de
promotor também incluem sequéncias de DNA das quais a transcrigéo de

um RNA de transferéncia (tRNA) ou sequéncias de RNA ribossémico
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(rRNA) sdo iniciadas. A transcricdo envolve a sintese de uma cadeia de
RNA representando um filamento de um duplex de DNA. A seqléncia de
DNA requerida para a reagdo de terminagdo de transcrigdo é chamada a
regido de terminagéo de transcrigédo 3'.

Prefere-se que o promotor particular selecionado deva ser
capaz de causar uma expressdo suficiente para resultar na prodm;éo de
uma quantidade eficaz de um produto para causar o fendtipo desejado.
Além dos promotores que sdo conhecidos como causando a transcrigcéo de
DNA em células de plantas, outros promotores podem ser identificados para
uso na presente invengéo por triagem de uma biblioteca de cDNA de planta
para genes que sdo seletivamente ou preferivelmente expressados nos
tecidos de marcagdo e entdo determinam as regides de promotor. Os

promotores que expressam o produto génico marcador selecionavel

negativo néo-letal ligado durante o processo de cultura de tecido de planta

para regenerar uma célula de planta em uma planta s30 especialmente
utilizaveis na presente invengdo.

Os promotores que podem ser usados para expressar
transgenes em plantas podem ser derivados de genes codificando proteinas
de armazenamento embridnico, que inclui o gene codificando a proteina de

armazenamento de 2S de Brassica napus (Dasgupta et al., Gene 133; 301 -

| 302, 1993); a familia de gene de proteina de armazenamento de semente

2S de Arabidopsis ; o gene codificando oleosina 20kD (kilodalton) de
Brassicé napus (GehBank M63985); os genes codificando oleosina A
(GenBank U09118) e oleosina B (GenBank U09119) de soja; o gene
codificando oleosina de Arabidopsis (GenBank Z17657); o gene codificando
oleosina 18kD de milho (GenBank J05212, Lee, Plant Mol. Biol. 26: 1981 -
1987, 1994) e o gene codificando proteina rica em enxofre de baixo peso
molecular de soja (Choi et al., Mol. Gen. Genet. 246: 266 - 268, 1995),
podem ser usados em transgenes quiméricos. Os promotores derivados de
genes codificando zeina (incluindo os genes 15kD, 16kD, 19kD, 22kD,
27kD, e gama, Pedersen ef al., Cell 29: 1015 - 1026, 1982) podem ser

usados em transgenes quiméricos. As zeinas sdo um grupo de proteinas de
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armazenamento encontrado em endosperma de milho. Os promotores que
expressam em tecido de semente sdo aqui referidos como P-Seed, salvo
identificados em contrario.

Reconhece-se que promotores adicionais que podem ser
usados sé&o descritos, por exemplo, nas patentes U.S. niimeros 5.378.619,
5.391.725, 5.428.147, 5.447.858, 5.608.144, 5.608.144, 5.614.399,
5.633.441, 5.633.435, e 4.633.436, todas sendo aqui incorporadas em sua
totalidade. Reconhece-se ainda que os limites exatos de seqiiéncias
regulatérias ndo podem ser completamente definidos e que os fragmentos

de DNA de diferentes comprimentos podem ter uma atividade de promotor |

idéntica. Os versados na técnica podem identificar promotores além dos
aqui descritos que funcionam na presente invengédo para prover expressio
de uma molécula de polinucleotideo de transgene marcador selecionavel
negativo nao-letal de célula de planta.

A sequéncia lider de tradugao € um meio de elemento genético
de DNA Iocaliiado entre a seqléncia de promotor de um gene e a
seqiéncia de codificagdo. A seqiiéncia de lider de tradugdo esta presente
no mRNA completamente processado a montante da seqiiéncia de inicio de
tradugdo. A seqliéncia lider de tradugdo pode afetar o processamento do
transcrito primario para mRNA, estabilidade de mRNA ou eficacia de
tradugdo. Os exemplos de seqiiéncias lider de tradug&o incluem lideres de
proteina de choque térmico de milho e petinia (patente U.S. nimero
5.362.865, incorporada aqui por referéncia), lideres de proteina de
revestimento de virus de planta, lideres de gene rubisco de planta, dentre
outros (Turner e Foster, Molecular Biotechnology 3: 225, 1995).

Os peptideos de transito geralmente se referem a moléculas de
peptideo que, quando ligadas a uma proteina de interesse, dirigem a
proteina para um tecido, célula, local subcelular ou organela de células
particulares. Os exemplos incluem, mas ndo s&o limitados a peptideos de
trAnsito de cloroplasto, sinais de marcagdo nuclear, e sinais vacuolares. O
peptideo de trénsito de cloroplasto é de utilidade particular na presente

invengdo para dirigir a expressdo da enzima fitoeno sintase para o
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cloroplasto. Os peptideos de transito de cloroplasto (CTPs) séao
engenheirados para serem fundidos nas proteinas de N-término a serem
marcados no cloroplasto da planta. Muitas proteinas localizadas no
cloroplasto sdo expressadas a partir de genes nucleares como precursores
e sdo marcados para o cloroplasto por um peptideo de transito de
cloroplasto (CTP) que € removido durante as etapas de importagdo. Os
exemplos de proteinas de cloroplastos incluem a subunidade pequena de
ribulose-1,5,-bisfosfato  carboxilase  (RbcS2, rubisco), fefredoxina,
ferredoxina oxidorreductase, a proteina | e proteina |l de complexo de
colheita leve, e tiorredoxina F. Foi demonstrado in vivo e in vitrb que as
protéinas ndo-cloroplasto podem ser marcadas para o cloroplasto pelo uso
de fusdes de proteina com um CTP e que uma sequéncia de CTP é
suficiente para marcar uma proteina para o cloroplasto. A incorporagao de
um peptideo de trénsito de cloroplasto apropriado, como, EPSPS CTP de
Arabidopsis thaliana (Klee et al., Mol. Gen. Genet. 210: 437 - 442, 1987), e
Petunia hybrida EPSPS CTP (della-Cioppa et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
83: 6873 - 6877, 1986) foi demonstrada como marcando a proteina
heteréloga para os cloroplastos em plantas transgénicas. A expressao de
uma enzima fitoeno sintase em plantas transgénicas ¢ marcada para o
cloroplasto pela adicdo de um CTP (WO 9714807, patente U.S. nimero
6.429.356, incorporada aqui por referéncia). Os versados na técnica irdo
reconhecer que varios constructos quimeéricos podem ser feitos que utilizam
a funcionalidade de um CTP particular para importar fitoeno sintase ou
outros produtos génicos marcadores selecionaveis negativos ndo-letais no
cloroplasto da célula de planta, como necessario.

As sequéncias nado-traduzidas 3' ou regido de terminagéo 3'
significa seqliéncias de DNA localizadas a jusante de uma sequéncia de
nucleotideo estrutural e incluem seqléncias codificando sinais de
poliadenilagdo e outros regulatérios capazes de afetar a transcrigao,
processamento de mRNA ou expressao de genes. O sinal de poliadenilagdo
funciona em plantas para causar a adicdo de poliadenilato nucleotideos

para a extremidade 3' do precursor de mRNA. A seqiéncia de
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poliadenilagdo pode ser derivada de gene natural, de uma variedade de
genes de plantas, ou de T-DNA. Um exemplo da seqiiéncia de
poliadenilagdo é a seqiiéncia nopalina sintase 3' (nos 3'; Fraley et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 80: 4803 - 4807, 1983). O uso de seqﬂéhcias nao-
traduzidas 3' diferentes é exemplificado por ingelbrecht et al., (Plant Cell 1:
671 - 680, 1989).

