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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODO DE
TRANSFORMAGAO DE UMA PLANTA, MOLECULA DE ACIDO NUCLEI-
CO RECOMBINANTE, VETOR E CELULA".

A presente invengao refere-se ao campo da genética de plantas.
Mais especificamente, a presente invengao refere-se a expressao genética
especifica para semente.

Sementes propiciam uma importante fonte de proteina da dieta
para seres humanos e animais domésticos.

Contudo, o teor proteico das sementes é frequentemente incom-
pleto. Por exemplo, muitas proteinas de sementes sao deficientes em um ou
mais aminoacidos essenciais. Esta deficiéncia pode ser superada por modi-
ficagcdo genética das proteinas nativas ou nao-nativas para terem uma com-
posicao nutricional mais completa de aminoacidos (ou algum outro aspecto
desejavel) e para superexpressar as proteinas modificadas nas plantas
transgénicas. Alternativamente, um ou mais genes podem ser introduzidos
em uma planta de cultivo para manipular seu trajeto metabdlico e modificar o
teor de aminoacido livre.

Essas abordagens sao uteis na produgéo de colheitas apresen-
tando caracteristicas agrondmicas importantes e propriedades nutricionais e
farmacéuticas.

Apesar da disponibilidade de muitas ferramentas moleculares, a
modificacdo genética das sementes é frequentemente restrita por um acu-
mulo insuficiente da proteina engenheirada. Muitos processos intracelulares
podem causar impacto no acumulo de proteina global, icluindo transcrigao,
traducao, conjunto da proteina e duplicagdao, metilagao, fosforilagéo, trans-
porte e protedlise. A intervengdo em um ou mais desses processos pode
aumentar a quantidade de proteina produzida em sementes geneticamente
engenheiradas.

A introdugcdo de um gene pode ocasionar efeito prejudicial no
crescimento e desenvolvimento da planta. Sob tais circunstancias, a expres-
sao do gene pode precisar ser limitada ao tecido alvo desejado. Por exem-

plo, pode ser necessario expressar um gene de desregulagéo de aminoacido
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mental no controle da expressao genética. Ao longo da regido do promotor,

em um modo especifico para semente para evitar um fenétipo indesejado.
que pode afetar o rendimento ou outras caracteristicas agronémicas.

A parte do promotor de um gene desempenha um papel funda-

0 mecanismo de transcricdo é montado, e inicia-se a transcri¢do. A iniciacéo
da transcrigdo no promotor pode ser regulada de varios modos. Por exem-
plo, um promotor pode ser induzido pela presenca de um dado composto,
expressar um 'gene apenas em um tecido especifico, ou essencialmente, por
toda a planta. Assim, a transcrigao de uma sequéncia de codificagao pode
ser modificada por ligagao operativa da seqiéncia de codificagao a promoto-
res com diferentes caracteristicas reguladoras.

Sumario da Invengao

- A presente inveng¢ao inclui promotores capazes de gerar trans-

cricdo especifica para semente e métodos de modificar, produzir e utilizar os

mesmos. A invengdo também providencia composigoes, células hospedeiras

‘transformadas, plantas transgénicas e sementes contendo os promotores de

alta expressao, e métodos para preparar e usar 0s mesmos.
A presente invengao inclui e providencia uma planta transforma-

da contendo uma molécula de acido nucléico compreendendo na diregdo 5’

a 3": um promotor com uma seqiiéncia de acido nucléico selecionada do
_ grupo que consiste em SEQ ID Nos: 11, 12, 13 e 14 e seus complémentos e

sequiéncias de acido nucléico que hibridizam sob condi¢bes rigorosas para

quaisquer SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos. A presente

~ invengao inclui e providencia uma planta transformada contendo uma molé-

cula de &cido nucléico compreendendo na diregdo 5'a 3': um promotor com -

uma sequéncia de acido nucléico, que apresenta uma identidade para uma
sequéncia de acido nucléico selecionada do grupo consistindo em SEQ ID
NOs: 11, 12, 13 e 14, e seus complementos em mais do que 90%, opera-
velmente ligada a uma sequiéncia de acido nucléico estrutural onde o pro-

motor é heterdlogo com relagdo a seqiiéncia de acido nucléico estrutural.

A presente invengdo -inclui e providencia um método de trans- -

formar uma planta de soja compreendendo: providenciar uma molécula de

LA XX
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acido nucléico compreendendo na diregdo 5' a 3': um.promotor com uma

sequéncia de acido nucléico selecipnadé grupo consistido de SEQ ID NOs:

11,12, 13, e 14 e os complérnentos destas, operavelmente ligada a uma

sequéncia de acido nucléico estrutural, e transformagao da planta com a

" molécula nucléica.

A presente invencao inclui e providencia um método de trans-
formagdo de uma planta de soja compreendendo: providenciar uma molé-

cula de acido nucléico que compreende na diregdo 5'a 3": um promotor com

uma sequéncia de acido nucléico selecionada dentre o grupo que consiste

em SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14, e seus complementos e seqiiéncia de aci-

do nucléico que hibridiza sob condigdes rigorosas para quaisquer SEQ 1D

Nos: 11, 12, 13, e 14 e 0s complementos destas em mais do que 90%, ope- 4

ravelmente ligada a uma seqiiéncia de acido nucléico estrutural, onde o
promotor é heterdlogo com relagdo a seqiéncia de acido nucléico estrutural.

A presente invencdo providencia um método de expressdo uma

“crescimento de uma planta transformada contendo uma molécula de acido

nucléico compreendendo na diregao 5’ a 3': um promotor com uma sequién-
cia de acido nucléico selecionado grupo que consiste em SEQ ID NOs: 11,
12,13 e 14 e os compleme'ntos desta, e sequéncias de acido nucléico que

~molécula de acido nucléico estrutural em uma semente compreendendo:

- hibridizam sob condi¢des rigorosas para quaisquer SEQ ID NOs: 11, 12, 13

e 14 e seus complementos, operavelmente ligada a molécula de acido nu-

-cléico estrutural, onde a planta transformada produz a semente € a molécula

de acido nucléico estrutural é transcrita na semente; e isolamento da se-

mente. |

A presente invengdo providencia um método de obtengdo de
uma semente incrementada em um produto de um gene estrutural compre-
endendo: crescimento de uma planta transformada contendo uma molécula

~ de acido nucléico compreendendo na dire¢do 5'a 3': um promotor com uma

sequéncia de acido nucléico selecionada do grupo consistindo em SEQ ID
NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos e seqiiéncias de acido nucléico

que hibridizam sob condigdes rigorosas para quaisquer SEQ ID NOs: 11, 12,
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13 e 14 e seus complementos, operavelmente ligadas a molécula de acido
nucléico estrutural, onde a planta transforma produz a semente e a molécula

de acido nucléico estrutural é transcrita na semente, e isolamento da se-

" mente da planta transformada.

A presente invengdo providencia um método de obtengdo de
uma farinha grossa incrementada em um produto de um gene estrutural
compreendendo: crescimento de uma planta transformada contendo uma

molécula de acido nucléico compreendendo na dire¢gdo 5'a 3': um promotor

e . 000006000 oo
[ -

L]
[ ]

com uma sequéncia de acido nucléico selecionada do grupo consistindo em .

SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos e sequéncias de acido

nucléico que hibridizam sob condigOes rigorosas para quaisquer SEQ ID

"NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos, operavelmente ligadas a molé-

cula de acido nucléico estrutural, onde a planta transformada produz a se-

mente e a molécula de acido nucléico estrutural é transcrita na semente, e

preparacdo da farinha grossa compreendendo tal planta transforma_da ou
parte desta. | : |

A presente invengao providencia um método de obtengao de‘um
suprimento incrementado em um pfoduto de um gene estrutural cpmpreen-

dendo: crescimento de uma planta transformada contendo uma molécula de

acido nucléico compreendendo na dire¢do 5'a 3': um promotor com uma se--

quéncia de acido nucléico hibridiza sob condigdes rigorosas com uma se-

qiiéncia de acido nucléico selecionada do grupo consistindo em SEQ iD
NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos, operavelmente ligadas a molé-

cula de acido nucléico estrutural, onde a planta transformada produz a se-

mente e a molécula de acido nucléico estrutural é transcrita na semente, e .

preparagdo da farinha grossa compreendendov tal planta transformada ou
parte desta.

A presente invengao providencia um método de obtengdo de um
oleo incrementado em um produto de um gene estrutural compreendendo:
crescimento de uma planta transformada contendo uma molécula de acido
nucléico compreendendo na diregdo 5'a 3': um promotor com uma seqiiéncia

de acido nucléico que hibridiza sob condi¢gdes rigorosas com uma seqiéncia
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de acido nucléico seleci_onada do-grupo consistindo em SEQ ID NOs: 11, 12,
13 e 14 e seus complementos, operavelmente ligadas a molecula de acido

nucléico estrutural, onde a planta transformada produz a semente e a molé-

cula de acido nucléico estrutural é transcrita na semente, e isolamento do

oleo.
A presente invengao inclui e providencia uma molécula de acido

nucléico substancialmente purificada compreendendo seqtiéncias de acido

nucléico selecionadas dentre o grupo consistindo em SEQ ID NOs: 11, 12,
13 e 14 e seus complementos. |
A p4resente inveng&o inclui ‘e providencia um vetor compreen-

dendo uma sequéncia de acido nucléico selecionada dentre o grupo consis-

tindo em SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos.
A presente invengdo inclui e providencia uma célula contendo

um vetor compreendendo uma seqiéncia de acido nucléico selecionada

| déntre 0 grupo:consistindo em SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus comple-

mentos. _ _
A presente invengao inclui e providencia uma molécula de acido
nucléico capaz de hibridizagdo especifica sob condigbes rigorosas a uma

molécula de acido nucléico selecionada dentre o grupo consistindo em SEQ

ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos.

" - A presente invengado inclui e providencia um vetor compreen-
dendo uma molécula de acido nucléico capaz de hibridizagao especiﬁca sob
condigbes rigorosas a uma 'molécula de acido nucléico selecionada dentre o
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos. .

A presente invengao inclui e providencia uma célula contendo

~ um vetor compreendendo uma molécula de acido nucléico capaz de hibridi-

zagao especifica sob condigdes rigorosas a uma molécula de acido nucléico
selecionada dentre o grupo consistindo em SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e
seus complementos.

A presente invencgao inclui e providencia uma seqliéncia de aci-
do nucléico substancialmente purificada que apresenta uma identidade para

uma sequéncia de acido nucléico selecionada do grupo que consiste em

LYY XY
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SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos em mais do que 90%.
A presente invengao inclui e providencia um fragmento de acido

nucléico compreendendo pelo menos 20 nucleotideos consecutivos de uma

 seqliéncia de acido nucléico selecionada dentre o grupo consistindo em

SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos.

A presente invengao inclui e providencia- um fragﬁento de acido
nucléico compreendendo pelo menos 30 nucleotideos consecutivos de uma
sequéncia de acido nucléico éelecionada dentre o grupo consistindo em
SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos. |

A presente invengao inclui e providencia um fragmento de écido ‘
nucléico compreendendo pelo menos 50 nucleotideos consecutivos de uma
sequiéncia de acido nucléico seleciohada dentre o grupo consistindo em
SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos. |

A presente invengédo providencia um oleo produzido de uma ou
mais sementes de uma planta transformada contendo uma molécula de aci-
do nucléico qué compreende na dirégéo 5'a 3" um promotor corh UEna se-
quiéncia de acido nucléico seiecionada do grupo consistindo em SEQ ID
NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complémentos, e sequéncias de acido nucléico
que hibridizam sob condi¢bes rigorosas para qualquer SEQ ID NOs: 11, 12,

13 e 14 e seus complementos.

A presente invengdo inclui e providencia 6leo produzido de uma

ou mais sementes de uma planta transformada contendo uma molécula de

acido nucléico que compreende na diregdo 5'a 3': um promotor com uma
sequiéncia de acido nucléico selecionada do grupo consistindo em SEQ ID

NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos em mais de 90% e sequéncias

de acido nucléico que hibridizam sob condigGes rigorosas a qualquer SEQ ID

NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos, operavelmente ligada a uma -
sequéncia de acido nucléico estrutural onde o promotor € heterélogo com
relagédo a sequéncia de acido nucléico estrutural.

A presente invengdo providencia uma semente gerada de uma

planta transformada contendo uma molécula de acido nucléico que compre-

ende na direcdo 5'a 3: um promotor com uma seqiéncia de acido nucléico
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selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus

complementos, e seqiéncias de &cido nucléico que hibridizam sob condi-

Qées rigorosa‘s para qualquer SEQ ID NOS:‘11, 12, 13 e 14 e seus comple-

mentos.

por uma planta transformada contendo‘ uma molécula de acido nucléico que
compreende na direcao 5'a 3" um promotor com uma seqiiéncia de &cido
nucléico selecionada do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 11, 12,13 e 14
e séus complementos em mais de 90% e sequéncias de acido nucléico que
hibridizam sob condigdes rigorosas a qualquer SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14

e seus complementos, operativamente ligadas a uma sequéncia de acido

nucléico estrutural onde o promotor é heterdlogo com relagdo a seqiiéncia

de acido nucleico estrutural.
A presente invengdo providencia um suplemento alimentar com-

preendendo uma planta transformada ou parte desta, contendo uma molé-

uma sequéncia de acido nucléico selecionada do grupo consistindo em SEQ

'I‘D N‘Oé: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos, e sequéncias de acido nu-

: cyléicov qu‘e hibridizam‘ sob condigdes rigorosas para qualquer SEQ ID NOs:

11,12, 13 e 14 e seus complementos.
A presente invengao inclui e providencia suplemento alimentar

. compreendendo -uma planta transformada ou parte desta, contendo uma

molécula de acido nucléico que compreende na dire¢gdo 5'a 3": um promotor

com uma sequenma de acido nucléico selecionada do grupo consistindo em

SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos em mais de 90% e se-
qliiéncias de acido nucléico que hibridizam sob condigdes rigorosas a qual-
quer SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos, operativamente
ligadas a uma sequéncia de acido nucléico estrutural onde o promotor & he-
terélogo com relagdo a seqiiéncia de acido nucléico estrutural.

A presente invengao inclui e providencia uma farinha grossa
compreendendo material de planta de uma planta transformada contendo

uma molécula de acido nucléico que compreende na dire¢cao 5'a 3': um pro-

A présénte invengao inclui e providencia uma semente gerada

- . cula de acido nucléico que compreende na diregdo 5'a 3': um promotor com
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motor com uma sequéncia de acido nucléico selecionada do grupo consis-
tindo em SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos, e seqiiéncias

de acido nucléico que hibridizam sob condigées rigorosas para qualquer

- SEQID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos.

A presente invengdo inclui e providencia uma .farinha grossa
compreendendo material de planta de uma transformada contendo. uma
molécula de acido nucléico que compreende na difegéo 5'a 3': um promotor
com uma seqiiéncia de acido nucléico selecionada do grupo consistindo em
SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos em mais de 90% e se-
quéncias de acido nucléico que hibridizam sob condigGes rigorosas a qual-
quer SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus complementos, operativamente
ligadas a uma sequéncia de acido nucléico estrutural onde o pro'motor é he-
terélogo com relagao a sequiéncia de acido nucléico estrutural.

A presente invengéo inclui e providencia um reservatorio de se-
mentes, onde pelo menos 25% de tais sementes compreende na dire¢ao 5'a
3’: um promotor com uma seqﬁéncié de acido nucléico selecionada do gruo
que consiste em SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14 e seus compléfnentds em
mais de 90% e sequéncias de écido nucléico que hibridizam sob pondiqées \
rigorosas para quaisquer SEQ 1D NOs: 11,12, 13 e 14 e seus complemen-
tos, operativamente ligadas a uma seqﬂénc‘ia de 4cido nucléico estrutural
onde o promotor é heterdlogo com relagdo a seqiiéncia de écidd nucléico
estrutural. | N
Breve Descrigao das Figuras

A figura 1 apresenta um alinhamento da seqﬁéncia de duaé se-
qiiéncias de cDNA 7S alfa.

A figura 2 apresenta a sequéncia do p-GEM-T 1T.

A figura 2a é um mapa de plasmideo para o vetor pMON55548.

A figura 3 € um mapa de plasmideo para o vetor pMON8677.

A figura 3a € um mapa de plasmideo para o vetor PMONS55546.

A figura 4 é um mapa de plasmideo para o vetor pMON55547.

A figura 5 € um mapa de plasmideo para o vetor pMONS55554.

A figura 6 € um mapa de plasmideo para o vetor pMON55542.
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A figura 7 € uma comparagao entre o promotor 7Sa € promotor

Afi igura 8 € um mapa de plasmideo para o vetor pMON55553.
A figura 9 é um mapa de plasmldeo para o vetor pMON55541.

: Breve Descricdo das Seqiiéncias

SEQ ID NO: 1 é uma seqUé'ncia do promotor 7Sa de soja (Glyci-

ne maxL.). ‘
SEQ ID NO: 2 & uma sequéncia do promotor 7Sa de soja (Glyci-

né max L.).

ne max L.).

 ne maxL. )-

'. ........ o0
L]

)
[
(]

SEQ'ID NO: 3 é uma seqliéncia do promotor 7Sa de soja (G/yci-' |

SEQ ID NO: 4 € uma sequiéncia do promotor 7Sa de soja (Glyci- |

- SEQ ID NO: 5 é um iniciador adaptador (HdeII Pstl) para am-

| phac;ao do gene GIcA da soja. :
SEQ ID NO 6 € um mucuador primario 7Sa para amphagao do

'gene GlcA da soja.

SEQ ID NO 7 e um |n|C|ador 7So. aninhado (Bglll/NcoI) para

: ampllag:ao do gene GIcA da soja.
SEQ ID NO: 8 é um iniciador 7Sa (Ncol/Bglll) proletado para

. ampluag:ao da regiao do iniciador do gene GIcA da soja.

SEQ ID NO: 9 é um iniciador adaptador do gene 7Sa..

SEQ ID NO: 10 Aé um iniciadof especifico para gene 7Sa.

SEQ ID NO: 11 é uma sequéncia do promotor 7Sa para soja
(Glycine max L.). | | o o

SEQ ID NO: 12 é uma seqiiéncia do promotor 7Sa para soja
(Glycine max L.).

SEQ ID NO: 13 é uma sequéncia do promotor 7So. para soja
(Glycine max L.).

SEQ ID NO: 14 é uma seqliéncia do promotor 7Sa para soja
(Glycine max L.).

Definigoes
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As seguintes definigoes sdo providenciadas como um auxilio no -

entendimento da descri¢cdo detalhada da presente invengao.

As frases "sequéncia de codificagdo”, "seqliéncia estrutural” e

"sequéncia de acido nucléico estrutural" referem-se a uma estrutura fisica

compreendendo uma disposi¢do ordenada de acidos nucléicos. Os acidos -

nucléicos séo dispostos em uma série de tripletos de acido nucléico que
formam, cada um, um cédon. Cada codon codifica para um aminoacido es-
pecifico. Assim, a seqiiéncia de codificagdo, seqiiéncia estrutural e sequén-

cia de acido nucléico estrutural codificam uma série de aminoacidos forman-

do uma proteina, polipeptideo, ou seqiiéncia peptidica. A sequéncia de codi-

ficagao, sequéncia estrutural e sequéncia de acido nucléico estrutural pode

estar contida dentro de uma molécula de acido nucléico maior, vetor ou si-

milares. Além disso, a disposi¢do ordenada de acidos nucléicos nessas se-

quiéncias pode ser ilustrada ha forrha de uma listagem de seqliéncia, figura,
tabela meio eletrénico ou similares. |

As frases "sequencua de DNA" "sequencua de amdo nucléico”, e
"molécula de acido nucléico" referem-se a uma estrutura fisica compreen-
dendo uma disposi¢ao ordenada de acidos nucléicos. A seqliéncia d_erDNA'
ou sequéncia de acido nucléico ode estar contida dentro 'de,uma-moIéCuIa
de acido nucléico maior, vetor ou similares. Além disso, a diSpdsigéo orde-
nada de acidos nucléicos nessas sequéncias pode"sér ilustrada na forma de
uma listagem de sequéncia figura, tabela, meio eletrénico ou similares.

O termo "expressdo" refere-se a transcrigdo de um gene pafa

produzir o correspondente mRNA e tradugdo deste mRNA para ‘produzir o

correspondente produto genético (ou seja, um peptideo, polipeptideo ou

proteina).

O termo "expressdo de RNA anti-sentido" refere-se a transcrigao
de um DNA para produzir uma primeira molécula de RNA capaz delhibridi—
zagao para uma segunda molécula de RNA. A formagdo do hibrido RNA-
RNA inibe a tradugdo da segunda molécula de RNA na produgéo de um pro-

duto genético.
"Homologia" refere-se ao nivel de similaridade entre duas ou
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mais seqliéncias de- acido nucléico ou aminoacido em termos de percentual

‘de identidade de ppéigéo (ou seja, similaridade ou identidade de sequéncia).

Ihantes dentre diferentes acidos nucléicos ou proteinas.

' Homologia também refere-se ao conceito de propriedades funcionais seme- -

A frase "heterologa" refere-se a relagdo entre duas ou mais se-

quéncias de acido nucléico ou proteiha que sdo derivadas de diferentes
fontes. Por exemplo, um promotor & heterdlogo com relagdo a uma seqiién-
cia de codificagio, se tal combinagdo ndo € normalmente encontrada na
natureza. Além disso, uma dada sequéncia pode ser "héterc’)loga" com rela-
¢ao auma célula ou organismos para‘ o(a) qual ela é inserida (ou seja, n3o

ocorre naturalmente naquela célula ou organismo particular).

"Hibridizagao" refere-se a capacidade de uma fita de acido nu-

cléico unir-se com uma fita complementar via pareamento de bases. A hibri-

dizagdo ocorre quando as seqiiéncias de acido nucléico complementares

" nas duas fitas de 4cido nucléico contatam-se entre si sob condigées ade-

cional de duas ou mais regides de acido nucléico ou sequéncias de acido

_ nucléico. Por exemplo, uma regido de promotor pode ser posicionada em

relagdo a uma sequéncia de acido nucléico tal que a transcrigao de uma se-
quéncia de acido nucléico é direcionada pela regido do promotor. Assim,
uma regiao do promotor € "operavelmente ligada" a seqiiéncia de acido nu-

cléico.

O termo "promotor” ou "regido de promotor” refere-se a uma se-

qiiéncia de acido nucléico, normalmente encontrada a montante (5') a uma

seqiiéncia de codificagao, que € capaz de direcionar a transcricao de uma

sequéncia de acido nucléico ao mRNA. O promotor ou regido do promotor
providencia, tipicamente, um sitio de reconhecimento para RNA polimerase
e os outros fatores necessarios para iniciagdo adequada da transcrig&o.
Como aqui examinado, um promotor ou regido do promotor inclui variagoes
de promotores derivados por insergdo ou delegdo de regidoes reguladoras,

submetendo o promotor @8 mutagénese aleatéria ou direcionada ao sitio, etc.

A frase "operavelmente ligada" refere-se ao arranjo espacial fun-
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A atividade ou for¢a de um promotor pode ser medida em termos das quan- -

tidades de RNA que ele produz ou da quantidade de acimulo de proteina

em uma célula ou tecido relativo a um promotor cuja atividade transcricional

- foi previamente avaliada.

O termo "vetor recombinante” refere-se a qualquer agente como -

um plasmideo, cosmideo, virus, sequéncia de replicagao autéhoma, fago, ou
seqliéncia de nucleotideo de DNA ou RNA de fita simples linear, de fita sim-

ples circular, de fita dupla linear, ou de fita dupla circular. O vetor recombi-

‘nante pode ser derivado de quaisquer fontes, ‘ser capaz'de integracdo ge-

némica ou replicagao autbnoma.

"Seqliéncia reguladora" refere-se a uma seqliéncia de nucleoti-

deo localizada a montante (5’), dentro ou a jusante (3') para uma seqiéncia

de codificagdo. A transcricdo e expressao da seqiiéncia de codificagdo &

~ tipicamente impactada pela presenga ou auséncia da seqiiéncia reguladora.

O termo "substancialmente homdlogo” refere-se a duas sequén-

cias que sao pelo menos cerca de 90% idénticas em sequéncia, como medi-
do pelo programa BestFit aqUi descrito (Verséo'10;‘ Genetics'COmputer
Group, Inc. University of Wisconsin Biotechnology Center, Madison, W),

usando parametros padrao.

O termo "transformagao” refere-se a introdug@o do acido nucléi-

co em um hospedeiro receptaculo. O termo "hospedeiro” refere-se a 'células
de bactérias, fungos, animais ou células de animais, plantas ou sementes ou
quaisquer partes de planta ou de tecidos incluindo células de planta, prbtb-
plastos, caule, raizes, tubérculos, sementes, hastes, folhas, plantas gérmi-
nadas de semente, embrides, e pdlen.

Como aqui empregado, o termo "planta transgénica” refere-se a

uma planta onde um acido nucléico introduzido é estavelmente introduzido .

ao genoma da planta, por exemplo, genomas nucleares ou de plastideos.
Conforme aqui empregado, o termo "substancialmente purifica-

do" refere-se a uma molécula separada de substancialmente todas as outras

moléculas normalmente associadas com ela em sua forma nativa. Mais pre-

ferivelmente uma molécula substancialmente purificada e a espécie predo-
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minante presente em uma preparagdo. Uma molécula substancialmente pu-

rificada pode ser maior do que cerca de 60% livre, de preferéncia cerca de

' 75% livre, mais preferivelmente cerca de 90% livre, e mais preferivelmente

cerca de 95% livre de outras moléculas (com exclusdo do solvente) presente

na mistura natural.” O termo "substancialmente purificado” ndo se destina a

abranger moléculas presentes em seu éstado nativo.
Descrigio Detalhada das Modalidades Preferidas

A presente invengao providencia promotores capazes de trans-
crever uma sequéncia de acido nucléico estrutural heterdloga em uma se-
mente, e métodos de modificar, produzir e utilizar a mesma. A invengéo

também providencia composigoes, celulas hospedeiras transformadas - e

plantas contendo promotores especificos para semente, e métodos para

preparar € usar as mesmas.

Moléculas de Acido nucléico

A presente invencdo providencia moleculas de acido nuclelco

que hlbndlzam para uma molécula de acido nucléico com uma seqiiéncia de

“acido nuclelco selecionada dentre o grupo de SEQID NOs: 11, 12,13 e 14 e

seus complementos. A presente invenga@o também inclui molécula de acido
nucléico que sao fragmentos de tais moléculas.
A hibridizagao de acido nucléico ¢ uma técnica bem-conhecida

aos versados na técnica da manipulagao do D‘NA.‘A propriedade de hibridi-

zacgao de um dado par de acidos nucléicos é uma indicagao de sua similari-

dade ou identidade.

Condigdes de pouco ngor podem ser usadas para selecionar
sequéncias de acido nucléico com identidades de sequiéncia menores para
uma sequéncia de acido nucléico alvo. Pode-se querer empregar condigdes
tais como cerca de 0,15M a cerca de 0,9 M de cloreto de sddio, a temperatu-
ras que variam de cerca de 20°C a cerca de 55°C. '

Condigoes de alta rigorosidade podem ser usadas para selecio-

nar sequéncias de acido nucléico com maiores graus de identidade as se-

| quéncias de acido nucléico apresentadas (Sambrook et al., 1989). (Obs: Ci-

tacGes completas para todas as referéncias sdo dadas abaixo)
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As condigoes de alto rigor, tipicamente envolvem hibridizagdo de -

acido nucléico em cerca de 2X a cerca de 10X SSC (diluido de uma solugdo

- de estoque SSC 20X contendo cloreto de sédio 3M e citrato de sédio 0,3M,
- pH 7,0 em agua destilada), cerca de 2,5X a cerca de 5X de solugao de De-

nhardt (diluido de uma solugéo de estoque 50X contendo 1% (peso/volume)

de albumina de soro bovino, 1% (peso/\}olume) de ficol, e 1% (peso/volume)
de polivinilpirrolidona em agua destilada), cerca de 10 mg/ml a cerca de
100 mg/ml de esperma de DNA de esperma de peixe, e cerca de 0,02%

(peso/volume) a cerca de 0,1% (peso/volume) de SDS, com uma incubagio

a cerca de 50°C a cerca de 70°C por varias horas até toda a noite. As condi- -

¢Oes de alto rigor sao, de preferéncia, providenciadas por SSC 6X, solugao

~de Denhardt 5X, DNA de espermé de peixe 100 mg/ml e SDS 0',‘1%, (beso/

volume) com uma incubagao a 55°C por varias horas.
A hibridizagdo é geralmente seguida por varias etapas de lava-

gem. As composigoes de lavagem geralmente compreendem 0,5X a cerca

‘de 10X de SSC, e 0,01% (peso/volume) a cerca de 0,5% (peso/volume) SDS

com uma incubagao de 15 minutos a cerca de 20°C a cerca de 70°C. De
preferéncia os segmentos de acido nucléico permanecem hibridizados apods

lavagem pelo menos uma vez em SSC a 0,1X a65°C.

As moléculas de acido nucleico de preferéncia hibridizam sob

condigdes de baixa ou alta rigorosidade, com uma seqiiéncia de acido nu-

cléico selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 11, 12,13 e 14 e |

seus complementos. As moléculas de acido nucléico mais preferivelmente,

- hibridizam sob condigbes de alta rigorosidade com uma seqliéncia de acido

nucléico selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 11,12, 13 e 14
e seus complementos}. Moléculas de acido nucléico exemplares incluem
promotores com seqiiéncias de acido nucléico de SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e
14 e seus complementos ou quaisquer fragmentos destas.