Os procedimentos de laboratério em tecnologia de DNA
recombinante usados aqui sdo os bem conhecidos dos versados na técnica
e comumente empregados. As técnicas padrdo sdo usadas para clonagem,
isolamento de DNA e RNA, amplificagdo e purificacdo. Geralmente, as
reagbes enzimaticas envolvendo DNA ligase, DNA polimerase,
endonucleases de restrigéo, e similares, sdo realizadas de acordo com as
especificagbes dos fabricantes. Estas técnhicas e vérias outras técnicas
geralmente s&o realizadas de acordo com Sambrook et al., Molecular
Cloning - A Laboratory Manual, segunda edigdo, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, New York (1989), referido aqui como
Sambrook et al., (1989).

Constructo de DNA recombinante de plantas e plantas
transformadas _

As moleculas de &cido polinucléico isoladas da presente
invengdo podem encontrar uso particular na criagdo de plantas de cultura
transgénica em que os polipeptideos da presente invengdo sdo
superexpressados. A superexpressdo destes polipeptideos em uma célula
de plantas pode reduzir a taxa em que a célula de planta regenera em uma
planta intacta ou produz um fenétipo facilmente discernivel ao olho nu sem a
adigao de substratos exégenos. O plasmideo de DNA da presente invengdo
pode ser transformado em uma célula de planta de cultura transgénica.

Uma planta de cultura transgénica contém uma molécula de
polinucleotideo exdgena inserida no genoma de uma célula de planta de
cultura. Uma célula de planta de cultura, inclui sem limitacdo uma célula de

planta ainda compreendendo culturas em suspens&o, embrides, regides

- meristematicas, tecido de calo, folhas, raizes, brotos, gametofitos,
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espordfitos, dvulos, pdlen e microesporos, e sementes, e fruta. Por
"exogeno”, significa-se que uma molécula de polinucleotideo se origina de
fora da planta em que a molécula de polinucleotideo foi introduzida. Uma
molécula de polinucleotideo exdégena pode ter uma seqiéncia de
nucleotideo de ocorréncia natural ou de ocorréncia ndo natural. Um versado
na técnica entende que uma molécula de polinucleotideo exégeno pode ser
uma molécula heteréloga derivada de uma espécie diferente do que a planta
em que a molecula de polinucleotideo foi introduzida ou pode ser uma
molécula de polinucleotideo derivada da mesma espécie de planta como a
planta em que foi introduzida. O polinucleotideo exogeno (transgene)
quando expressado em uma planta transgénica pode prover um traco
agronomicamente importante. Os transgenes de interesse agrondmico
(GOI) provéem tragos agronémicos benéficos em plantas de cultura, por
exemplo, mas n&o sdo limitados aos elementos genéticos compreendendo
resisténcia a herbicida (patente U.S. numero 5.633.435'; patente U.S.
nimero 5.463.175), rendimento aumentado (patente U.S. nimero
5.716.837), controle de insetos (patente U.S. numero 6.063.597; patente
U.S. nimero 6.063.756; patente U.S. nimero 6.093.695; patente U.S.
ndmero 5.942.664; patente U.S. nimero 6.110.464), resisténcia a doencas
flngicas (patente U.S. numero 5.516.671; patente U.S. nimero 5.773.696;
patente U.S. nimero 6.121.436; e patente U.S. nimero 6.316.407, e patente
U.S. nimero 6.506.962), resisténcia a virus (patente U.S. niimero 5.304.730
e patente U.S. nimero 6.013.864), resisténcia a nematdides (patente U.S.
numero 6.228.992), resisténcia a doenca bacteriana (patente U.S. nimero
5.516.671), producdo de amido (patente U.S. nimero 5.750.876 e patente
U.S. nimero 6.476.295), produgdo de 6leos modificados (patente U.S.
numero 6.444.876), producio de oleo elevada (patente U.S. numero
5.608.149 e patente U.S. numero 6.476.295), teor de Acido graxo
modificado (patente U.S. nimero 6.537.750), produgéo de proteina elevada
(patente U.S. nimero 6.380.466), amadurecimento de fruta (patente U.S.
namero 5.512.466), nutrigio humana e animal melhorada (patente U.S.
nimero 5.985.605 e patente U.S. niimero 6.171 .640), biopolimeros (patente
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U.S. namero 5.958.745 e publicagdo da patente U.S. numero US
20030028917), resisténcia a estresse ambiental (patente U.S. namero
6.072.103), peptideos farmacéuticos (patente U.S. numero 6.080.560),
melhorados tragos de processamento (patente U.S. nimero 6.476.295),
melhorada digestibilidade (patente U.S. nimero 6.531.648) baixo teor de
rafinose (patente U.S. nimero 6.166.292), produgdo de enzima industrial
(patente U.S. nimero 5.543.576), aroma melhorado (patente U.S. nimero
6.011.199), fixagdo de nitrogénio (patente U.S. nimero 5.229.114),
producdo de sementes hibridas (patente U.S. nimero 5.689.041), e
produgéo biocombustivel (patente U.S. nimero 5.998.700), os elementos
gengticos e transgenes descritos nas patentes listadas acima sdo aqui
incorporados por referéncia. |

A presente invengdo também prové um constructo de DNA
recombinante de planta para produzir plantas de cultura transgénicas. Os
métodos que s&o bem conhecidos dos versados na arte podem ser usados
para preparar o constructo de DNA recombinante de planta de cultura da
presente invengdo. Estes métodos incluem técnicas de DNA recombinante
in vitro, técnicas sintéticas, e recombinagdo genética in vivo. Estas técnicas
séo descritas em Sambrook et al., (1989). As moléculas de polinucleotideos
exogenos criadas pelos métodos podem ser transferidas em uma célula de
planta de cultura por transformagéo mediada por Agrobacterium ou outros
métodos bem conhecidos dos versados na técnica de transformacdo de
plantas. ‘

Os constructos de DNA s3o geralmente constructos de DNA de
borda de plasmideo Ti duplo que tem as regides de borda direita (RB ou
AGRtu.RB) e borda esquerda (LB ou AGRtu.LB) do plasmideo Ti isoladas
de Agrobacterium tumefaciens compreendendo um T-DNA (DNA de
transferéncia), que junto com as moléculas de transferéncia providas pelas
células de Agrobacterium, permite a integracdo do T-DNA no genoma de
uma ceélula de planta. Os constructos de DNA também contém os
segmentos de DNA do esqueleto do vetor que provéem funcdo de
replicacéo e selegdo de antibidtico em células bacterianas, por exemplo,
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uma origem de E. coli de replicagdo, como 0ri322, uma origem de faixa
hospedeiro ampla de replicagdo como Ec.oriV ou oriRi, e uma regido de
codificagdo para um marcador selecionavel como Spec/Strp, que codifica
para um gene marcador selecionavel Tn7 aminoglicosideo adeniltransferase
(aadA) conferindo resisténcia a espectinomicina ou estreptomicina, ou uma
gentamicina (Gm, Gent). Para transformagao de plantas, a cepa bacteriana
hospedeira € com frequéncia Agrobacterium tumefaciens ABI, C58, ou
LBA4404, no entanto, outras cepas bem conhecidas dos versados na
técncia de transformag&o de plantas podem funcionar na presente invengéo.
A presente invengéo prové constructos de DNA que contém um cassete de
expresséo de planta no esqueleto do vetor, que quando expressadas em
uma célula de planta produz um produto nao-letal que preferivelmente reduz
a regeneracéao eficaz da célula de planta em uma planta intacta completa ou
produz uma planta ou parte da mesma que tem um fenétipo aberrante.