Em uma modalidade alternativa, a molécula de acido nucléico

compreende uma sequéncia de acido nucléico com mais de 85% de identi-

dade, e mais preferivelmente mais do que 86, cerca de 87, cerca de 88, cer- -

ca de 89, cerca de 90, cerca de 91, cerca de 92, cerca de 93, cérca de 94,



10

15

cerca de 95, cerca-de 96, cerca de 97, cerca de 98, ou cerca de 99% de

- identidade para qmé-sequéncia de 4cido nucléico selecionada do grupo que
" consiste em SEQ ID NOs: 11, 12; 13 e 14 e seus complementos e os frag- -

mentos de quaisquer destas.

| O percentual de ldentldade de sequenma é de preferéncia de- -
termmado usando o programa "BestFit" ou "Gap" de Sequence'Analysis
Software Package® (Versédo 10, Genetics Computer-Group, Inc., University
of Wisoonsin Biotechnology Center, Madison, WI). "Gap" utiliza o algoritmo
de _Needleman' e Wunsch (Needleman and Wunsch, 1970) para encontrar o

alinhamento de duas seqiiéncias que maximizam o nimero de pares e mi- ,

- nimiza o nimero de intervalos. "BestFit" executa um o6timo alinhamento do
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‘melhor segmento de similaridade entre duas seqiiéncias e insere intervalos

para maximizar o -numero de pares usando o algoritmo de homologia local

- de Smith e Waterman (Smith and Waterman 1981, Smith et al., 1983). A
' ldentldade percentual é mais preferivelmente determinada usando o progra-

: ma "Best Fit" usando parametros padrao.

A presente invengdo também provudencua fragmentos de molé-

cula de &cido nucléico que hibridizam sob condicdes de baixa ou alta rigoro-

' s‘idadeta moléculas de écido nucléico com uma sequéncia de acido nucléico
'selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 11, 12,13 e 14 e seus

complementos fragmentos de moléculas de acido nucléico e que apresen-
tam mais do que cerca de 80, ‘cerca de 85 cerca de 90, cerca de 95 ou cer-
ca de 99% de identidade de sequéncia com uma seqliéncia de acido nucléi-
co selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 11, i2, 13e14 e
seus complementos, ou'fragmentos de quaisquer dessas moléculas.

Em uma modalidade, os fragmentos ficam entre cercade 3000 e

| cerca de 1000 nucleotideos consecutivos, cerca de 1800 e cerca de 150 nu-

cleotideos consecutivos, cerca de 1500 e cerca de 500 nucleotideos conse-
cutivos, cerca de 1300 e cerca de 250 nucleotideos consecutivos, cerca de

| 1000 e cerca de 200 nucleotideos consecutivos, cerca de 800 e cerca de

150 nucleotideos consecutivos, cerca de 500 e cerca de 100 nucleotideos

consecutivos, cerca de 300 e cerca de 75 nucleotideos consecutivos, cerca
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de 100 e cerca de 50 nucleotideos consecutivos, cerca de 50 e cerca de 25 -

nucleotideos consecutivos ou cerca de 20 e cerca de 10 nucleotideos con-
secutivos ao longo de uma molécula da presente invengao.
Em uma outra modalidade, o fragmento compreende pelo menos

cerca de 20, cerca de 30, cerca de 40, cerca de 50, cerca de 60, cerca de

70, cerca de 80, cerca de 90, cerca de 100, cerca de 150, cerca de 200, cer-
ca de 250, cerca de 500, ou cerca de 750 nucleotideos consecutivos de uma

sequéncia de acido nucléico da presente invengao.

Promotores
Em uma modalidade preferida quaisquer moléculas de &cido nu-

cléico apresentadas podem ser promotores. em uma modalidade particular-

~mente preferida, o promotor e um pfomotor,?Sa. em uma modalidade, o

promotor & especifico para tecido ou 6rgao, de preferéncia especifico para

semente. em uma modalidade particularmente preferida, o promotor de pre-
feréncia expresSa genes estruturais associados no endosperma ou embrido.

Em um aspecto, um promotof € considerado tecido ou 6rgao es-
péciﬁco caso o nivel de um mRNA naquele tecido ou érgdo 'séja expresso a
um nivel que é pelo menos 10 vezes maior, de preferéncia pelo menos cerca

de 100 vezes maior ou pelo menos cerca de 1.000 vezes maior do que um

outro tecido ou 6rgao. O nivel de mRNA pode ser medido, seja em um ponto

de tempo Unico, ou em multiplos pontos de tempo, e como tal o aumento de
vezes pode ser aumento de vezes médio ou um valor extrapolado derivado
de valores experimentalmente medidos. Sendo uma comparagao de niveis,

qualquer método que mede niveis de mRNA pode ser usado. Em um as-

pecto preferido, o tecido ou érgdos comparados sdo uma semente ou tecido

de semente com uma folha ou tecido de folha. Em mais um aspecto preferi-

do, tecidos ou 6rgdos multiplos s@éo comparados. Uma comparagao multipla -

preferida ¢ uma semente ou tecido de semente comparado com dois, trés,
quatro ou mais tecidos ou 6rgaos selecionados dentre o grupo consistindo
em tecido floral, apice floral, polen, folha, embrido, broto, primeira folha, api-
ce do broto, raiz, ponta de raiz, tecido vascular e cotilédone; Como aqui em-

pregado, exemplos de 6rgdos de planta sao sementes, folhas, raiz, etc., e
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exemplo de tecidos. sdo primodia de folha, apice de broto, tecido vascular,

etc.

' A'éiividade ou reSistéhcia de um promotor pode ser medida em

termos da quantidade d_e acumulo de mRNA ou proteina que ele produz es-

pecificamente, em relagdo a quantidade total de mRNA ou proteina. O pro- *

motor, de preferéncia, expressa uma seqiiéncia de acido nucléico operavel-
mente ligada a um nivel maior do que cerca de 2,5%, mais preferivelmente
maior do que cerca de 5%, cerca de 6, cerca de 7, cerca de 8, ou cerca de
9%, mesmo ma.is~ preferivelmente, maior do que cerca de 10, cerca de 11,
cerca de 12, cerca de 13, cerca de 14,-cerca de 15, cerca de 16, ce‘rcé de

17, cerca de 18, ou cerca de 19% e mais preferivelmente maior do que cerca

de 20% do mRNA total.
Alternativamente, a atividade ou' resisténcia de um promotor

pode ser expressa em relagdo a um promotor bem-caracterizado (para o.

“qual a atividade transcricional foi previamente avaliada). Por exemplo, um

promotor de interesse pode ser operavelmente ligado a uma sequéncia re-

- pérter (por exemplo, GUS) e introduzido ao tipo de célula especifico. Um

promotor conhecido pode ser similarmente preparado e introduzido para o.

mesmo contexto celular. A atividade transcricional do promotor de interesse
€ a seguir determinada comparando-se a quantidade da expressao do re-

porter, em relagido ao promotor conhecido. O contexto celular &, preferivel-

~ mente, soja.

Seqiiéncias de Acido Nucléico Estruturais

Os promotores da presente invengido podem ser operavelmente

ligados a uma segunda seqiiéncia de acido nucléico que é heteréloga com
relagao a sequéncia de acido nucléico do promotor. A segunda sequéncia de
acido nucléico pode geralmente ser qualquer sequéncia de acido nucléico
para a qual se deseja um nivel maior de transcrigdo. A segunda seqléncia

de acido nucléico de preferéncia codifica um polipeptideo adequado para

incorporagao a dieta de um ser humano ou animal ou providencia algum ca-

rater agronomicamente importante. ,
Segundas seqliéncias de acido nucléico adequadas incluem,
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sem limitagdo as que codificam proteinas de armazenagem em sementes, -

enzimas de passo de acido graxo, enzimas biossintéticas de tocoferol, enzi-

_mas biossintética de aminoacido e enzimas de ramificagdo de amido.

Proteina de armazenagem em semente preferidas incluem zei-

nas (Patentes U.S. 4.886.878, 4.885.357, 5.215.912, 5.589.616, 5.508.468,

5.939.599, 5.633.436 e 5.990.384, WO 90/01869, WO 91/13993, WO
92/14822, WO 93/08682, WO 94/20628, WO 97/28247, WO 98/26064 e WO
99/40209), proteinas 7S (Patehtes U.S. 5.003.045 e 5.576.203) proteina da

castanha do Para (patente U.S. 5.850.024), proteinas livres de fenilalanina
(WO 96/17064), albumina (WO 97/35023), B-conglicinina (WO 00/19839),

11S (Patente U.S. 6.107.051), alfa-hordotionina. (Patentes U.S..5.§85.802 e

5.885.801) proteinas de armazenagem de semente ("arcelina") (Patente uUs.

5.270.200) lectinas (Patente U.S. 6.110.891) e glutenina (Patentes U.S.

5.990.389 e 5.914.450). _

Enzimas de passo de acido graxo preferidas incluem tioestera-
ses (Patentes u.s. 5.512.482, 5.530.186, 5.945.585. 5.639.790, 5.807.893.
5.955.650, 5.955.329, 5.759.829, 5.147.792, 5.304.481, 5.298.421,

5.344.771 e 5.760.206) e desaturases (Patentes U.S. 5.689.050, 5.663;068,' ‘
5.614.393. 5.856.157, 6.117.677, 6.043.411, 6.194.167, 5.705.391, :

5.663.068, 5.552.306, 6.075.183, 6.051.754, 5.689’.0‘50, | 5.789.220,

- 5.057.419, 5.654.402, 5.659.645, 6.100.091, 5.760.206, 6.172.106,

5.952.544, 5.866.789, 5.443.974 e 5.093.249). Enzimas biossintéticas de
tocoferol preferidas incluem tyrA, sir173, ATPT2, dxs, dxr, GGPPS, HPPD
GMT, MT1, AANT1, sir 1737 e um constructo anti-sentido para dioxigenase

de acido homogentisico (Kridl et al., Seed Sci. Res. 1:209:219 (1991), Ke-

egstra, Cell 56(2):247-53 (1989), Nawrath, et al., Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A.
91:12760-12764 (1994); Xia et al., J. Gen. Microbiol. 138:1309-1316 (1992),
Cianobase http://www.kazusa.or.jp/cyanobase, Lois et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A 95(5):2105-2110 (1998); Takahashi et al. Proc. Nat/ Acad. Sci

U.S.A. 95(17), 9879-9884 (1998), Norris et al., Plant Physiol. 117:1317-1323
(1998), Bartley and Scolnik, Plant Physiol. 104:1469-1470 (1994), Smith et -

al., Plant J. 11:83-92 (1997), WO 00/32757, WO 00/10380, Saint Guily et al.,
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http://www.kazusa.or.ip/cyanobase._Lois_et_al.%2C_Proc._Natl._Acad.Sei._U.S.A_95%285%29:2105-2110_%281998%29%3B_Takahashi_et_al._Proc._Natl_Acad._SeiU.S.A._95%2817%29%2C_9879-9884_%281998%29%2C_Norris_et_al.%2C_Plant_Physiol._117:1317-1323%281998%29%2C_Bartley_and_Scolnik%2C_Plant_Physiol._104:1469-1470_%281994%29%2C_Smith_etal.%2C_Plant_J._11:83-92_%281997%29%2C_WO_00/32757%2C_WO_00/10380%2C_Saint_Guily_et_al
http://www.kazusa.or.ip/cyanobase._Lois_et_al.%2C_Proc._Natl._Acad.Sei._U.S.A_95%285%29:2105-2110_%281998%29%3B_Takahashi_et_al._Proc._Natl_Acad._SeiU.S.A._95%2817%29%2C_9879-9884_%281998%29%2C_Norris_et_al.%2C_Plant_Physiol._117:1317-1323%281998%29%2C_Bartley_and_Scolnik%2C_Plant_Physiol._104:1469-1470_%281994%29%2C_Smith_etal.%2C_Plant_J._11:83-92_%281997%29%2C_WO_00/32757%2C_WO_00/10380%2C_Saint_Guily_et_al
http://www.kazusa.or.ip/cyanobase._Lois_et_al.%2C_Proc._Natl._Acad.Sei._U.S.A_95%285%29:2105-2110_%281998%29%3B_Takahashi_et_al._Proc._Natl_Acad._SeiU.S.A._95%2817%29%2C_9879-9884_%281998%29%2C_Norris_et_al.%2C_Plant_Physiol._117:1317-1323%281998%29%2C_Bartley_and_Scolnik%2C_Plant_Physiol._104:1469-1470_%281994%29%2C_Smith_etal.%2C_Plant_J._11:83-92_%281997%29%2C_WO_00/32757%2C_WO_00/10380%2C_Saint_Guily_et_al
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Plant Physiol, 100(2):1069-1071 (1992), Sato et al., J. DNA Res.7(1):31-63

(2000)). e | |
Enzimas biossintéticasbde aminoacido preferidas incluem antra-

nilato sintase (Patente U.S. 5.965.727 e WO 97/26366, WO 99/11800 e WO

ee evev 000 oo
L] L] o0

99/49058) triptofano descarboxilase (WO 99/06581) e treonina descarboxila- .

se (Patentes U.S. 5.534.421 e 5.942.660 e WO 95/19442), treonina desami-

nase .(WO‘ 99/02656 e WO }98/55601), diidrodipicolinato sintase (Patente

U.S. 5.367.110), lisina cetoglutarato redutase (WO 98/42831) e aspartato
quinase (Patentes U.S. 5.367.110, 5.858.749 e 6.040.160).

, Enzimas de ramificacdo do amido preferidas incluem a's’ apre-
sentadas nas Patentes U.S. 6.232.122 € 6.147.279 e WO 97/22703.

Alternativamente, um promotor e segunda sequéncia de acido

" nucléico podem ser projetados para regular para menos uma especifica se-

quéncia de acido nucléico. Isto é tipicamente realizado por ligagéo do pro-

motor a uma segunda seqiiéncia de acido nucléico que é orientada na dire-

“anti-sentido. Qualquer seqtiéncia de acido nucléico pode ser regulada nega-

tivamente deste modo.
O versado na técnica também reconhecera que um promotor da

“Gao anti-sentido. Um versado na técnica esta familiarizado com tal tecnologia

presente invengao também pode ser projetado para regular para menos uma -

~ dada seqliéncia de acido nucléico usando o fenémeno da co-supressado. A

25

- 30

comprimento total, como pércial foi descrita (Napoli et al., The Plant Cell

~ 2:279-289 (1990)).

Adicionalmente, a expressdo de uma dada sequiéncia de acido

- nucléico também pode ser regulada para menos por regides de néo-co-

dificagao de tal seqiiéncia de acido nucléico. O versado na técnica pode ra-
pidamente isolar sequéncias contendo DNA gendmico que flanqueia a regidao
de bodiﬁcaqéo de tal seqliéncia de acido nucléico, ou introns de tal regido de
codificagdo, e o uso-de regides de ndo-codificagao para inibigdo anti-sentido
OU co-supressao. ‘

Alvos de tal regulagdo podem incluir polipeptideos que tém um

- co-supressdo de um gene endoégeno usando tanto sequéncias de cDNA de
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baixo teor de aminoacidos essenciais, ainda que sejam expressos a um nivel

relativamente alto em um dado tecido. Por exemplo, B-conglicinina e glicinina

sdo expressos abundantemente em sementes, mas sdo deficientes no senti-

do nutricional com relagdo a aminoacidos essenciais. Esta abordagem anti-

sentido pode ser usada também para remover eficazmente outras proteinas

C. 0....... ..

indesejaveis, tais como antinutrientes (por exemplo, lectinas), albumina, e

alergénicos, de alimento derivado de planta ou para regular para menos en-
zimas catabolicas envolvidas na degradagido dos compostos desejados

como aminoacidos essenciais

Sequiéncias de Acido Nucléico Estruturals Modificadas

Os promotores da presente invengdo também podem ser opera- ‘

velmente ligados a uma sequliéncia ‘de acido nucléico estrutura' modificada

que é heterdloga com relag@o ao promotor. A sequéncia de &cido nucléico

estrutural pode ser modificada para dar varias caracteristicas desejaveis. Por

exemplo, uma seqiéncia de &cido nucléico estrutural pode ser modificada

- para aumentar o teor de aminoacidos essenciais, intensificar a tradugao da

seqiiéncia de acido nucléico, alterar modificagbes pés-tradugéo (por exem-

plo, sitios de fosforilagao), transpoftar um produto traduzido para um com-

partimento dentro ou fora da célula, melhorar a establlldade da protelna in-
serir ou deletar motivos de smal:zag:ao de célula, etc.
Em uma modalidade prefenda a seqléncia de acudo nuclelco

‘mentado de pelo menos um, e mais preferivelmente cerca de 2, cerca de 3,

ou cerca de 4 aminoacidos essenciais selecionados dentre o grupo consis-

 estrutural ¢ intensificada para codificar um polipeptideo com um teor incre- ‘

tindo em hisditina, lisina, metionina, e fenilalanina. Aminoacidos nao-essen- -

ciais também podem ser adicionados conforme necessario, para intensifica- -
¢ao estrutural e nutritiva do polipeptideo. Sequéncias de acido nucléico es-
trutural particularmente adequadas para tal incremento incluem as que codi-

ficam polipeptideos nativos que sdo expressos em niveis relativamente altos,
tém um teor particularmente baixo de aminoacidos essenciais, ou ambos.
Um exemplo desses sdo as proteinas de armazenagem de semente, como

glicinina e B-conglicinina. Outros objetivos adequados incluem arcelina, fa-
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seolina, lectina, zeinas e albumina.

Uso de’cc’)don. em Séquéncias de Acido Nucléico Estruturais

‘ Déi}icio a degeneragéo‘do codigo genético, diferentes codons de -

nucleotideo podem ser usados para codificar um dado aminodacido. Uma

célula hospedeira frequentemente apresenta um padrao preferido de uso de

- cédon. Seqiiéncias de acido nucléico estruturais sdo de preferéncia cons-

truidas para utilizar o padrao de uso de codon da célula hospedeira particu-
lar. lstb de modo geral, melhora a expresséo da seqliéncia de acido nucléico
estrutural em uma célula hospedeira transformada. Quaisquer sequéncias de
acido nucléico e aminoacido supradéscritas podem ser modificadas bara

refletir o uso de codon preferido de uma célula hospedeira ou organismo, em

que estdo contidas. A modificagdo de uma seqiiéncia de &cido nucléico es-

trutural para uso 6timo do cédon em plantas esta descrita na Patente U.S.

5.689.052.
Outras Modificacbes de Seqiiéncias de Acido Nucléico Estruturais

Variagoes adicionais nas seqtiéncias de acido nucléico estrutu-

rais descritas acima, podem codificar proteinas com caracteristicas equiva-

lentes ou superiores quando comparado com as proteinas, das quais foram

' engenheiradas. Mutagées podem incluir delegbes, insergoes, truncagoes,

substitui¢coes, fusdes, rearranjo de sequéncias motivo e similares.

Mutagbes a uma seqiiéncia de acido nucléico estrutural podem

ser introduzidas em, seja de modo especifico ou aleatério, ambas as quais

sdo do conhecimento da técnica da biologia molecular. Existem milhares de

técnicas de mutagénese direcionada ao sitio, que utilizam tipicamente oligo-

nucleotideos para introduzir mutagdes em locais especificos em uma se-

quéncia de acido nucléico estrutural. Exemplos incluem resgate de fita sim-

| ples (Kunkel et al., 1985), eliminagdo de sitio singular (Deng and Nickloff,

1992), protegdo de picotamento (Vandeyar et al., 1988) e PCR (Costa et al.,
1996). Mutagdes aleatdrias ou nao-especificas podem ser geradas por
agentes quimicos (para um exame geral, ver Singer e Kusmierek, 1982) tal
como nitrosoguanidina (Cerda-Olmedo et al., 1968; Guerola et al., 1971) e 2-

aminopurina (Rogan and Bessman 1970), ou por métodos bioldgicos tais
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como passagem por cepas mutantes (Greener et al., 1997). Métodos adicio- -

nais de produgao de alteragdes descritas acima estao descritas por Ausubel
et al. (1995); Bauer et al., (1985); Craik (1985), Frits Eckstein et al. (1982),

~ Sambrook et al. (1989), Smith et al. (1981) e Osuna et al. (1994).

As modificagbes podem resultar em, seja mudangas conservati-
vas ou n3o-conservativas na sequéncia de acido nucléico. Alteragbes con-
servativas sao alteragdbes que nao alteram a seqiiéncia de acido nucléico

final da proteina. em uma modalidade preferida, uma proteina tem entre cer-

‘ca de 5 e cerca de 500 alteragdes conservativas, mais preferivelmente entre.

cerca de 10 e cerca de 300 alteragdes conservativas, mesmo mais preferi-
velmente entre cerca de 25 e cerca de 150 alteragbes conservativas, e mais
preferivelmente entre cerca de 5 e cerca de 25 alteragbes conservativas ou
entre cerca de 1 e cerca de 5 alteracbes conservativas.

AlteragGes ndo-conservativas incluem adigdes dele¢oes, e subs-

tituigbes que resultam na seqiiéncia de acido nucléico alterada. Em uma

“modalidade preferida a proteina tem entre cercade 5 e cerca de 500 altera-

¢oes de aminoacido nao-conservativas, mais preferivelmente entre cerca de

10 e cerca de 300 alteragdes de aminoacido nao-conservativas, _mesmo' :

mais preferivelmente entre cerca de 25 e cerca de 150 alteragdes de amino- -

acido ndo-conservativas, e mais preferivelmente entre cerca de 5 e cerca de:

25 alteragdes de aminoacido ndo-conservativas, ou entre cerca de 1 e cerca
de 5 alteragbes nao-conservativas.
Modificagdes podem ser feitas as seqliéncias de proteina aqui

descritas e as sequéncias de acido nucléico que as codificam, que mantém

as desejada propriedades da molécula. A seguir discute-se, com base na

alteracao da sequéncia de aminoacido de uma proteina para criar um equi-
valente, ou possivelmente uma molécula de segunda geragao aperfeigoada.
As alteragbes de aminoacido podem ser conseguidas alterando-se os co-
dons da seqliéncia de acido nucléico estrutural, de acordo com os cédons

dados na Tabela 1.
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Tabela 1: Degenerag_éo do cédon de aminoacidos

Aminoacido Uma letra | Trés letras Codons
Alanina e A | Ala- | GCA GCC GCG GCT
Cisteina C 1Cys TGC TGT
Acido Aspartico. . '|D Asp GAC GAT
Acido Glutamico E |Glu - - | GAA GAG
Fenilalanina F. Phe TICTTT .
Glicina G Gly . | GGA GGC GGG GGT
Histidina H His : CAC CAT
Isoleucina | lle ATA ATC ATT
Lisina 1K Lys AAA AAG
Leucina L Leu TTA TTG CTACTC CTG CTT
Metionina M Met ATG
Asparagina N Asn - |AAC AAT
Prolina P Pro CCACCCcCccG CCT
‘| Glutamina [Q GIn : CAA CAG
h Arginihina_ o R | Arg : AGA AGG CGA CGC CGG CGT |
| Serina S Ser - {AGC AGTTCATCCTCG TCT
Treonina T Thr ‘ ACA ACC ACG ACT
~ |valina v Val ~ |GTAGTCGTGGTT
[Triptofano w Trp TGG
Tirosina Y | Tyr TAC TAT

Alguns aminoacidos podem ser substituidos por outros aminoa-

cidos em uma sequéncia de proteina sem perda apreciavel da atividade de-

- 'sejada. Examina-se assim, as varias alteragdes que podem ser feitas nas

10

sequéncias de peptideo ou seqiiéncias de proteina ou suas correspondentes
sequéncias de acido nucléico sem perda apreciavel da atividade bioldgica.
Fazendo-se tais alteragées, o indice hidropatico dos aminoaci-

dos pode ser considerado. A importénéia do indice de aminoacido hidropati-

co em conferir fungdo bioldgica interativa em uma proteina é geralmente

entendida na técnica (Kyte e Doolittle, 1982). Aceita-se que o carater hidro-
patico relativo do aminoacido contribui para a estrutura secundaria da pro-
teina resultante, que por sua vez, define a interagdo da proteina com outras
molécula, por exemplo, enzimas, substratos, receptores, DNA, anticorpos

antigenos e similar.



10

15

20

25

30

LX ] o000 oo o0 (] o0 0000 08O
L] L] o e® o [ ] L]

(XXX
.

24

Cada aminoacido concedeu um indice hidropatico com base em .

suas caracteristicas de hidrofobicidade e carga. Estes so: isoleucina (+4,5),
valina (+4,2), leucina(+3,8), fenilalanina (+2,8), cisteina/cisteina (+2,5), metio-

" nina (+1,9), alanina (+1,8), glicina (-0,4), treonina (-0,7), serina (-0,8), tripto-

fano (-0,9), tirosina (-1,3), prolina (-1,6), histidina (-3,2), glutamato/glu-‘~

tamina/aspartato/asparagina (-3,5), lisina (-3,9), e arginina (-4,5).
Sabe-se na técnica que alguns aminoacidos podem ser substi-

tuidos por outros aminoacidos com um indice ou pontuagéo hidropatico si-

milar e ainda resulta em uma proteina com atividade bioldgica similar, ou

seja, ainda obtém uma proteina biologicamente funcional. Fazendo-se tais

alteragdes, a substituigdo dos aminoacidos cujos indices hidropé{icos estao
dentro de 12, é preferida, os dentro de 1 sdo mais preferidos, e os dentro
de +0,5 s3o os mais preferidos. .
Também entende-se da técnica que a substituiqéo‘de aminoaci-
do similares pode ser feita eficazmente com base na hidrofilicidade. A pa-
tente U.S. 4.554.101 declara que a maior hidrofilicidade media local de uma

proteina, conforme governada pela hidrofilicidade de seus aminoacidos ad-

jacentes correlaciona-se com uma propriedade bioldgica da proteina. Os -

seguintes valores de hidrofilicidade, foram cedidos a aminoacidos: argini- -
nallisina (+3,0), aspartato/glutamato (+3,0+1), serina (+0,3), asparagina/glu- -

tamina (+,2), glicina (0), treonina (-0,4), prolina (-0,541), alanina/histidina (-0,5),

cisteina (-1,0), metionina (-1,3), valina (-1,5), leucinalisoleucina (-1,8), tirosi-

na (-2,3), fenilalanina (-2,5) e triptofano (-3,4).
Fica entendido que um aminoacido pode ser substituido pdr um

outro aminoacido com uma pontuagéo de hidrofilicidade similar e ainda re-

sultar em uma proteina com atividade biologica similar, ou seja, ainda obter

uma proteina biologicamente funcional. Fazendo-se tais alteragdes, a subs- .

tituicdo dos aminoacidos cujos indices hidropaticos estdo dentro de +2 sao

preferidos, os dentro de +1 sdao mais preferidos, e os dentro de 0,5 séo

mais preferidos. '
Como indicado acima, substituigdes de aminoacido sao portanto,

baseadas na similaridade relativa dos substituintes de cadeia lateral de ami-
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noacido, por exemb.lo, sua hidrofobicidade, hidrofilicidade, carga, tamanho e
similar. Subst:ituigc“)és) exemplares que consideram varias das caracteristicas
precedentes, ‘em consideragao sdo bem-conhecidos daquelés versados na -
técnica e incluem: arginina e lisina, glutamato e aspartato, serina e treonina,
glutamina e aspara'gina.é valina, leucina e isoleucina. Alteragbes que néo se -
espera que sejam vantajosas podem também ser usadas caso essas protei-
nas resultantes vierem a melhorar a resisténcia do rimen, a resisténcia mai-
ora dégradag:éo proteolitica, ou ambas melhoraram a resisténcia do ramen e
aumentaram a resisténcia a degradagao proteolitica, em relagdao ao poli-
peptideo héo-rﬁodiﬁcado do qual fofam engenheiradas. Alternativamente,
alteragGes, podem ser feitas para melhorar a cinética das enzimas metaboli-
cas. ,

Erh um aspecto preferido, a proteina modificada é selecionada
de proteinas de armazenagem de semente, enzimas do passo do acido gra-
x0, enzimas biossintéticas de tocoferol, enzimas biossintéticas de aminoéci-

do e enzimas de quebra do amido.

Vetores Recombinantes

; Quaisquer dos promotores e sequéncias de acido nucléico es-
truturais descritos acima podem ser providenciados em um vetor recombi-

nante. Um vetor recombinante tipicamente, compreende, em uma orientagao

- 5" a 3’ um promotor para direcionar a transcrigio de uma sequiéncia de acido

25

30

nucléico estrutura e uma sequéncia de acido nucléico estrutura. Promotores
adequados e sequéncias de acido nucléico estruturais incluem as aqui des-
critas. O vetor recombinante pode ainda compreender um terminador trans-
cricional 3' um sinal de poliadenilagdo 3, outras seqiiéncias de acido nucléi-

co nao-traduzidas, seqiiéncias de acido nucléico passageiras e visadas,

marcadores selecionaveis, intensificadores e operadores conforme deseja-

do.
Meios de preparar vetores recombinantes sdo do conhecimento

da técnica. Métodos para produzir vetores recombinantes particularmente
adequados a transformagdo de planta estdo descritos nas Patentes U.S.
4.971.908, 4.940.835, 4.769.061 e 4.757.011. Esses tipos de vetores tam-
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bém foram pesquisados (Rodriguez et al., 1988, Glick et al., 1993).
Vetores tipicos uteis para expressdo de acidos nucléicos em

plantas superiores sao bem-conhecidos na técnica e incluem vetores deriva-

" dos de plasmideo indutor de tumor (Ti) de Agrobacterium tumefaciens (Ro-

gers et al., 1987). Outros vetores recombinantes Uteis para trasnformagéo de -

planta incluindo o vetor de controle de transferéncia pCaMVCN também fo- -

ram descritos (Fromm et al., 1985).
- Em uma modalidade, promotores 7Sa. muiltiplos s&o operavel-

mente ligados em um constructo simples a qualquer combinagdao de genes

estruturais. Em uma modalidade preferida, qualquer combinagédo de uma,

duas, trés, quatro, cinco ou seis ou mais das SEQ ID NOs: 11, 12, 13 e 14

pode ser operativamente ligadas em um constructo simples a qualquer com-

binagao de genes estruturais.