Um T-DNA do constructo de DNA da presente invencgdo ira

tipicamente compreender um ou mais transgenes de interesse agrondmico e

um marcador selecionavel positivo que confere um fenétipo selecionavel em
celulas de plantas. O marcador pode prover resisténcia a um composto de
selegdo positivo, por exemplo resisténcia a antibidtico (por exemplo,
canamicina, G418, bleomicina, higromicina, etc.), ou resisténcia a herbicida
(por exemplo, incluindo mas n#o limitados a: inibidores de glifosato,
glufosinato,  sulfoniluréias, imidazolinonas, bromoxinila, delapon,
ciclohezanodiona, protoporfirionogénio oxidase, e herbicidas isoxasflutole).
As moléculas de polinucleotideo codificando proteinas envolvidas em
toleréncia a herbicidas sdo conhecidas na técnica e incluem, mas nio sdo
limitadas a wuma molécula de polinucleotideo codificando 5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS, descrito nas patentes U.S.
nimeros 5.627.061, 5.633.435, 6.040.497; Padgette et al. Herbicide
Resistant Crops, Lewis Publishers, 53 - 85, 1996; e Penaloza-Vazquez, et
al. Plant Cell Reports 14: 482 - 487, 1995; e aroA (patente U.S. nimero
5.004.945) para toleréncia a glifosato; bromoxinil nitrilase (Bxn) para
toleréncia a Bromoxinil (patente U.S. nimero 4.810.648); fitoeno desaturase
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(crtl, Misawa et al. (1993) Plant J. 4: 833 - 840, e (1994) Plant J. 6: 481 -
489); para tolerdncia a norflurazon, &cido acetohidroxi sintase (AHAS, aka
ALS, Sathasiivan et al. Nucl. Acids Res. 18: 2188 - 2193, 1990); e o gene
bar para tolerancia a glufosinato e bialafos (DeBloc, et al. EMBO J. 6: 2513 -
2519, 1987).

Além de uma mércador selecionavel, pode ser desejavel usar
um gene repdrter. Em alguns casos, um gene repérter pode ser usado com
ou sem um marcador selecionavel. Os genes repdrter séo genes que nao
estdo tipicamente presentes no organismo recipiente ou tecido e tipicamente
codificam para proteinas resultando em mudanga fenotipica ou propriedade
enzimatica. Os exemplos destes genes séo providos em Wising et al. Ann.
Rev. Genetics, 22, 421 (1988), que & incorporado aqui pbr referéncia. Os
genes repérter incluem beta-glucuronidase (GUS) de locus uidA de E. coli, o
gene cloranfenicol acetil transferase de Tn9 de E. coli, a proteina
fluorescente verde de agua-viva bioluminescente Aequorea victoria, € 0
gene luciferase de vaga-lume Photinus pyralis. Um teste para detectar a
expressdo de gene repdrter pode entdo ser realizado a um tempo
apropriado apos referido gene ter sido introduzido em células recipientés.
Um tal teste preferido acarreta o uso do gene codificando beta-
glucuronidase (GUS) do locus uidA de E. coli como descrito por Jefferson et
al, (Biochem. Soc. Trans. 15, 17 - 19, 1987) para identificar celulas
transformadas, referidas aqui como GUS.

O constructo de DNA da presente invengéo pode ser introduzida
no genoma de um hospedeiro de planta desejado por um método de
transformacdo de planta mediado por Agrobacterium apropriado. Os
constructos de plasmideo de transformagédo de plantas apropriadas para o
fim de transformagdo mediada por Agrobacteriurm incluem as derivadas de
plasmideo Ti de Agrobacterium tumefaciens, assim como os descritos, por
exemplo, por Herrera-Estrella et al., (Nature 303: 209, 1983); Bevan,
(Nucleic Acids Res. 12: 8711 - 8721, 1984); Klee et al., (Bio-Technology 3:
637 - 642, 1985). Métodos para transformar plantas por transformagéo

mediada por Agrobacterium tumefacies incluem Fraley et al,
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(Bio/Technology 3: 629 - 635, 1985), e Rogers et al., (Methods Enzymol.
153: 253 - 277, 1987). A transformacao mediada por Agrobacterium é obtida
através do uso de uma bactéria de solo geneticamente engenheirada

pertencendo ao género Agrobacterium . Varias espécies de Agrobacterium

| mediam a transferéncia de um DNA especifico conhecido como "T-DNA",

que pode ser geneticamente engenheirado para transportar qualquer pega
desejada de DNA em muitas espécies de plantas. Os eventos principais
marcando o processo de patogénese mediada por T-DNA s&o indugdo de
genes de viruléncia, e processamento e transferéncia de T-DNA. Este
processo € o assunto de muitas revisdes de estudo (Ream. Ann. Rev.
Phytopathol. 27: 683 - 618, 1989; Howard e Citovsky, Bioassays, 12: 103 -
108, 1990; Kado, Crit. Rev. Plant Sci. 10: 1 - 32, 1991; Winnans, Microbiol.
Rev. 56: 12 - 31, 1992; Zambryski, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol.,
43: 465 - 490, 1992; Gelvin, In Transgenic Plants, S. D. Kung e R. Wu eds.,
Academic Press, San Diego, pp. 49 - 87, 1993; Binns e HoWitz, in Bacterial
Pathogenesis of Plants and Animals (Dang, J. L., ed.). Berlin: Stringer
Verlag, pp. 119 - 138, 1994; Hooykaas e Beijersbergen, Ann. Rev.
Phytopathol. 32: 157 - 179, 1994; Lessl e Lanka, Cell 77: 321 - 324, 1994;
Zupan e Zambryski, Ann. Rev. Phytopathol. 27, 583 - 618, 1995).

As técnicas de regeneragéo de célula de planta se baseiam na
manipulagdo de alguns fitohorménios em um meio de crescimento de
cultura de tecido, também tipicamente se baseando em um marcador de
biocida efou herbicida que foi introduzido junto com as seqiiéncias de
nucleotideos desejadas. A escolha de metodologia com os protocolos
apropriados sendo disponivel para hospedeiros Leguminoseae (alfafa, feijdo
de soja, trevos, etc.), Umbelliferae (cenoura, aipo,pastinaca), Cruciferae
(repolho, rabanete, canola/ colza de semente oleigena, etc ), Cucurbitaceae
(meldes e pepino), Gramineae (trigo, cevada, arroz, milho, etc.), Solanaceae
(batata, tabaco, tomate, pimentdes), varios culturas florais, como girassol, e
arvores contendo nozes, como amendoeiras, cajueiros, nogueiras, e
nogueira-peca. Ver, por exemplo, Ammirato et al., Handbook of Plant Cell
Culture - Crop Espécie. Macmillan Publ. Co. (1984); Shimamoto et al.,
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Nature 338: 274 - 276 (1989); Fromm, UCLA Symposium on Molecular
Strategies for Crop Improvement, 16 - 22 de abril, 1990. Keystone, CO
(1990); Vasil et al, Bio/Technology 8: 429 - 434 (1990); Vasil et al,
Bio/Technology 10: 667 - 674 (1992); Hayashimoto, Plant Physiol. 93: 857 -
863 (1990); e Datta et al., Bio-technology 8: 736 - 740 (1990). Tais técnicas
de regeneragdo séo geralmente descritas em Klee et al,, Ann. Rev. Plant
Phys. 38: 467 - 486 (1987). Métodos e composigbes para transformar
plantas por introdugdo de um constructo de DNA transgénico em um
genoma de planta na pratica desta invengédo podem incluir qualquer um dos
métodos bem conhecidos e demonstrados. Por exemplo, transformagéo
mediada por Agrobacterium como ilustrado nas patentes U.S. numeros
5.824.877; 5.591.616; e 6.384.301, todas sado incorporadas aqui por
referéncia.