* Promotores Adicionais no Vetor Recombinante

‘ Um ou mais promotores adicionais também podem ser providen-
ciados no vetor recombinante. Esses promotores_podem ser operavellmente
Iigados, por exemplo, sem Iimitagéo a quaisquer seqiiéncias'de 4cido ‘n;ucl“éi-
co estruturais supradescritas. Alternativamente, os promotores . podem sér
operavelmente ligados a outras seqliéncias de &cido nucléico, _tais" i;omb_as
codificando peptideos transitérids, proteinas marcadoras 'selecionéveis ou
seqiiéncias anti-sentido. | | S
Esses promotores adicionais podem ser selecionados com base
no tipo de célula para a qual o vetor sera inserido. Ainda, os promotores qué
funcionam em bactérias, levedura e plantas sao todos do conhecimento da

técnica. Os promotores adicionais também podem ser selecionados com 4

base em seus aspetos reguladores. Exemplos de tais aspectos incluem in-

tensificagdo da atividade transcricional, capacidade de indugdo, especifici- .

dade para tecido, e especificidade para o estagio de desenvolvimento. Nas
plantas, os promotores que sao induiidos, de origem viral ou sintética, es-
sencialmente ativos, temporariamente regulados, e especialmente regula-
dos, foram descritos (Poszkowski et al., 1989, Odell et al., 1985, Chau et al.,
1989). | |
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Promotores constitutivos freqiientemente usados incluem o pro-
motor CaMV §SS (Odell et al., 1985), o promotor CaMV 35S inténsiﬂcado, o
promotor do Virus do Mosaico da Escrofulria (FMV) (Richins et al., 1987), 0 -
promotor manqpina sintase (mas), ‘0 promotor nopalina sintase (nos), e o
promotor octopina sintase (ocs). | |

Promotores estimulaveis Uteis incluem promotores induzidos por
acido salicilico ou acidos poliacrilicos (PR-1, William et al., 1992), induzido
por aplicagéo de protetores (herbicidas benzenossulfonamida substituidos;
Hershey and Stoner, 1991), promotores de choque térmico (Oﬁ-Lee et al.,
198'6, Ainley et'él., 1990), um promotdrvinduzido por nitrato derivado da se-

qliéncia de acido nucléico estrutural nitrito redutase do espinafre(Back et al.

1991), promotores induzidos por horménio (Yamaguchi-Shinozaki et al., '

1990, Kares et‘al.,. 1990), e promotoresAinduzido‘s por luz associados com a
subunidade pequena de RuBP carboxilase e familias LHCP (Kughlemeier et
al., 1989, Feinbaum et al., 1991, Weisshaar et al., 1991, Lam e Chua 1990
Castresana et al., 1988, Schulze-Lefert et al., 1989). .
Exemplos de pfomotores especificos para tecido ou 6rgao Oteis
incluem p-conglicinina, (Doyle et al., 1986, Slighton e Beachy, 1987), e ou-
tros promotOrespspeCiﬁcos para semente (Knutzon et al. 1992, Bustos et al.
1991, Larh e Chua, 1991). Promotores funcionais de planta Uteis para ex-

pressdo preferencial em plastideo de semente incluem os de proteinas de

armazenagem de planta e de proteinas envolvidas na biossintese de acido
graxo em sementes oleaginosas. Exemplos de tais promotores incluem as
regides reguladoras 5’ de tais seqliéncias de acido nucléico estruturais como
napin (Kridl et al., 1991), faseolina, zeina, inibidor de tripsina de soja, ACP,
estearoil-ACP desaturase e oleosina. A fegulagéo especifica para semente
esta ainda debatida em EP 0 255 378.

Um outro promotor especifico para semente exemplar € um
promotor de lectina. A proteina lectina nas sementes da soja é codificada por

‘uma unica seqiéncia de acido nucléico estrutural (le1) que é somente ex-

pressa durante a maturagdo da semente. Uma sequéncia de acido nucléico

estrutura de lectina e promotor especifico para semente foram caracteriza-
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dos e usados para direcionar a expressao especifica para semente em -

plantas de tabaco transgénicas (Vodkin et al., 1983, Lindstrom et al., 1990).

Promotores adicionais. particularmente preferidos no vetor re-

combinante incluem promotores nopalina sintase (nos), manopina sintase

(mas) e octopina sintase (ocs), que sdo portados em plasmideos indutores

de tumor de Agrobacterium tumefaciens, os promotores do virus do mosaico

da couve-flor (CaMV) 19S e 35S, o promotor 358'de CaMV intensificado, o

promotor 35S do Virus do Moséico da Escrofularia (FMV), o prbmotofsensi-

“vel a luz da pequena subunidade ribulose-1,5-bifosfato carboxilase (ssRU-.

BISCO), o promotor EIF-4A do tabaco (Mandel et al., 1995), sintetase 1 de
sacarose de milho (Yang e Russell 1990), desidrogenase 1 do alcool de mi-

Iho (Vogel et al., 1989) complexo coletor de ‘qu (Simpson 1986), proteina de '
choque térmico do milho (Odell et al., 1985), o promotor de quitinase de Ara-

~ bidopsis (Samac et al., 1991), os promotores de (Proteina de transferéncia

de lipideo) LTP do brécolis (Pyee et al., 1995), chalcona isomerase de petu-
nia (Van Tunen et al., 1988), proteina rica em glicina do feijdo 1 (Keller et al.,
1989), patatina da batata (Wenzler et al., 1989), o prorhotor'de Ubiquitina do
milho (Christensen et al., 1992), e o promotor de actina do arroz'(M_cElroy et
al., 1990). | S | |

Um promotor adicional e de preferéncia seletivo para semente,-

seletivo para tecido, constitutivo ou indutor. O promotor é mais preferivel-

mente nopalina sintase (nos), octopina sintase (ocs), manopina sintase

(mas), virus do mosaico da couve-flor 19S e 35S (CaMV13S, CaMVBSS),

- CaMV (eCaMV) intensificado, ribulose 1,5-bifosfato carboxilase (ssRUBIS-

CO), virus do mosaico da escrofularia (FMV), AS4 derivado de CaMV, POX1

do trigo, EIF-4 do tabaco, proteina lectina (Le1) ou promotor RC2 do arroz.

Vetores Recombinantes com Sequéncias de acido nucléico estruturais adi- -

cionais
O vetor recombinante também pode conter uma ou mais se-

qliéncias de acido nucléico estruturais adicionais. Essas seqliéncias de aci-

do nucléico estruturais podem ser geralmente, quaisquer sequéncias ade- -

quada para uso em um vetor recombinante. Tais seqiiéncias de acido nu-
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cléico estruturais incluem, sem limitagdo, quaisquer sequéncias de acido

nucléico estruturals e formas modificada destas, descritas acima. As se-

quéncias de acudo nucléico estruturals adicionais também podem ser opera-

velmente ligadas a quaisquer dos promotores supradescritos. A uma ou mais

seqliéncias de acido nucléico estruturais podem ser cada qual operavel-

mente ligadas a promotores separados. Alternativamente, as seqliéncias de
acido nucléico estruturais podem ser operavelmente ligadas a um Unico
prorhdtbr (ou seja, um operon simples). |

As sequéncias de acido nuclelco estruturais adlcnonals incluem,
sem Ilmltagao aquelas que codifi cam as proteinas armazenadoras de se-

mente, enzimas do passo de acido graxo, enzimas biossintéticas de tocofe-

rol, enzimas biossintéticas de aminoacido e enzimas de quebra do amido.

‘Proteinas armazenadoras de semente preferidas incluem zeinas
(Patentes U.S. 4.886.878, 4.885.357, 5.215.912, 5.589,616, 5.508.468,
5. 939 599, 5.633.436 e 5.990.384, WO 90/01869, WO. 91/1 3993 WO

9211 4822 WO 93/08682, WO 94/20628, WO 97/28247, WO 98/26064 e WO
 '~99/40209‘), protelnas‘ 7S (Patentes us. 5.003.045 e 5.576.203) proteina da
‘castanha do Para (Patente U.S. 5.850.024), proteinas isentas de fenilalanina
; (WO 96/17064), albumina (WO 97/35023, B-conglicinina (WO 00/19839),

11S (Patente U.S. 6.107.051), alfa-hordotionina (Patentes U.S. 5.885.802 e
5.885.801) proteinas de armazenagerh de‘semente de arcelina (Patente Us.
5.270.200) lectinas (Patente U.S. 6.110.891) e glutenina .(Paténtes u.s.
5.990.389 e 5.914.450).

Enzimas do passo de acido graxo preferidas incluem tioestera-

ses (Patentes U.S. 5.512.482, 5.530.186, 5.945.585. 5639.790, 5.807.893,
5.955.650, 5.955.329, 5.759.829, 5.147.792, 5.304.481, 5.298.421,
5.344.771 e 5.760.206) e desaturases (Patentes U.S. 5.689.050, 5.663.068,
5.614.393, 5.856.157, 6.117.677, '6.043.411, 6.194.167, 5.705.391,
5.663.068, 5.552.306, 6.075.183, 6.051.754, 5.689.050, 5.789.220,
5.057.419, 5.654.402, 5.659.645, 6.100.091, 5.760.206, 6.172.106,
5.952.544, 5.866.789, 5.443.974 e 5.093.249).

Enzimas biossintéticas de tocoferol preferidas incluem tyrA,
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sir1736, ATPT2, dxs, dxr, GGPPS, HPPD, GMT, MT1, AANT1, sir 1737 e um

constructo anti-sentido para dioxigenasev acida homogenﬁsica (Kridl et al.,

_Seed Sci Res. 1:209:219 (1991), Keegstra Cell 56(2):247-53 (1989), Nawath
et al., Proc. Natl. Acad, Sci U.S.A 91:12760-12764 (1994); Xia et al., J. Gen.

Microbiol. 138:1309-1316 (1992), Cianobase http://www.kazqsa.or.ip/ciano-
base, Lois et al, Proc. Natl. Acad. Sic U.S.A 95(5):2105-2110 (1998),
Takahashi et al., Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A 95(17), 9879-9884 (1998), Nor-
ris et al., Plant Physiol. 117:1317-1323 (1998), Bartley and Scolnik Plant

Physiol. 104:1469-1470 (1994), Smith et al., Plant J. 11:83-92 (1997), WO .

00/32757, WO 00/10380, Saint Guily et al., Plant Physiol., 100(2):106941 071
(1992), Sato et al., J. DNA Res 7(1):31-63 (2000)). ‘

Enzimas biossintéticas de aminoacido preferidas incluem antra-

nilato sintase (Patente 'U.S. 5.965.727 e WO 97/26366, WO 99/11800 e WO

99/49058) triptofano descarboxilase (WO 99/06581) e treonina descarboxila-
se (Patentes U.S. 5.534.421 e 5.942.660 e WO 95/19442), treonina deSami-

‘nase (WO 99/02656 e WO 98/55601) e aspartato quinase (Patentes U.S.

5.367.110, 5.858.749 e 6.040.160).

Enzimas de quebra do amido preferidas incluem as apresenta-

das nas Patentes U.S. 6.232.122 e 6.147.279 e WO 97/22703.

Alternativamente, a segunda seqiiéncia de acido nucléico estru-

tural pode ser projetada para regular para menos uma dada seqiiéncia de
acido nucléico. Isto & tipicamente realizado por ligagéo operavel do segundo

aminodcido estrutural, em uma orientagéo anti-sentido, com um promotor.

Um versado na técnica estara familiarizado com tal tecnologia anti-sentido.

Qualquer sequéncia de acido nucléico pode ser negativamente regulada

deste modo. Sequiéncias de acido nucléico alvo preferiveis contém um baixo
teor de aminoacidos essenciais, ainda que sejam expressos a niveis relati--
vamente altos em particular em tecidos. Por exemplo, B-conglicinina e glici-

nina sdo expressos abundantemente em sementes, mas s3o deficientes do

ponto de vista nutricional com relagdo a aminoacidos essenciais. Esta abor-

tras proteinas indesejaveis, tais como antinutrientes (por exemplo, lectinas),

dagem anti-sentido pode ser usada também para remover eficazmente ou- -
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albumina e alergénicos, de produtos alimenticios derivados de planta, ou

para regular para menos enzimas catabdlicas envolvidas na degradagao dos

- compostos désejados tal como aminoacidos essenciais.

Marcadores Selecionéveis

Um vetor ou constructo também pode incluir um marcador sele- -

cionavel. Marcadores selecionaveis podem ser usados também para seleci-
onar plantas ou células de planta que contém o material genético exdgeno.

Exemplos destes incluem, sem estar limitado a; um gene neo (Potrykus et

al., ,1985)' que codifica para gene resistente a canamicina e pode ser seleci- -

onado para uso de canamicina, Rptll, G‘418, hpt, etc., um gene bar qué codi-

fica para resisténcia a bialafos, um gene EPSP sintase mutante (Hinchee et

sisténcia a glifosato, um gene nitrilase que c'o‘nfére resisténcia a bromoxinila
(Stalker et al., 1988), um gene acetolactato sintase mutante (ALS) que con-

fere resisténcia a imidazolinona ou sulfoniluréia (Pedido de Patente Europeu

~154.204, 1985), ALS (D'Halluin et al., 1992) e um gene DHFR resistentes a
‘metotrexato (Thillet et al., 1988), O marcador selecionavel é de preferéncia,

GUS, proteina fluorescente verde (GFP), neomicina fosfotransferase I

, ('nptll),‘luciférase (LUX),- umé sequéncia de codificagao resistente a antibiéti-

co, ou uma seqiiéncia de codificagdo resistente a herbicida (por exemplo,

al., 1988, Reynaerts et al., 1988), aadA (Jones et al., 1987) que‘codiﬁca re-

glifosato).. O marcador selecionavel é mais preferivelmente, um marcador

resistente a canamicina, higromicina ou herbicida.

Um vetor ou constructo também pode incluir um marcador exa-

minador. Marcadores examinadores podem ser usados para monitorar a ex- -

pressdo. Marcadores examinadores exemplares incluem um gene B-glicuro-

nidase ou uidA (GUS) que codifica uma enzima para qual varios substratos

cromogénicos sdo conhecidos (Jefferson, 1987), um gene R-local, que codi-
fica um produto que regula a produgdo de pigmentos antocianina (cor ver-
melha) em tecidos de planta (Dellaporta et al., 1988), um gene B-lactamase
(Sutcliffe et al. 1978), um gene que codifica uma enzima para a qual varios
substratos cromogénicos sdo conhecidos (por exemplo, PADAC, uma cefa-
losporina cromogénica), um gene luciferase (Ow et al., 1986), um gene xy/E,
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(Zukowsky et al., 1983), que codifica uma catecol dioxigenase que pode -

converter catecois cromogénicos, um gene a-amilase (lkatu et al., 1990), um
gene tirosinase (Katz et al., 1983), que codifica uma enzima capaz de oxidar

tirosina em DOPA e dopaquinona que por sua vez, condensa em melanina,

uma a-galactosidase, que ira converter um substrato a-galactose cromogé- -

nico.
Incluido nos termos "genes marcadores selecionaveis ou exami-

nadores" também estdo genes que codificam um marcador de secregao,

‘cuja secregdo pode ser detectada como um meio de identificar ou selecionar

células transformadas. Exemplos incluem marcadores que codificam um an-
tigeno de secregao que podem ser identificados por interagdo com anticorpo,
ou mesmo enzimas secretoras que podem ser detectadas cataliticamente.