As plantas que podem ser feitas pela pratica da presente
invencdo incluem, mas ndo sdo limitadas a acacia, alfafa, aneth, mag3,
damasco, alcachofra, arugula, aspargo, abacate, banana, cevada, feijdes,
beterraba, amora-preta, mirtilo, brécolis, couve-de-bruxelas, repolho, canola,
cantaloupe, cenoura, mandioca, couve-flor, aipo, cereja, cilantro, citricos,
clementines, café, milho, atgodéo, pepino, abeto Douglas, berinjela,
endivias, escarola, eucalipto, erva-doce, figo, arvores de florestas, cabaco,
uvas, toronja, meldo doce, jicama, kiwi, alface, alho-porré, limdo, lima,
pinheiro Loblolly, manga, meldo, cogumelo, noz, aveia, okra, cebola, laranja,
uma planta ornamental, papaia, salsinha, ervilha, péssego, amendoim, péra,
pimentdo, caqui, pinheiro, abacaxi, tipo de banana, ameixa, roma, alamo,
batata, ab6bora, marmelo, pinheiro radiata, radicchio, rabanete, framboesa,
arroz, centeio, sorgo, pinheiro do sul, soja, espinafre, jerimu, morango,
beterraba de agticar, cana-de-aglcar, girasssol, batata doce, goma doce,
tangerina, cha, tabaco, tomate, turfa, um vinhedo, melancia, trigo, inhame, e
zucchini.

Os seguintes exemplos sdo providos para melhor elucidar a
pratica da presente invengdo e ndo devem ser interpretados em qualquer

modo para limitar o escopo da presente invengéo. Os versados na técnica
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irdo reconhecer que varias modificagbes, adiges, substituigdes, trucacgdes,
etc, podem ser feitos aos métodos e genes descritos aqui apesar de nédo
safrem do espirito e escopo da presente invencgo.
EXEMPLOS
Exempo 1
Plasmideos de DNA

Os plasmideos de DNA da presente invencio s&o constructos

de DNA que contém um segmento de t-DNA e uma segmento do esqueleto
do vetor. O T-DNA ¢ flanqueado por regides de borda de ptasmideo Ti de
Agrobacterium as regides de borda direita (RB) e de borda esquerda (LB)] e
contem genes de marcador seleciondvel positivo e genes de interesse
agrondmico (GOI). O segmento do esqueleto do vetor contém o gene
marcador selecionavel negativo ndo-letal e os elementos de manutencao de
plasmideos. Os plasmideos de DNA usados como controles para fins
comparativos contém cassetes de expressdo de T-DNA idénticos ou
similares, mas ndo contém o gene marcador selecionavel negativo nao-letal
do esqueleto do vetor. O projeto basico de um plasmideo da presente
invengdo é ilustrado na figura 1. Nesta ilustragéo, os elementos RB e LB
flanqueiam um T-DNA, estes elementos de borda podem ser substituidos
com outro como os elementos ou fragmentos de moléculas de DNA
relacionadas que funcionam como sitios de corte "nick" para uma
endonuclease provida pelo genes de viruléncia de Agrobacterium. O gene
marcador selecionavel pode ser selecionado dentre qualquer nlimero de
genes conhecidos como provendo resisténcia a célula de planta para
compostos de selegéo positiva como, antibiéticos, por exemplo canamicina,

higromicina, gentamicina, ou herbicidas, por exemplo, inibidores de

glifosato, glufosinato, sulfoniluréias, imidazolinonas, bromoxinila, delapon,

ciclohezanodiona, protoporfirionogénio oxidase, e herbicidas isoxaflutol. Os
genes de interesse agrondémico podem ser selecionados para prover
qualquer nimero de tragos utilizaveis para as plantas. A presente invengdo
prové exemplos de genes de interesse agrondmico em constructos de DNA

que incluem, mas ndo sdo limitadas a um gene de tolerancia a herbicida,
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genes de resisténcia a insetos, e um gene de melhora do rendimento.

Um constructo de DNA especificamente utilizavel para
expressé@o em células de plantas monocotiledéneas contém a seqiiéncia de
codificag@o de DNA crtB com um lider de peptideo de transito de cloroplasto
de subunidade rubisco ligada (SSU, TS-Ps.RbcS2, SEQ ID NO: 1 de
patente U.S. nimero 6.429.356, incorporada aqui por referéncia) ¢ ligado de
modo operativo a um promotor constitutivo forte (P-CaMV.35Sen, patente
U.S. nimero 5.359.142, promotor CaMV com melhorador duplicado) e milho
Hsp70 intron (I-Zm.Dnak, patente U.S. ntimero 5.593.874) e uma regiso de
terminagdo 3' isolada do gene nopalian sintase de Agrobacterium
tumefaciens (T-AGRtu.nos 3') como ilustrado em pMONB80101 (figura 2),
este cassete de expressio estd localizado no segmento de DNA do
esqueleto do vetor. Em pMON80101, o T-DNA contém um cassete de
expressao de planta que é tanto um marcador selecionavel coOmo um gene
de interesse agronémico (tolerancia a glifosato). Este cassete de expressao
compreende o promotor , lider, e intron de actina 1 de arroz (P-Os.Act1,
patente U.S. nimero 5.641.876), ligado ao peptideo de transito de
cloroplasto (CTP2) isolado de gene ShkF de Arabidopsis, ligado a
sequéncia de codificagio aroA-CP4 de Agrobacterium tumefaciens (patente
U.S. nimero 5.633.435), ligado & regido de terminagéo 3' isolada do gene
nopalina sintase de Agrobacterium tumefaciens.

Um constructo de DNA contendo a seqliéncia de codificagdo de
crtB codificando uma fitoeno sintase (SEQ ID NO: 1 da presente invengao,
ou outras moléculas de DNA codificando uma fitoeno sintase, por exemplo
SEQ ID NO: 1 de patente U.S. nimero 6.429.356) é construida que é
particularmente utilizavel para a expresséo em células de plantas
dicotiledéneas ¢é ilustrada em pMON77406 (figura 3). O promotor P-
CaMV.358:en é um promotor constitutivo forte que dirige a expressdo do
produto génico crtB em células de plantas. Este constructo contém o
cassete de expressdo de gene marcador selecionavel (P-FMV35S/L-Ph-
Hsp70/CTP2-aroA-CP4/T. -RbcS2-E9) que prové uma expressdo constitutiva
forte de uma enzima EPSPS resistente 3 glifosato (aroA-CP4). O promotor
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P-FMV (patente U.S. nimero 5.378.619), o lider de tradugdo isolado de
gene Hsp70 de Petunia hybrida (patente U.S. nimero 5.362.865), o
peptideo de trénsito de cloroplasto (CTP2) isolado de EPSPS de
Arabidopsis ligado de modo operativo a sequéncia de codificagdo de
EPSPS resistente a glifosato aroA-CP4 e ligado a regido de terminagéo 3'
de subunidade pequena rubisco de ervilha também referido como E9. Os
cassetes de expressdo adicionais (transgenes de interesse agrondmico)
podem ser adicionados no T-DNA de modo a prover melhorados fendtipos
agrondmicos nas plantas transgénicas contendo o T-DNA.