Proteinas de secreqéo enquadram-se em uma série de classes, incluindo

- proteinas difusiveis pequenas que sdo detectaveis (por exemplo, por ELI-
SA), enzimas de pequena atividade que sao detectaveis em solugdo extra-
celular (por exemplo, a-amilase, B-lactamase, fosfinotricina transferase), ou

proteinas que sdo inseridas ou encerradas na parede celular (tal como pro-

teinas que incluem uma sequéncia lider como a encontrada na unidade de

expressdo da extensdo do tabaco PR-S). Outros possiveis genes marcado-
res selecionaveis e/ou examinadores se evidenciardo aos versados na técni-
ca. | o

Outros Elementos no Vetor Recombinante

Varias sequéncias reguladoras 5’ e 3’ ndo-traduzidas de configu-

ragdo cis podem ser incluidas no vetor de acido nucléico recombinante.

Quaisquer sequiéncias reguladoras podem ser providas em um vetor recom-

binante com outras seqﬁéncias reguladoras. Tais combinagdes podem ser
destinadas ou modificadas para produzir aspectos reguladores desejaveis.
Uma regido 3' ndo-traduzida, propicia tipicamente, um sinal de
terminagao trancricional e um sinal de poliadenilagdo que funciona em pian-
tas para ocasionar a adi¢gao de nucleotideos adenilato na extremidade 3’ do
mRNA. Estes podem ser obtidos a partir de regides 3’ da seqtiéncia de codi-

ficagdo (nos) de nopalina sintase, uma seqiiéncia de codificago de proteina
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de armazenagem 7Sa’'da soja, a sequéncia de codificagcdo 5 de arcelina, a
sequéncia de codificagdo de albumina e a seqiiéncia de codificagdo ssRU-
BISCO E9 da ervilha. Tipicamente, seqiiéncias de acido nucléico localizada
umas poucas centenas de pares de base a jusante do sitio de poliadenilagao
servem para terminar transcri¢do. Essas regides sao necessarias para efici-
ente poliadenilagdo do mRNA transcrito.

Intensificadores de tradugao também podem ser incorporados
como parte do vetor recombinante. Assim o vetor recombinante pode de
preferéncia conter uma ou mais sequiéncias lider ndo-traduzidas 5’ que ser-
vem para melhorar a expressao da sequéncia de acido nucléico. Tais se-
quéncias intensificadoras podem ser desejaveis para aumentar ou alterar a
eficiéncia de tradugdo do mRNA resultante. Seqliéncias de acido nucléico 5’
preferidas incluem dSSU 5’, PetHSP70 5 e GmHSP17.9 5 (Patente U.S.
5.362.865).

O vetor recombinante pode ainda compreender uma seqiéncia

)

de acido nucléico codificando um peptideo transitério. Este peptideo pode
ser util para direcionar uma proteina ao espago extracelular, um plastideo
ou a algum outro compartimento dentro ou fora da célula (ver, por exemplo,
EP 0218 571, Patentes U.S. 4.940.835, 5.610.041, 5.618.988 e 6.107.060).

A sequéncia de acido nucléico estrutural no vetor recombinante
pode compreender introns. Os introns podem ser heterélogos com relagao a
sequiéncia de acido nucléico estrutural. introns preferidos incluem o intron de
actina do arroz e o intron HSP70 do milho.

Proteinas de Fusédo

Quaisquer seqliéncias de acido nucléico estruturais suprades-
critas, e suas formas modificadas, podem ser ligadas com sequéncias de
acido nucléico adicionais para codificar proteinas de fusao. A seqliéncia de
acido nucléico adicional de preferéncia codifica pelo menos um aminoéci-
do, peptideo ou proteina. Muitas formas de combinagao de fusdo sio pos-
siveis.

Por exemplo, a proteina de fusdo pode providenciar um epitopo

"rotulado” para facilitar a detecgdo da proteina de fusao, como GST, GFP,

108
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FLAG ou polyHIS. Tais fusGes, de preferéncia codificam ente cerca de 1 e -

cerca de 50 aminoacidos, mais preferivelmente entre cerca de 5 e cerca de

30 aminoacidos adicionais, ainda mais preferivelmente entre cerca de 5 e

~ cerca de 20 aminoacidos.
Alternativamente, a fusdo pode providenciar fungdes reguladoras

enzimaticas, sinalizagao de célula ou transporte intercelular. Por exemplo,

uma sequéncia codificando um peptideo transitorio de plastideo pode ser

adicionada para direcionar uma proteina de fusdo aos cloroplastos dentro de

sementes. Tais parceiros de fusdo de preferéncia codificam entre cerca de e

cerca de 1000 aminoacidos adicionais, mais preferivelmente ente cercade 5

e cerca de 500 aminoacidos adicionais e ainda mais preferivelrﬁente, entre
cerca de 10 e cerca de 250 aminoacidos.
Anélise de Sequéncia o

Na presente invencdo, a similaridade ou identidade de seqén-

cia é de preferéncia determinada usando os programas "BestFit" ou "Gap"

“de Sequence Analysis Sofware Package® (Versdo 10, Genectics Computes

Gfoup, Inc., University of Wisconsin Biotechnology Centef, Madison, WI).
"Gap" utiliza o algoritmo de Needleman e Wunsch (Needleman and Wunsch,

1970) para encontrar o alinhamento de duas sequéncias que maximizem o

numero de pares € minimize o nimero de folgas. "BestFit" executa um 6timo:

alinhamento do melhor segmento de similaridade entre duas se’qijévncias.
Alinhamentos 6timos s&o encontrados por insergéao de folgas a fim de maxi-
mizar o numero de pares usando o algoritmo de homologia local de. Srhith
and Waterman (Smith and Waterman, 1981, Smith et al., 1983). 4

A Sequence Analysis Sofware Package descrita acima contém |

uma série de outras ferramentas de analise de seqiiéncia para identificar
homaélogos das sequéncias de nucleotideos e de aminoacido presentemente
apresentadas. Por exemplo, o programa "BLAST" pesquisa para sequéncias
similares a uma sequéncia de pesquisa (seja de peptideo ou acido nucléico )
em uma base de dados especifica (por exemplo, base de dados da seqiién-
cia mantida no National Center for Biotechnology Information (NCBI) em

Bethesda, Maryland, (USA), "FastA"(Lipman and Pearson, 1985, e também
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Pearson e Lipman, 1988, Pearson, 1990) realizam uma pesquisa de Pearson

and Llpman para sumllandade entre uma sequiéncia de pesquisa e um grupo

de seqliéncia do mesmo tipo (acndo nucléico ou proteina). "TfastA" realiza -

uma busca Pearson e Lipman para similaridade entre uma sequéncia de

peéquisa, de proteina e qualquer grupo de seqiiéncias de nucleotideo (ele

traduz as sequéncias de nucleotideos‘em todos os seis quadros de leitura
antes de realizar a comparagao); "FastX" executa uma busca Pearson and
Lipmah para similaridade entre uma seqﬁéncia de pesquisa de nucleotideos
e um grupo de seqiiéncia de proteinas levando em consideragao desvios do
quadro. "TfastX" executa uma busca Pearson and Lipman para similaridade

entre uma seqiéncia de pesquisa de proteina e qualquer grupo de sequén-

cias de nucleotideos levando em consideragdo desvios do quadro (ele traduz

ambas as fitas da sequéncia de acido nucléico antes de realizar a compara-

géo).

’ Sondas e Iniciadores

Seqliéncias de acido nucléico curtas com capaCIdade em hibridi-

zar especificamente lpara sequiéncias de acido nucléico complementares po-

dem ser produzidas e utilizadas na presente invengao. Tais moléculas de

" acido nucléico .(__:ur‘tas‘ podem ser usadas como sondas na identificag@o da

presenca de uma sequléncia de acido nucléico complementar em uma dada

amostra. Assim, construindo-se uma sonda de acido nucléico isto € comple-

mentar a uma pequena parte de uma sequéncia de acido nucléico particular,

a presenca daquela seqiiéncia de acido nucléico pode ser detectada e avali-

ada.
Alternativamente, as sequiéncias de acido nucléico curtas, po-

dem ser usadas como iniciadores de oligonucleotideo para ampliar ou fazer

logia de PCR. Esses iniciadores podem também facilitar a ampliagdo de se-

quéncias de acido nucléico complementares relacionadas (por exemplo, se-

~ qliéncias de acido nucléico relacionadas de outras espécies).

Sequléncias de acido nucléico curtas podem ser usadas como

iniciadorés e especificamente como iniciadores PCR. Uma sonda PCR é

mutagao de uma sequéncia de acido nucléico complementar usando tecno-
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uma molécula de acido nucléico capaz de iniciar uma atividade polimera-
se enquanto em uma estrutura de dupla fita com um outro acido nucléico.
Varios métodos para determinar a estrutura de iniciadores PCR e técnicas
PCR existem na técnica. Buscas geradas por computador usando pro-
gramas como Iniciador3, STSPipeline ou GeneUP (Pesole et al., 1998)
por exemplo, podem ser usados para identificar o potencial de iniciadores
PCR.

Quaisquer sequéncias de acido nucléico aqui descritas podem
ser usadas como iniciador ou como sonda. O uso desses iniciadores ou
sondas podem facilitar em muito, a identificagao de plantas transgénicas
que contém os promotores atualmente descritos e sequéncias de acido
nucléico estruturais. Tais sondas ou iniciadores podem também ser usa-
dos para selecionam cDNA ou bibliotecas gendmicas para sequéncias de
acido nucléico adicionais relacionadas com ou dividindo homologia com
os promotores e sequéncias de acido nucléico estruturais descritos no
presente.

Um iniciador ou sonda é geralmente complementar a uma parte
de uma sequéncia de acido nucléico que deve ser identificada, ampliada ou
passar por mutagao e de comprimento suficiente para formar uma molécula
duplex estavel e especifica para a sequéncia com seu complemento. O inici-
ador ou sonda de preferéncia é cerca de 10 a cerca de 200 nucleotideos de
comprimento, mais preferivelmente cerca de 10 a cerca de 100 nucleotideos
de comprimento, mesmo mais preferivelmente cerca de 10 a cerca de 50
nucleotideos de comprimento, e mais preferivelmente cerca de 14 a cerca de
30 nucleotideos de comprimento.

O iniciador ou sonda pode, por exemplo, sem limitagao ser pre-
parado por sintese quimica direta por PCR (Patentes U.S. 4.683.195 e
4.683.202) ou por excisao do fragmento especifico de acido nucléico de uma
molécula de acido nucléico maior.

Plantas Transgénicas e Células Hospedeiras de Planta Transformada
A invengao também se refere a plantas transgénicas e células

hospedeiras transformadas que compreende em uma orientagao 5' a 3' um
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promotor operavelmente ligado a uma sequéncia de acido nucléico estrutura

heterologa. Outras. seqliéncias de acido nucléico também podem ser intro-

duzidas na planta ou célula hospedeira juntamente com o promotor € a se- -

gléncia de acido nucléico estrutural. Essas outras seqliéncias podem incluir

terminadores transcricionais 3, sinais de poliadenilagdo 3', outras sequén-

cias de acido nucléico nao-traduzidas, sequéncias transitérias ou alvo, mar-
cadores selecionaveis, intensificadores e operadores. Sequéncias de acido
nucléico preferidas da presente invengdo incluem vetores recombinantes,
sequéncias de acido nucléico estruturais, promotores é outros elementos

reguladores descritos acima.

Meios para preparar tais vetores recombinantes sdo bem-

conhecidos na técnica. Por exemplo, métodos de produzir vetores recombi-
nantes particularmente adequados para transformagao de planta sao des-
critos nas‘Pa‘tentes U.S. 4.971.908. 4.940.835, 4.769.061 e 4.757.011. Es-

| ses vetores também foram revistos (Rodriguez et al., 1988; ZGIick et al,
- 1993). '

Vetores tipicos uteis para expressdo de acidos nucléicos em

células e plantas superiores sdo bem-conhecidos na técnica e incluem veto-

res derivados de plasmideo indutor de tumor (Ti) de Agrobacterium tumefa-

ciens (Rogers et al., 1987). Outros vetores recombinantes uteis para trans-
formagao de planta também foram descritos (Fromm et al., 1985). Elementos
de tais vetores recombinantes incluem, sem limitagdo, os supradéscritos.

Uma célula hospedeira trahsformada.pode, geralmente, ser qualquer célula
que seja compativel com a presente ‘invengéo. Uma planta ou célula hospe-‘
deira transformada podé sef, ou derivada de uma planta monocotilédone ou

‘uma planta dicotilédone incluindo, sem limitagdo a canola, ("crambe"), milho,

mostarda, mamona, gergelim, carogo de algodao, semente de linhaga, soja,
Arabidopsis, Phaseolus, amendoim, alfafa, trigo, arroz, aveia, sorgo, se-
mente de colza, centeio, tritordeum, milheto, capim-do-prado, (forragem)
azevém, cana-de-agucar, arando, papaia, banana, agafrao, éleo de palma,
linho, meldo almiscarado, macga, pepino, dendrébio, gladiolo, crisdntemo,

liliacea, algodao, eucalipto, girassol, Brassica campestris, Brassica napus,
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turfa, beterraba, café e dioscoréia (Christou, em: Particle Bombardment for -
Genetic Engineering of Plants, Biotechnology Intelligence Unit, Academic
Press, San Diego, California (1996)), com canola, milho, Brassica campes-

tris, Brassica napus, semente de colza, soja, agafrao, trigo, arroz e girassol

preferidos e canola, semente de colza, milho Brassica campestris, Brassica
napus, soja, girassol, acafrao, 6leo de palma e amendoim mais preferidos.
Em uma modalidade particularmente preferida, a planta ou célula é ou é de-

rivada de canola. Em uma outra modalidade particUIarmenté preferida, a

‘planta ou célula trata-se de, ou é derivada de Brassica napus. Em mais uma.

modalidade particularmente preferida a planta ou célula é ou é derivada fde,
soja. , |
A célula ou planta de soja € de preferéncia uma linhagem de
célula de soja superior. Uma "linhagem de elite" é qualquer I‘inha-gem que
resultou do cultivo e selegdo para desempenho agronémico superior. Exem-
plos de Iinhageris de elite sdo linhagens que sdo comercialmente disponiveis
aos fazendeiros ou os que cultivam soja, como HARTZ® variedade H4994,
HARTZ® variedade H5218, HARTZ® variedade H5350, HARTZ® variedade
H5545, HARTZ® variedade H5050, HARTZ® variedade H5454, HARTZ® va-
riedade H5233, HARTZ® variedade H5488, HARTZ® variedade HLA572,
HARTZ® variedade H6200, HARTZ® variedade H6104, HARTZ® variedade
H6255, HARTZ® variedade H6586, HARTZ® variedade H6191, HARTZ® va-
riedade H7440, HARTZ® variedade H4452 Roundup Ready®, HARTZ™ vari- |
edade H4994 Roundup Ready®, HARTZ® variedade H4988 Roundup Reé-v