Um constructo de DNA ilustrado na figura 4 (pLAGILB01.0033)
contém um transgene melhorador de rendimento (P-Seed/I-Zm.DnaK-
Hsp70/Cglut.CordapA/T-AGRtu.Tr7) e o gene marcador selecionavel
glifosato. O promotor P-Seed funciona para prover a expressdo em tecidos
de semente ligados a intron Hsp70 de milho. O gene CordapA
(Corynebacterium dapA, Bonnassie ef al. Nucleic Acids Res. 18: 6421,
1990) codifica uma enzima DHDPS que ¢ insensivel ao inibidor lisina. A
regido de terminagdo de transcricdo € do gene Tr7 de Agrobacterium
tumefaciens. O transgene marcador selecionavel negativo nio-letal crtB
esta localizado no DNA do esqueleto do vetor.

Um constructo de DNA ilustrado na figura 5 (pLAGILBO1'.0037)
contém dois ti'ansgenes de resisténcia a insetos, os polinucleotideos que
codificam uma proteina Bt.EG11768 (patente U.S. numero 6.242.241) e
uma proteina Bt.cryllAb (patente U.S. nimero 6.489.542). O gene crtB esta
no DNA do esqueleto, sua expressdo acionada pelo promotor P-
CaMV.35Sen.

Um constructo de DNA ilustrado na figura 6 (pMON69869)

contém os elementos genéticos para expressdo do marcador selecionavel
aroA:CP4 que prové resisténcia a glifosato, e no DNA do esqueleto do vetor,
um transgene marcador selecionavel negativo néo-letal, o polinucleotideo
codificando a enzima IPT de Agrobacterium tumefaciens (ipt ou AGRtu.ipt,
SEQ ID NO: 2). Um constructo de DNA ilustrado na figura 7 (pMON75157)

mostra um plasmideo que contém elementos genéticos adicionais utilizaveis
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para expressao da seqiiéncia de codificagdo AGRtu.ipt. Este cassete de
expressao pode ser usado no esqueleto do vetor de plasmideos de DNA
usados para a transformagdo mediada por Agrobacterium de células de
planta.

Um constructo de DNA ilustrado na figura 8 (PMON75182)
contém, no T-DNA, os transgenes para um gene marcador classificavel
(GUS) e um gene marcador selecionavel positivo (AGRtu.nptll). A seqiiéncia
de codificagdo AGRtu.ipt esta contida no DNA do esqueleto do vetor. O
gene marcador classificAvel pode ser substituido com transgenes de
interesse agrondmico (GOI) para prover tragos agronc‘)mic_os valiosos pra as
plantas de cultura. '

Um constructo de DNA ilustrado na figura 9 (bLAGILBO1.0035)
contém, no T-DNA, o transgene para um transgene melhorador de
rendimento (P-Seed/I-Zm.DnaK-Hsp70/Cglut.CordapA/T -AGRtu.Tr7) e um
transgene marcador selecionavel de glifosato. O cassete de expressdo ipt
(P-CaMV.35S:en/l-Zm.DNAK/ipt/T-AGRtu.nos3") estd contido no DNA do
esqueleto do vetor.

Um constructo de DNA ilustrado na figura 10 (pLAGILB01.0038)
contém dois transgenes de resisténcia a insetos, os polinucleotideos que
codificam uma proteina Bt.EG11768 e uma proteina Bt.cryllAb. O gene
AGRtu.ipt estd no DNA do esqueleto , a expressdo acionada pelo promotor
P-CaMV.35Sen.

Um constructo de DNA ilustrado na figura 11 (PMON75183)
contém, no T-DNA, os transgenes para um gene marcador classificavel
(GUS) e um gene marcador selecionavel positivo (AGRtu.npt/l). A seqliéncia
de codificagéo codA esta contida no DNA do esqueleto do vetor. O codA
prové um marcador selecionave! letal condicional. Durante a regeneracao
da ceélula de planta, o tecido de calo é transferido para meios contendo 5-
fluorocitosina, células de plantas que expressam citosina deaminase serdo
mortas, deixando somente células de plantas que ndo contém o DNA do
esqueleto do vetor. O gene marcador classificavel pode ser substituido com

transgenes de interesse agrondmico (GO!) para prover tragos agronémicos
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valiosos para as plantas de cultura. _

Um constructo de DNA ilustrado na figura 12 (PMON75181)
contém, no T-DNA, os transgenes para um gene marcador classificavel
(GUS) e um gene marcador selecionavel positivo (AGRtu.nptll). O T-DNA
contém os mesmos cassetes de expressdo como pMON75183. O gene
marcador selecionavel negativo no-letal crtB estd localizado no DNA do
esqueleto do vetor.

Um constructo de DNA ilustrado na figura 13 (PMON42066)
contém, no T-DNA, os transgenes para um gene marcador classificavel
(GUS) e um gene marcador selecionavel positivo (AGRtu.nptil). O T-DNA
contem 0sS mesmos cassetes de exp'resséo como pMON75183 e
PMON75181. N&o se tem marcador selecionavel negativo nao-letal de
célula de planta (sem gene) no DNA do esqueleto do vetor. _

Um constructo de DNA ilustrado na figura 16 (pMON73564)
contém, no T-DNA, os transgenes para um gene marcador‘ selecionavel
positivo (AGRtu.aroA-CP4) e um cassete de expressdo cdmpfeendendo um
promotor € um gene de interesse. Ndo se tem marcador seleciondvel
negativo ndo-letal de célula de planta (sem gene) no DNA do esqueleto do
vetor. |

Um constructo de DNA ilustrado na figura 17 (pMON73565)
contem, no T-DNA, os transgenes para um gene marcador selecionavel
positivo (AGRtu.aroA-CP4) e um cassete de expressdo compreendendo um
promotor e gene de interesse. O gene marcador selecionavel negativo nao-
letal criB esta localizado no DNA do esqueleto do vetor.

Um constructo de DNA ilustrado na figura 20 (PMON67935)
contém, no T-DNA, os transgenes para um gene marcador selecionavel
positivo (AGRtu.aroA-CP4) e um cassete de expressao compreendendo um
promotor e gene de interesse. Ndo se tem marcador selecionavel negativo
nao-letal de célula de planta (sem gene) no DNA do esqueleto do vetor.

Um constructo de DNA ilustrado na figura 21 (PMON67936)
contém, no T-DNA, os transgenes para um gene marcador seleciongvel
positivo (AGRtu.aroA-CP4) e um cassete de expressdo compreendendo um
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promotor e gene de interesse. O transgene marcador selecionavel negativo
néo-letal crtB esta localizado no DNA do esqueleto do vetor.

Um constructo de DNA ilustrado na figura 24 (pMON83912)
contém, no T-DNA, os transgenes para um gene marcador selecionavel
positivo (AGRtu.aroA-CP4) e um cassete de expressdo compreendendo um
gene reporter GUS. Um cassete de expresséo de célula de planta contendo
0 gene marcador selecionavel negativo ndo-letal codificando uma

‘gibberelina 2-oxidase de Phaseolus coccineus (SEQ ID NO: 3) estd no DNA

- do esqueleto do vetor.