- dy®, HARTZ® variedade H5000 Roundup Ready®, HARTZ® variedade H5147

Roundup Ready®, HARTZ® variedade H5247 Roundup Ready®, HARTZ®
variedade H5350 Roundup Ready®, HARTZ® variedade H5545 Roundup
Ready®, HARTZ® variedade H5855 Roundup Ready®, HARTZ® variedade
H5088 Roundup Ready®, HARTZ®'variedade H5164 Roundup Ready®,
HARTZ® variedade H5361 Roundup Ready®, HARTZ® variedade H5566
Roundup Ready®, HARTZ® variedade H5181 Roundup Ready®, HARTZ®
variedade H5889 Roundup Ready®, HARTZ® variedade H5999 Roundup
Ready®, HARTZ® variedade H6013 Roundup Ready®, HARTZ® variedade
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H6255 Roundup Ready®, HARTZ® variedade H6454 Roundup Ready®,
HARTZ® variedade H6686 Roundup Ready®, HARTZ® variedade H7152
Roundup Ready®, HARTZ® variedade H7550 Roundup Ready®, HARTZ®
variedade H800‘1‘ Roundup Ready® (HARTZ SEED, Stuttgart, Arkansas,
U.S.A), A0868, AGOQOi, A1553, A1900, AG1901, A1923, A2069, AG2101, -
AG2201, A2247, AG2301, A2304, A2396, AG2401, AG2501, A2506, A2553,
AG2701, AG2702, A2704, A2833, A2869, AG2901, AG2902, AG3001,
AG3002-, A3204, A3237, A3244, AG3301’, AG3302, A3404, A3469, AG3502,
A3559, AG3601, AG3701, AG3704, AG3750, A3834, AG3901, A3904, -
A4045, AG4361, A4341, AG4401, AG4501, AG4601, AGA4602, A4604,
AG4702, AG4901, A4922, AG5401, A5547, AG5602, A5704, AGS801,
AG5901, A5944, A5959, AG6101, QR4459 e QP4544 (Asgrow seeds, Des
Moines, lowa, U.S-.A), DeKalb variedade CX445 (DeKaIb, lllinois).

| ‘A invengao também é dirigida a um método de produzir plantas

transformada que compreendem, em uma orientagdo 5'a. 3’ um promotor

operavelmente ligado a uma seqiéncia de acido nucléico estrutural heteré-

“loga. Outras seqiiéncias podem também ser introduzidas em plantas junta-

mente com o promotor e seqiéncia de acido nucléico estrutural. Essas ou-

~ tras sequiéncias podem incluir terminadores transcricionais 3', sinais de poli-

adenilagao 3', outras sequéncia nao-traduzidas, sequéncias transitorias ou

alvo, marcadores selecionaveis, intensificadores e operadores. Vetores re-

combinantes preferidos, seqiiéncias de acido nucléico estruturais, promoto-
res e outros elementos reguladores incluindo sem limitagdo aos aqui descri-
tos. - '

O método geralmente compreende as etapas de selecionar uma
planta adequada, transformar a planta com um vetor recombinante e obter a
ceélula hospedeira transformada.

Existem muitos métodos para introduzir acidos nucléicos em
plantas. Métodos adequados incluem infecgdo bacteriana (por exemplo,
Agrobacterium), vetores cromossomais artificiais bacterianos binarios, forne-
cimento direto de acidos nucléicos (por exemplo, via transformagdo mediada

por PEG, absorcdo de acido nucléico medida por dessecagao/inibicao ele-
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troporagéo, agitagdo com fibras de carbureto de silicio, e aceleragio de par- -

ticulas revestidas de acido nucléico, etc., (revista em Potrykus et al., 1991)).
A tecnologia para introducdo de acidos nucléicos a células é do

conhecimento dos versados na técnica. Métodos podem ser geralmente

classificados em quatro categorias: (1) métodos quimicos, (Graham e van

der Eb, 1973, Zathoukal et al., 1992), (2) métodos fisicos como microinje¢éo
(Capecchi, 1980), eletroporagao (Wong e Neuménn, 1982, Fromm et al.,
1985, Patente U.S. 5.384.253), e aceleragdo de particula (Johnston and

‘Tang, 1994, Fynan, et al., 1993), (3) vetores virais (Clapp, 1993, Lu et al.,

1993, Eglitis € Anderson, 1988), e (4) mecanismos mediados por reCeptor_
(Curiel et al., 1992, Wagner et al., 1992). Alternativamente, acidos nucléicos

podem ser diretamente introduzidos no poélen por injegao direta-a um 6rgéo

reprodutor de planta (Zhou et al., 1983, Hess, 1987, Luo et al., 1988 Penaet

al., 1987). Em outro aspecto acidos nucléicos podem também ser lnjetados
em embrides imaturos (Neuhaus et al., 1987) ‘

A regeneragio, desenvolvimento e cultivo de plantas de proto-
piastos e explantes de plénta‘ transformada ¢é ensinéda na técnica
(Weissbach, e Weissbach, 1988, Horsch et al., 1985). Transfomantes séd
geralmente cultivados na presenga de um meio seletivo’que seleé_ibna para
células transformadas com suce}sso e induz a regeneragéd dos rebentos de
planta (Fraley et al., 1983). Tais rebentos sao tipicamente obtidos dentro de
dois ou quatro meses. V |

| Os rebentos sao a seguir transferidos para.um meio de cresci-

- mento de raiz apropriadas contendo o agente seletivo e um antibiético para

25

30

prevenir crescimento bacteriano. Muitos rebentos desenvolverdo raizes. Es-

tes sado entdo transplantados ao solo ou outro meio para permitir o continuo

desenvolvimento das raizes. Os métodos, como esbogado, irdo geralmente.

variar, dependendo da planta particular empregada.
De preferéncia, as plantas transgénicas regeneradas sdo auto-

polinizadas para providenciar plantas transgénicas homozigotas. Alternati- _‘

vamente, o polen obtido de plantas transgénicas regeneradas podem ser .

cruzadas com as plantas ndo-transgénicas, de preferéncia linhagens con-
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sanguineas de espécies agronomicamente importantes. De modo inverso,

pdlen de plantas ndo-transgénicas pode ser usado para polinizar as plantas

 transgénicas regeneradas.

Uma planta transgénica pode passar ao longo da sequéncia de

eseoo

acido nucléico codificando expressdo genética intensificada para sua pro- -

génie. A planta transgénica € de preferéncia homozigética para o acido nu-
cléico codificando a expressio genética intensificada e transmite aquela se-

quéncia para toda a sua descendéncia, como resultado da reprodugéo sexu-

al. A progénie pode ser crescida de sementes produzidas pela planta trans-

génica. Essas plantas adicionais podem entdo ser autopolinizadas para ge-

rar uma linhagem de plantas de geragdo pura.

A progénil dessas plantas € avaliada, dentre outras coisas, para ‘

expressao geneética. A expressao genética pode ser detectada por varios
métodos comuns como Western blotting, Northern blotting, imunoprecipita-

¢do e ELISA.

Plantas ou agentes da presente invencao podem ser utilizados

‘em métodos, por exemplo, sem limitagdo, na obtengdo de uma semente que

expressa uma molécula de acido nucléico estrutural naquela semente, para
6bter uma semente intensificada em um produto de um gene estrutural, para
obter uma farinha melhorada em um produto onde um gene estrutural, para
obter suprimentd intensificado em um produto de um gene estrutural, e para
obter dleo intensificado em um produto de um gene estrutural. |

Plantas utilizadas em tais métodos, podem ser processadas.
Uma planta ou parte de planta pode ser separada ou isolada de outras par-

tes de planta. Uma parte de planta preferida para este fim € uma semente.

Entende-se QUe mesmo apds separagao ou isolamento de outras partes de

'planta, a_parte de planta isolada ou separada pode ser contaminada com

outras partes de planta. Em um aspecto preferido, a parte de planta separa-
da é maior do que cerca de 50% (p/p) do material separado, mais preferi-
velmente maior do que cerca de 75% (p/p) do material separado, e mesmo
mais preferivelmente mais do que cerca de 90% p/p do material separado.‘

Plantas ou partes de planta da presente invengao geradas por tais métodos
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podem ser processadas em produtos usando técnicas conhecidas. Produtos .
preferido‘ sdo farinha, suprimento e dleo.
Preparagbes de Alimento, Farinha, Proteina e Oleo

' Qualquer das plantas ou partes desta da presente invengéo po-

dem ser processadas para produzir uma prepara¢do de alimento, farinha, E
proteina ou de 6leo. Uma parte de planta particularmente preferida para este
fim € uma semente. Em uma modalidade preferida a preparagéo de alimen-
to, farinha, proteina ou éleo é destinada para animais ruminantes. Métodos

de produzir alimento, farinha, proteina e preparages de éleo sdo do conhe-

cimento da técnica. Ver, por exemplo, Patentes U.S. 4.957.748, 5.100.679,

5.219.596, 5.936.069, 6.005.076, 6.146.669 e 6.156.227. Em umé modalida-
de preferida, a preparagao de proteina € uma preparagao de alto teor protéi-
co. Uma tal proteina de alto teor de prefe_réncia tem um teor de proteina
maior do que cerca de 5% peso/volume, mais preferivelmente cerca de 10%
peso/volume, e ‘mesmo mais preférivelmente cerca de 15% peso/volume.
Em uma preparacgao de 6leo preferida a preparacao de 6leo & uma prepara-
¢do com alto teor de 6leo com um teor de éleo derivado de uma planta ou
parte desta da presente invengao ém mais do que 5% p/v, mais preferivel-
mente maior do que cerca de 10 p/v, e mais preferivelmente maibr’do que
cerca de 15% p/v. Em uma modalidade'preferida a prepara¢§o de 6leo é um
liquido e de um volume maior do que cerca de 1, cerca de 5, cerca de 10, ou
cerca de 50 litros. A presente invéngéo propicia 6leo produzido de‘plantas da
presente invengao ou geradas por um método da presente invengao. Tall
6leo pode ser um componente menor ou maior do produto résultante. Além
disso, tal éleo pode ser combinado com outros 6leos. Em uma modalidade
preferida o 6leo produzido de plantas da presente invengao ou gerado por
um método da presente invengdo constitui mais do que cerca de 0,5, cerca
de 1, cerca de 5, cerca de 10, cerca de 25, cerca de 50, cerca de 75 ou cer-
ca de 90% em volume ou peso do componente de 6leo de qualquer prodUto.
Em mais uma modalidade, a preparagao de 6leo pode ser combinada e pode
constituir mais do que cerca de 10, cerca de 25, cerca de 35, cerca de 50, ou
cerca de 75% da combinagdo em volume. Oleo produzido de uma planta da
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presente invengdo pode ser misturado com um ou mais solvente organico ou
destilados de petroleo.

Recipientes de semente.

Sementes de plantas podem ser colocadas em um recipiente.

Como aqui empregado,' um recipiente & qualquer objeto capaz de guardar -

tais sementes. Um recipiente de preferéncia contém mais do que cerca de
500, cerca de 1000, cerca de 5000 ou cerca de 25.000 sementes onde pelo
menos cerca de 10, cerca de 25, cerca de 50, cerca de 75 ou cerca de 100%

das sementes sdo.derivadas de uma planta da presente invengao.

Programas de cultivo

| | ~ As plantas da presente invengao podem constituir parte de pro-
grama de cultivo ou sérem geradas de um. A escolha do método de cultivo
depende do modo de reproducdo da planta, da hereditariedade dos tragos
caracteristicos que estdo sendo melhorados e do tipo de cultivar usado co-

mercialmente (por exemplo, cultivar hibrida Fj, cultivar de linhagem pura,

etc.). Abordagens nao-limitantes selecionadas para cultivo das plant'a's das

presente invengdo sdo dadas abaixo. Um programa de cultivo pode ser inQ
tensificado usando selegado auxiliada por marcador da progénie de qualquer
cruzamento. Fica entendido ainda, que qualquer cultivar comercial e nao-
comercial pode sér utilizada em um programa de cultivo. Fatores tais como,

por exemplo, vigor da emergéncia, vigor vegetativo, tolerdncia ao estresse,

- resisténcia & doenga ramificagdo, florescimento, semeadura, tamanho da

semente, densidade da semente, verticalidade, e capacidade de debulho,

etc. ditardao, geralmente, a escolha.

Para' tragos caracteristicos altamente hereditarios, uma escolha

de plantas individuais superiores avaliada em um Gnico local sera eficaz,
enquanto para tragos caracteristicos com baixa hereditariedade, a selegdo
deve se basear em valores médios obtidos de avaliagdes replicadas de fa-
milias de plantas relacionadas. Métodos de sele¢ao populares(incluem, nor-
malmente, selegdes da ancestralidade, selegbes de ancestralidade modifi-
cada, selecdo de massa, e selegdo recorrente. Em uma modalidade preferi-

da um retrocruzamento e programa de cultivo recorrente esta garantido.
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A complexidade de escolha de influéncias hereditarias do méto- ..

do de cultivo. O cultivo retrocruzado pode ser usado para transferir um ou
uns poucos genes favoraveis para um trago caracteristico altamente heredi-

tario para cultivares desejaveis. Esta abordagem foi usada extensivamente

para cultivo de cultivares resistentes a doenga. Varias técnicas de selegéo

recorrentes sdo usadas para melhorar quantitativamente tragos caracteriti-
cos adquiridos controlados por numerosos genes. O uso de selegdo recor-

rente em culturas autopolinizadoras depende a facilidade da polinizagéo, da

freqiiéncia de hibridos de sucesso para cada polinizagdo, e do nimero de

descendéncia hibrida de cada cruzamento de .sucesso.
Linhagens de cultivo podem ser testadas e comparadas a pa-

drbes apropriados em meios representativos de areas alvo comerciais para

duas ou mais geragoes. As melhores linhagens sdo candidatos para novas

cultivares comerciais, aquelas ainda deficientes em tragos caracteristicas
podem ser usadas como origens para produzir novas populag¢oes para sele-

¢ao adicional.
Um método de identificar uma planta superior é observar seu

desempenho relativo a outras plantas experimentais e a uma cultivares pa- -

drdo amplamente cultivadas. Caso uma simples observagdo seja inconclu-

dente, observagoes replicaveis podem dar uma melhor estimativa de seu-

valor genético. Um criador pode selecionar e Cruzar duas ou mais linhagens
paternas, seguido por auto-répetiqéo e selegdo, produzindo muitas novas
combinagoes genéticas. ' |

O desenvolvimento de novas cultivares requer o desenvolvi-
mento e sele¢do de variedades, do cruzamento dessas variedades e da se-

lecdo de cruzamentos hibridos superiores. A semente hibrida pode ser pro-

duzida por cruzamentos manuais entre origens férteis de macho selecionado

ou pelo uso de sistemas de esterilidade do macho. Hibridos s&o seleciona-
dos para algumas caracteristicas genéticas unicas como cor da vagem, Cor
da flor, produgéo de semente, cor da pubescéncia ou resisténcia a herbicida,
que indicam que a semente é de fato um hibrido. Dados adicionais nas li-

nhagens parentais, bem como no fenétipo do hibrido, influéncia da decisdo
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do cultivador, se continua com o cruzamento hibrido especifico ou nao.

O cultivo da linhagem e métodos de cultivo de selegéo recor-

vo. Programas de cultivo combinam tragos caracteristicos desejaveis de du-

“rente podem ser usados para desenvolver cultivares de populagdes de culti- -

as ou mais cultivares ou de varias fontes com base ampla em agrupamento -

de cultivo dos quais a cultivar é desenvolvida por autodesenvolvimento e
selecao dos fendtipos desejados. Novas cultivares podeni ser avaliadas para
se determinar quais possuem potencial comercial.