Um constructo de DNA ilustrado na figura 25 (pMON83908)
contem, no T-DNA, os transgenes para um gene marcador selecionavel
positivo (AGRtu.aroA-CP4) e um cassete de expressio compreendendo um
gene reporter GUS. Um cassete de expresséo de célula de planta contendo

o gene marcador selecionavel negativo néo-letal (CKX1, SEQ ID NO:; 4) |

codificando uma citocinina oxidase esta no DNA do esqueleto do vetor.
Um constructo de DNA ilustrado na figura 25 (pMON83907)

contém, no T-DNA, os transgenes para um gene marcador selecionavel

positivo (AGRtu.aroA-CP4) e um cassete de expressdo compreendendo um
gene reporter GUS. Um cassete de expressdo de célula de planta contendo
o gene marcador selecionavel negativo ndo-letal (sacB, SEQ ID NO: 5)
codificando um levansucrase esta no DNA 'do esqueleto do vetor.

Os constructos de DNA podem ser construidas em um modo
similar como o descrito acima que compreende outros genes de
interferéncia metabolica no esqueleto do vetor. Exemplos destes incluem,
mas ndo sdo limitados aos polinucieotideos que codificam para levedura
invertase (SEQ ID NO: 6) e levedura trehalose-6-fosfato sintase (SEQ ID
NO: 7).

EXEMPLO 2

Transformacéo de cultura

Os constructos de DNA descritos na presente invencio (por
exemplo, pMON42066, pMON75181, pMON75182 e PMON75183) sdo
transformados em uma cepa Agrobacterium desativada. O constructo de
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DNA é transferido em Agrobacterium, por exemplo, por um método de unido
triparental (Ditta et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 77: 7347 - 7351, 1980), ou por
eletroporagéo. Culturas liquidas de Agrobacterium ééo iniciadas a partir das
cargas de glicerol ou de uma placa recentemente riscada e bultivadas
durante a noite a 26 °C - 28 °C com agitagéo (aproximadamente 150 rpm)
para uma fase de crescimento semi-log em meio LB liquido, pH 7,0
contendo os antibidticos apropriados. As células de AgrobaCterium sao
recolocadas em suspensdo no meio de inoculagdo e a densidade é ajustada
a ODggp de cerca de 1.

Transformacéo de células de milho e regeneragéo das células
em plantas férteis intactas por transformagdo mediada por Agrobacterium
podem ser conduzidas usando varios métodos bem conhecidos na técnica.
Por exemplo, as sementes de milho esterilizadas na superficie séo
germinadas e as mudas cortadas em pedagos. Colocar cada pedago de
muda com a superficie ferida voltada para baixo em meio »sc’jlido MSW57 de
indugéo de calo, 10 a 16 pedagos por placa de Petri, incubar as placas em
um incubador Percival iluminado (16 h de fotoperiodo), 28 °C. Apds 2 a 4
semanas, transferir os calos embriogénicos para meio MSW57 novo,
incubar no escuro a 28 °C durante 2-3 semanas.

Selecionar os pedagos de calo que foram sub-cultivados 6 a 8
dias previamente, em uma placa de Petri (100 mm x 25 mm). Cada placa
pode conter 300 ~ 500 pedagos de calos. Adicionar 1 ul de F-68 (10% de
solugdo Pluronic F-68, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) por 1 mi de suspensdo
de célula Agrobacterium ( Agrobacterium contendo um plasmideo de DNA
da presente invengdo), entdo adicionar suficiente desta suspenséo para
cobrir o tecido. Incubar durante 5-20 min em temperatura ambiente.
Remover a suspensdo de Agrobacterium com uma pipeta de transferéncia
de ponta fina. Descarregar os pedagos de calo em uma placa de Petri, com
3 pedagos de papel de filtro esterii (Whatman N° 1, 8, 5 ou 9 cm de
didmetro) no fundo e 2 pedagos de papel de filtro no topo. Secar os mesmos
brevemente no mata-borrdo com o lado superior voltado para baixo algumas

vezes. Transferir os pedacos de calo (60-100 cada) em uma placa de Petri
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com um 1 pedago de papel de filtro sem &gua ou meio e vedar o disco com
parafina. Incubar a placa no escuro a 23 °C durante 2-3 dias.

Preparar as placas de cultura por colocagdo de 2 pedacos de
feltro (quadrados de 2 cm x 2 cm) em cada placa de Petri com 23-25 5 ml do
meio MSW57/C500/P100 (carbenicilina 500 mg/L, paromomicina 100 mg/L),
ver tabela 1 para componentes dos meios. Transferir os pedagos de calo em
placas de cultura. Durante a transferéncia, separar os calos em pedagos
pequenos (2-3 mm) cada placa de cultura pode conter 16-25 pedagos de
calo. Incubar as placas de cultura no escuro a 27 °C durante
aproximadamente 2 semanas. Remover o meio de selegdo, entdo adicionar
18 - 20 ml de meio novo. Incubar as placas no escuro a 27 °C durante
aproximadamente 2 semanas. Remover o meio de seleg&o e substituir com
18-20 ml de meio MS/6BA/C250/P100 (tecido transformado com plasmideos
de DNA que incluiram o gene codA foi transferido para meio que continha
de 25 mg/L a 1000 mg/l 5-fluorocitosina). Movimentar as placas para um
incubador iluminado (16 h luz, 27 °C) durante 5-7 dias, entdo movimentar os
tecidos em crescimento para meio soélido MSOD/C250/P100. Incubar
aproximadamente 2 semanas neste meio. As pecas de calo terdo
regenerado brotos verdes com ou sem raizes. Estes brotos devem ter
aparéncia saudavel e serem facilmente distinguiveis de alguns brotos
pequenos. Transferir os brotos sauddveis sobre MSOD/C250/P100
solidificado com 3 g/l de Phytagar. Durante a transferéncia, remover o tecido
de calo fixado a area de raiz dos brotos, incubar para aumentar os brotos e
raizes, entdo transferir para o solo.

Tabela 1. Componentes do meio

MSW57

Quantidade / L Ingredientes pré-autoclavagem
4,49 Gibco MS (500 - 1117EH)

10 ml Vitaminas MS 100X (Sigma M-7150)
1,25 ml Tiamina HCI (0,4 mg/ml)

30g Sacarose (Sigma S-5391)

1,38 ¢ 1-Prolina (Sigma P-4655)

059 Acidos casamino (DifCo DR0288-01-2)
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As células de plantas dicotileddneas podem ser transformadas e

regeneradas em plantas intactas por métodos conhecidos na técnica de

3049 Phytagel (Sigma P-8169)
Ingredientes pos-autoclavagem

0,5 mi 2,4-D (1 mg/m!)

2.2 ml Picloram {1 mg/mi)

1,7 ml Nitrato de prata (2 mg/ml)

MS0D/C250/P100

Quantidade / L Ingredientes pré-autoclavagem

4,49 Gibco MS (500 - 1117EH)

1mi MS Fromm 1000X

10 ¢ Glicose (PhytaTech G386)

209 Maltose (PhytaTech M588)

0,159 1-Asparagina (Sigma A-4284) .

0,01¢g Mio-inositol (Sigma 1-3011)

6,09 Phytagar (10675-031) ‘
Ingredientes pés-autoclavagem

2ml Paromomicina (50 mg/mi)

1 ml Carbenicilina (250 mg/ml)

MS/6BA/P100/C250

Quantidade / L Ingredientes pré-autoclavagem

449 Gibco MS (500 - 1117EH)

10 ml Vitaminas MS 100X (Sigma M-7150)

1,25 mi Tiamina HCI (0,4 mg/ml)

7,04 ml BAP (0,5 mg/ml)

30g Sacarose (Sigma S-5391) -

1,38 g 1-Prolina (Sigma P-4655)

0,59 Acidos casamino (DifCo DF0288-01-2)
Ingredientes pos-autoclavagem

2 mi Paromomicina (50 mg/ml)

1ml Carbenicilina (250 mg/ml)

transformagado de plantas e cultura de tecido. O uso de métodos mediados

por Agrobacterium para transferir o T-DNA dos plasmideos da presente

invencdo € bem conhecido na técnica. Por exemplo, algodéo (patente U.S.

namero 5.004.863; patente U.S. nOmero 5.159.135; patente U.S. nimero
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5.518.908, incorporada aqui por referéncia), soja (patente U.S. nimero

5.569.834; patente U.S. nimero 5.416.011, incorporada aqui por referéncia).
Os métodos de transformagédo e regeneragdo acima fornecem

plantas que sdo muito reduzidas na ocorréncia de DNA do esqueleto do

vetor. Adicionaimente, as plantas tem um beneficio adicional de ter um

numero de copias reduzido do T-DNA de inserto. As plantas produzidas pelo

método sdo um aspecto da invengao.

EXEMPLO 3

Andlise molecular para DNA do esqueleto do vetor e numero de cépia.

DNA é extraido das amostras de tecido removidas das plantas
transformadas com os plasmideos de DNA da presente invengdo e
regeneradas de cultura de tecido de células de plantas. Um método com
base em PCR é usado para testar o DNA pela presenga de segmento de
DNA Ec.ori , um indicador do esqueleto do vetor. Este DNA é adjacente ao
LB e sua presenca no DNA extraido das plantas regeneradas indica que a
transferéncia das sequéncias de vetor além do LB ocorreu. DNA pode ser
isolado dos tecidos de plantas por quaiquer numero de métodos, por
exemplo, o procedimento CTAB (Rogers ef al., Plant Mol. Biol. 5: 69 - 76,
1985) ou DNAeasy® 96 Plant Kit (Cat. n° 69181, Qiagen Inc., Valencia, CA)
de acordo com as instrugcdes dos fabricantes. Tagman® (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA) é descrito como um método para detectar e
quantificar a presenga de uma seqiéncia de DNA e é completamente
entendido nas instrugdes dos fabricantes. As moléculas de iniciador de DNA
listadas na tabela 2 sdo usadas no metodo descrito para identificar o DNA
Ec.oriV dos extratos de plantas. As condigbes e aparelhos usados podem
ser modificados pelos versados na técnica para alcangar os mesmos
resultados.

As célulaﬂs de plantas de mitho foram transformadas com um
plasmideo de DNA de controle (PMON42066), um plasmideo de DNA com
um gene letal condicional no esqueleto do vetor (pMON75183), um
plasmideo de DNA com um gene marcador selecionavel nao-letal (ipt,

pMON75182), e um plasmideo de DNA com um gene marcador
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selecionavel ndo-letal (crtB, pMON75181), entdo regenerados em plantas
intactas. As plantas intactas foram analisadas pela presenga de Ec.oriV. A
figura 14 mostra os resultados desta analise. Aproximadamente metade das

trinta e cinco plantas que foram regeneradas apos transformacido com o

| plasmideo de controle (sem gene, pMON42066) sdo positivas para Ec.oriV

DNA, e aproximadamente trinta e cinco por cento dentre as setenta e sete
plantas transformadas com o plasmideo de gene letal condicional (codA,

PMON75183). Surpreendentemente, os genes marcadores seleciondveis

negativos nao-letais, jpt e crtB, fornecem uma redugdo excepcional na
ocorréncia de plantas transgénicas com Ec.ori V DNA. Somente cinco por
cento das oitenta e trés plantas transformadas com PMON75182 continham
o Ec.oriV DNA, e somente oito'por cento das sessenta e uma plantas
transformadas com pMON75181.

Estes resultados demonstram que um beneficio substancial
conferido pelos plasmideos de DNA da presente invengdo por redugdo da
ocorréncia do esqueleto do vetor. Quase metade das plantas transformadas
com a configuragdo de plasmideo de DNA convencional (pMON42066)
serao descartadas. Dentre as plantas transformadas com os plasmideos de
DNA (pMON75182, PMON75181) da presente invengéo, menos de dez por
cento devem ser descartados.

Tabela 2 — Teste Tagman® de ponto final de Ec.OriV ~ reagéo de 10 uL

Eiemento Iniciador/  Conc.  Volu- Multipli-  Volume .
sonda carga me cador  mistura
conc. final trabalho mestre
Mistura mestre 5 70 350
universal
H20 1,8 70 126
OriV-F SEQ ID NO: 8 0,4 uM 20 uM 0,2 70 14
OriV-R SEQ ID NO: 9 0,4 uM 20 uM 0,2 70 14
LGI-F SEQ ID NO: 11 0,4 uM 20 uM 0,2 70 14
LGI-R SEQ ID NO: 12 0,4 uM 20 uM 0,2 70 14
sonda OriV-FAMMGB 0,1 uM 5uM 0,2 70 14
SEQIDNO: 10

sonda LGI VIC 0,1 uM 5 uM 0,2 70 14
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Elemento Iniciador/  Conc.  Volu- Multipli- Volume
sonda carga me cador  mistura
conc. final trabalho mestre
SEQID NO: 13
amostra de DNA 2
reacdo 10 uL
Condicdes: motor MJ
50C 2:00 1 ciclo
95C 10:00 1 ciclo
95C 0:15 - 1 ciclo
56C 1:00 35 ciclos

Outro componente importante de uma planta transgénica
comercialmente viavel € a ocorréncia de complexidade de inserto baixa. Isto
é com freqliéncia referido como um nimero de copia baixo. E dificil

selecionar a progénie e procriar com sucesso o trago transgénico se o

numero de copias do inserto for muito elevado. Idealmente, somente uma

copia Unica do transgene deve estar presente em um evento transgénico. O
nimero de coépias pode ser determinado por varios métodos bem
conhecidos na técnica de biologia molecular. A andlise de imunoimpressao
Southern blot € o método mais comumente usado. Os métodos usando a
tecnologia Tagman ® também s&o precisos e confidveis para a
determinagéo do numero de copias de insertos de T-DNA em plantas
transgénicas. O método e moléculas de iniciador de DNA descritos na
tabela 3 mostram como testar plantas pela presenca da seqiiéncia de
codificagéo nptll. O cassete de expressdo contendo o gene marcador
selecionavel de nptll estd presente em pMON42066, pMON75183, e
pMON75182. As plantas transformadas com estes plasmideos de DNA sio
testadas por um método Tagman ® para nimero de cépias e os resultados
sao mostrados na figura 15. A falta de gene no plasmideo de estrutura
principal (PMON42066) mostra que o nimero de cdpias médio das trinta e
quatro plantas testadas é de cerca de dois e somente quarenta e sete por
cento sdo de copia Unica. O plasmideo do marcador selecionavel letal
condicional (codA, pMON75183) mostra que o niimero de copia médio das
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cinqlenta plantas testadas & de cerca de dois e somente trinta e seis por
cento das plantas foram de copia tnica. O plasmideo do gene marcador
seleciondvel negativo ndo-letal (ipt, pMON75182) mostra que o numero de
copias médio de vinte e sete plantas testadas é de 1,2 e
surpreendentemente, oitenta e cinco por cento das plantas transgénicas
foram de copia Unica. Este resultado mostra o valor dos plasmideos da
presente invengdo para reduzir o nimero de copias de transgenes.

Tabela 3 : Teste Tagman® NPT |l para ABI 7900 (formatb de 384 cavidades)

Elemento Iniciador/ Conc. Volu- Multi- Volume

sonda Carga me  plica- mistura

conc. final iniciador dor  mestre

Mistura mestre universal 5 500 2500
H20 1,3 500 650

NPT Il FP SEQID NO: 14 0,3 uM 10uM 0,3 200 150
NPT It FP SEQIDNO: 16 0,3 uM 10uM 0,3 500 150

LGl F SEQ ID NO: 11 0,15uM 10uM 0,15 500 75
LG! R SEQ ID NO: 12 0,45uM 10uM 0,15 500 75
NPT II-FAM ~200nM  5uM 0,4 500 200
SEQ ID NO: 16

LGI-VICSEQIDNO:13  200nM  5uM 04 500 200
amostra de DNA 2

reagdo 10 uL

Condictes: motor MJ

Temp Tempo Ciclo
50C 2:00 1 ciclo
95C 10:00 1 ciclo
95C 0:15

56C 1:00 40 ciclos

Os constructos de DNA, pMON73564 ¢ pMON73565, foram
transformadas em células de milho, por exemplo, usando o meétodo
previamente descrito. As plantas de milho transgénicas resultantes foram
testadas pela presenca do DNA do esqueleto do vetor usando as condigdes
previamente descritas para a detecgdo do Ec.ori DNA. Os resultados

ilustrados na figura 18 mostram que quase todas as plantas (N = 104)

-SS-}
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regeneraram apos transformagdo com pMON73565 (crtB+, gene marcador
selecionavel ndo-letal no esqueleto) estavam livres do Ec.oriV. Quarenta por
cento das plantas (N = 115) transformadas com o constructo de controle,
pMON73564 (crtB-, sem gene marcador no esqueleto), tinham o DNA
Ec.oriVem seu genoma. O mesmo conjunto de plantas foi testado para
nuamero de copias, os resultados ilustrados na figura 19. Estes resultados
mostram que substancialmente mais plantas transformadas com
pMON73565 (constructo crtB+) tinham um nimero de copias baixo e
estavam livres de estrutura principal comparado com plantas transformadas
com constructo pMON73564 que nao continham o gene marcador
selecionavel ndo-letal no esqueleto. Estes resultados demonstram a
utilidade de um gene marcador selecionavel ndo-letal no constructo de DNA
para prover substancialmente mais plantas de qualidade comercial.
Evidéncia adicional é provida da utilidade do gene marcador
selecionavel nao-letal no esqueleto do vetor dos dados -coletados das
células de milho transformadas com os constructos de DNA, pMONG7935 ¢
pMONG67936, por exemplo, pelo método de transformagdo previamente
descrito. As plantas de milho transgénicas resultantes foram testadas pela
presenca do DNA no esqueleto usando as condigbes previamente descritas
para detecgdo do Ec.oriV DNA. Os resultados ilustrados na figura 22
mostram que mais do que 90 por cento das plantas (N = 54) regeneraram
apos transformagdo com pMON67936 (crtB+, gene marcador selecionavel
nio-letal no esqueleto) estavam livres do Ec.oriV. Cerca de 40 por cento
das plantas (N = 84) transformadas com o constructo de controle,
pMONG67935 (crtB-, sem gene marcador no esqueleto) tinham o DNA
Ec.oriV em seu genoma. O mesmo conjunto de plantas foi testado para
namero de copias, os resultados ilustrados na figura 23. Estes resultados
mostram que substancialmente mais plantas transformadas com
pMONB7936 (crtB+ constructo) tinha um numero de copias baixo e foram
livres de estrutura principal comparado com as plantas transformadas com o
constructo pMONG67935 que ndo continha o gene marcador selecionavel

nao-letal no esqueleto. Estes resultados demonstram a utilidade de um gene
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marcador selecionavel ndo-letal no constructo de DNA para prover
substancialmente mais plantas de qualidade comercial. '

Tendo ilustrado e descrito os principios da presente invengéo,
deve ser evidente para os versados na técncia que a invengdo pode ser
modificada na disposicdo e detalhes sem sair destes principios. Os
requerentes reivindicam todas as modificacdes que estdo no espirito e
escopo das reivindicagbes aneXas.

Todas as publicagbes e documentos de patente publicados
citados no relatério sdo incorporados aqui por referéncia na mesma
extensdo como se cada publicagéo individual ou pedido de patente fosse
especificamente e individualmente indicado para ser incorporado por

referéncia.
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1. Plasmideo de DNA, caracterizado pelo fato de que
compreende um T-DNA compreendendo uma primeira regido de borda de
plasmideo Ti de Agrobacterium ligada a pelo menos um transgene ligado a
uma segunda regido de borda de plasmideo Ti de Agrobacterium, e
localizado no plasmideo de DNA fora do T-DNA esta um cassete de
expressdo de planta compreendendo um gene marcador selecionavel
negativo nao-letal de célula de planta ligado a um DNA do esqueleto do
vetor, em que o referido gene marcador selecionavel negativo ndo-letal € um
gene fitoeno sintase.

2. Plasmideo de DNA de acordo com a reivindicacido 1,
caracterizado pelo fato de que o referido cassete de expressdo de planta
compreende um promotor que funciona em células de plantas ligadas de
modo operativo a um gene marcador selecionavel negativo nao-letal de
célula de planta.

3. Plasmideo de DNA de acordo com a reivindicacido 2,
caracterizado pelo fato de que referido promotor € um promotor constitutivo.

4. Plasmideo de DNA de acordo com a reivindicacido 2,
caracterizado pelo fato de que o referido promotor expressa o referido
produto génico marcador selecionavel negativo nio-letal ligado em cultura
de tecido durante a regeneracao da planta.

5. Plasmideo de DNA de acordo com a reivindicacido 1,
caracterizado pelo fato de que o referido gene fitoeno sintase é um gene
fitoeno sintase Erwinia herbicola (crtB).

6. Plasmideo de DNA de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o referido transgene é
um gene marcador selecionavel positivo para planta selecionado do grupo
consistindo em resisténcia a antibidtico e resisténcia a herbicida.

7. Plasmideo de DNA de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o referido transgene
compreende um transgene de interesse agronémico.

8. Método para melhorar a selecdo de plantas transgénicas que
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nado contém DNA do esqueleto do vetor, caracterizado pelo fato de que
compreende as etapas de:

a) transformar uma pluralidade de células de plantas utilizando
Agrobacterium com o plasmideo de DNA, como definido na reivindicagéo 1,
em que 0 transgene do plasmideo compreende um gene marcador
selecionavel positivo; e

b) selecionar as referidas células de plantas em um composto de
selecdo positivo; e

c) regenerar as referidas células de plantas selecionadas em
plantas.

9. Método para reduzir 0 numero de copias de um transgene em
uma célula de planta, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas
de:

a) transformar uma pluralidade de células de plantas utilizando
Agrobacterium com o plasmideo de DNA, como definido na reivindicagéo 1,
em que 0 transgene do plasmideo compreende um gene marcador
selecionavel positivo; e

b) selecionar as referidas células de plantas transformadas em
um composto de selecdo positivo; e

c) regenerar referidas células de plantas selecionadas em

plantas.
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