O cultivo da linhagem € usado normalmente para'aperfeigoa-
mento de cultivds de autopolinizagéo. Duas origens que possuem tragos de

complementaridade favoraveis, sao cruzadas para produzir um F;. Uma po-

pulagédo F, é produzida por individualizagdo de um ou varios Fi's. A selegdo

dos melhores individuos das melhores familias é realizada. Teste replicado

- de familias pode comegar na geragao F4 a fim de melhorar a eficacia de se-

: Iegéo para tragos com baixa hereditariedade. Em um estagio avangado de

endogamia (isto é Fq e F7), as melhoras linhagens ou misturas de Iin'hagens

~ fenotipicamente similares s3o testadas para liberagdo potencial como novas

cultivares.
O cultivo de retrocruzamento foi usado para transferir genes

para um aspecto caracteristico simplesmente herdado, altamente transmis-

sivel em uma cultivar homozigética desejavel ou linhagem consanguinea,

que é a origem recorrente. A fonte da caracteristica a ser transferida é de-

nominada a origem doadora. Espera-se que a planta resultante tenha os

atributos da origem recorrente (por exemplo, cultivar) e o desejavel trago

caracteristico do doador de origem. Apés o cruzamento inicial, individuos

possuindo o fenétipo da origem doadora sao selecionados e cruzados repe-

‘tidamente (retrocruzamento) & origem recorrente. A origem resultante é es-

perada ter os atributos da origem recorrente (por exemplo, cultivar) e o trago
desejavel transferido da origem doadora.
O procedimento de geragao de semente simples no sentido es-

trito, refere-se ao plantio de uma populagéo de segregagao, colheita de uma |

amostra de uma semente por planta, e uso da amostra de semente Unica
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para plantar a proxima geragdo. Quando a populagdo avangou de F, até o .

nivel desejado de endogamia, as plantas das quais derivaram-se linhagens,

irdo cada qual ter aspectos caracteriticos para diferentes individuos F;. O

" nimero de plantas em uma populagdo declina a cada geragao, devido a fa-

Iha de algumas sementes em germinar ou algumas plantas em produzir pelo -

menos uma semente. Como resultado, nem todas as plantas F, original-

mente amostradas na populagado serdo representadas por uma progénie,
quando o avango da geragao esta completo.

Em um procedimento de muiltiplas-sementes, cultivadores, nor-

malmente colhem uma ou mais vagens de cada planta em uma populagéo e

- debulham-nas junto para formar um volume. Parte do volume é usado para

plantar a proxima gerag&do e parte é colocada em estoque. O procedimento

foi referido como descendéncia de semente unica modificada ou técnica de

vagem em volume.
O procedimento de multiplas sementes foi usado para economi-
zar trabalho na colheita. E consideravelmente mais rapido debulhar vagens

com uma maquina do que remove uma semente de cada vagem manual-

mente para o procedimento de semente simples. O procedimento de se- -

mente multipla também torna possivel o plantio do mesmo nﬁ_melr‘o' ‘de'se-
mentes de uma populagao de cada geragao de cruzamento 'consangﬁineo.
Descri¢cbes de oUtros métodos de cultivo que séo comumente
usados para diferentes caracteristicas e colheitas podem ser encontradas
em uma de varias literaturas de referéncia (por exemplo. Fehr, Principles of
" Cultivar Development Vol. 1 pp 2-3 (1987)). |

Uma planta transgénica da presente invengdo também pode ser ’

reproduzida usando apomixia. Apomixia € um método geneticamente con-

trolado de reprodugdo em plantas onde o embrido € formado sem unido de

um ovo e um espermatozdide. Existem trés tipos basicos de reprodugao por
apomixia: 1) aposporia onde o embriéo se desenvolve de um ovo cromos-
somalmente ndo-reduzido em um saco embriondrio derivado do nucleo, 2)
diplosporia onde o embrido desenvolve-se de um ovo nao-reduzido em um

saco embrionario derivado da célula-mae megaspoérica e 3) embrionario ad-
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venticio onde o embrido desenvolve-se diretamente de uma célula somatica.

Na maioria das formas de apomixia, a pseudogamia ou fertilizagio do nucleo

polar para produzir endosperma é necessaria para viabilidade da semente. -

Na aposporia uma cultivar nutriz pode ser usada como uma fonte de pélen

para a formagao do endosperma em sementes. A cultivar nutriz ndo afeta a -

genética da cultivar apomictica aposporosa, visto.que o ovo nao-reduzido da |
cultivar desenvolve-se partenogeneticaménte, mas torna possivel a produ-
¢ao do endosperma. A apomixia é economicamente importante, especial-
mente em plantas transgénicas, porque ela ocasionam qualquer genctipo,
néolimport‘ando"quanto heterozigético seja o cultivo. Assim, com reprodugdo

apomictica, plantas transgénicas heterozigotas podem manter sua fidelidade

genética por todos os ciclos de vida repetidos. Métodos para produgéo de -

plantas apomicﬁcas sdo conhecidos da técnica. Ver Patente US 5.811.636.

Outros Orqanismos

Um acido nucléico da presente invengdo pode ser introduzido

em qualquer célula ou organismo como célula de mamifero, mamifero, célula

de peixe, peixe, célula de passaro, passaro, célula de alga, algas, célula de

fungo, fungos, ou célula de bactéria. Hospedeiros preferidos e transforman-

tes incluem: células de fungo como Aspergillus, leveduras, mamiferos, parti-

cularmente bovinos e porcinos, insetos, bactérias e algas. Bactérias preferi-

~ das sdo E. coli e Agrobacterium tumefaciens.

Métodos para transformar tais células ou organismos sdo co-

nhecidos da técnica (EP 0 238 023, Yelton et al., 1984: Malardier et al. 1989;
Becker e Guarente, Ito et al., 1983, Hinnen et al., 1978 e Bennett e LaSure,
1991). Métodos de produzir proteinas de tais organismos sdo também co-
nhecidos (Kudla et al., 1990, Jarai e Buidon, 1994, Verdier, 1990, MacKenzie
et al., 1993, Hartl et al., 1994, Bergeron et al., 1994, Demolder et al., 1994,
Craig, 1993, Gething e Sam’brook, 1992, Puig e Gilbert, 1994, Wang e Tsou,
1993, Robinson et al. 1994, Enderlin e Ogrydziak, 1994, Fuller et al., 1989,
Julius et al., 1984, e Julius et al., 1983).

Exemplos _
Os exemplos a seguir sdo dados e nao devem ser interpretados
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de modo algum como limitadores do escopo da presente invengo.

Exemplo 1 - Geragao de clones de um promotor 7Sa para soja
(Glycine mas L) '
~ Um promotor 7Sa é obtido de DNA gendmico de soja (Asgrow

A3244) usando um kit Universal Genome Walker (Clontech Laboratories, -

inc., Palo Alto, California) e especificagdes do fabricante. O procedimento
consiste em duas ampliagdes de PCR, usando um iniciador adaptador e um

iniciador especifico para gene para cada reagdo de ampliagao: Para identifi-

car uma regiao de minima homologia que seria-adequada como DNA matriz,

as sequéncias das regioes de codificagbes dos genes 7Sa e 7Sa’ (GlcX
(7Sa’) e GIcA (7Sa) sado alinhados e duas regibes de néo-ho'm’ologia sdo
identificadas (Figura 1). Com base nas regides identificadas de ndo-homolo-
gia s&o preparados os seguintes iniciadores especificos para gene:

Para a ampliagao por PCR primaria, Glc-A-GW primario” extre-
midade 3’ (complementar a seqiiéncia sublinhada na Figura 1) |
5’-C1TCTGATGAGGTGGGCGTGGGAATGGGAA-3’(SEQ ID NO: 6)

| Para a ampliagdo por PCR secundaria, GlcA-GW-aninhado (com

sitios de clonagem Gblil e Ncol adicionados na extremidade 5’ do iniciador): -

extremidade 3'(complementar a seqiiéncia em negrito da Figura 1)

5-CCATGGAGATCTATCTTGTTCTCATCCTCATCCTCATCCTCATC-3' [SEQIDNO: 7]

O seguinte iniciador adaptador é usado nesta metodologia:

extremidade 5'primério: sequéncia AP1:
5'-GTATACGACTCACTATAGGGC-3’ [SEQ ID NO: 9]

AP5 (com sitios de clonagem Hindlll e Pstl adicionados na ex-
tremidade 5’ d iniciador)

extremidade 5’aninhada
5-AAGCTTCTGCAGGGTCGACGGCCCGGGCTGGT-3' [SEQ ID NO: 5]

Deste procedimento, trés clones sdo isolados e seqtienciados.
Um alinhamento da sequiéncia ilustrou que todos os trés clones representam
o mesmo gene 7Sa com clone 8A como o mais extenso. Os clones sdo
identificados como 8A (2,3 kb em comprimento, 7C (1,5 kb em comprimento)

e 9C (1,3 kb em comprimento). Esses clones iniciais contém a seqiiéncia
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associada com, tanto o promotor e uma parte da regido de codificagdo de
um gene 7Sa (uma das subunidades de B-conglicinina). Para confirmar que

"0 clone é um géne 7Sa, a seqiiéncia 3'do clone 8A é alinhada com uma se-

gliéncia de cDNA publicada (GenBank Numero de Acesso X1 7698). Um tal

alinhamento conf irma que o produto PCR & homologo para a regiao a mon- -

tante de 7Sa e ndo do gene 7Sa’. »

Clones 7C, 8A e 9C sao entdo subclonados para providenciar
fragméntos menores contendo apenas o promotor e as regides UTR 5’ do
gene 7Sa. Reagdes de ampliagdo por PCR como supradescrito sdo realiza-
das usando os clones 7C, 8A, e 9C como as matrizes. O iniciador AP5 é o
iniciadof adaptador e o iniciador especifico para gene é:
5’-CCATGGAGATCTAAGGAGGTTGCAACGAGCGTGGCAT - 3'[SEQ ID NO: 10]

Este iniciador especifico para gene é projetado para introduzir
um sitio de restricao Bglll e Ncol na ext_remidade 3’ para facilitar clonagem

: sUbseqijehte., Clones resultantes sdo sequenciados usando 'metodoxlog'ia pa-
dréo e subclonados em um novo vetor facil pPGEM-T (Promega, Madison, WI,

- US Pat_ente U.S. 4.766.072) gerando o seguinte:

p-GEM-T 1A. inserto de 1,7 Kb derivado do clone original 8A,
p-GEM-T 2A. inserto de 1,3 Kb derivado do clone original 7C, e

P-GEM-T 3A. inserto de 1,1kb derlvado do clone original 9C.

Sequéncias de nucleotldeo de pGEM-T 1A, p-GEM-T 2A e p-

GEM-T 3A sdo usadas para prognosticar as correspondentes_sequencuas de

aminoacido. Sequéncias de aminoacido prognosticadas sdo entao alinhadas

a seqiiéncia de tradugao de proteina do produto genético 7Sa (GIcA)
(GenBank Numero de Acesso X17698 e SWISS-PROT nuimero de Acesso

P13916) para identificar um codon iniciador. Sequéncias sao alinhadas

usando software GCG (Genetics Computer Group, Oxford Molecular Group, |

Inc.) fungdo de alinhamento da sequéncia. Os clones 1A, 2A, e 3A s3o entao
usados como matrizes para uma outra reagao PCR usando o APS como o
iniciador adaptador e a seguinte seqtiéncia como o iniciador especifico para

gene: ‘
5-CCATGGAGATCTAGTATCTTAATTATTTATTAAGGTAT - 3’ [SEQ ID NO: 8]
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Adicionalmente, os sitios Ncol e Bglil sao adicionados a extre- .

midade &' do iniciador (mostrado em italico). Os produtos PCR desta reagéo

s&o purificados e clonados novamente no vetor facil pGEM-T resultando em

" p-GEM-T 1T, inserto de 1724 pares de base derivado do clone 1A, p-GEM-T

“novo” 2A, inserto de 1135 pares de base derivados do clone 2A e p-GEM-T E

"novo"3A, inserto de 918 pares de base derivado do clone 3AA sequéncia

de p-GEM-T 1T é mostrada na Figura 2.
Exemplo 2

Este exemplo demonstra que as atividades do promotor das no-

vas variantes 7Sa clonadas sdo confirmadas em cotiledones de soja transi- -

toriamente transformadas.
Os trés clones do exemplo 1 (1T, novo 2A, e novo 3A) sao purifi-

cados por eletroforese de gel ( kit QIAquick Cat. n° 28704, Qiagen Company, '

Valencia, California) e subclonados em pMONB8677 (Figura 3), na posi¢ao

originaimente ocupada pelo promotor e35S, a montante do gene repbrter
GUS. Os mapas de plasmideo resultantes sdo mostrados na Figura 2a como
PMONS55548 (1T) Figura 3a como pMONS55546 (novo 2A) e Figura 4 como

pMONS5547 (novo 3A). Dois desses plasmideos pMONS5546 e pMON55548 :

s&o usados em ensaios transitdrios de cotilédones de soja.

Sementes e plantas de soja (Asgrow A3244 ) sdo colhidas 25-28

dias apos florescéncia e tratadas osmoticamente durante a noite a 25°C no
escuro em meio de GAMBORG (G5893, Sigma Company. St. Louis Missou-
ri) suplementado com 50 mM de glutamina, 111 mM de maltose, 125 mM de

rafinose, 125 mM de manitol e 3 g/l de agar purificado, pH 5,6. Os resultan-

tes 125 cotilédones sdo cortados em metades e bombardeados com DNA

superespiralado pui’iﬁcado dos constructos do promotor 7sa. de pMON55546

e pMON55548 usando tecnologia de pistola de particula (Maliga et al., 1995,
"Methods in Plant Molecular Biology, A Laboratory Course Manual, "Cold
Spring Harbor Laboratory Press, pagina 47). Um constructo luciferase e335S
acionado separado € incluido em uma relagdo molar 1:1 com cada um dos
constructos do promotor como um controle de baixa expresséo. Tecidos

bombardeados sdo entao incubados por 48 horas a 25°C.
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Proteinas sdo extraidas de seis cotilédones de soja bombardea-

das usando taimpép'de-extragéo de 1 ml contendo fosfato de potassio 0,1 M

(pH 7.8, 10 mM DTT, EDTA 1 mM, glicerol a 5% e inibidorr proteinase (1 '

comprimido/50 ml, Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN), Uma

aliquota de 100 pl'do extrato de proteina é usada para ensaio Luciferase

- seguinte a um procedimento "Steady-Glo" pela Promega (Cat. N°. E2510

Promega Corporation Madison, WI). Uma aliquota de 50 ul do extrato de

proteina € usada para um protocolo de ensaio GUS padrao com poucas mo-

dificagGes (Maliga et al., 1995, "Methods in Plant Molecular Biology, A Labo- -

ratory Course Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, pégiha 29).

Cada amostra € ensaiada duas vezes e o valor médio € usado para analise

de dados. A at_ividade GUS é normalizada usando atividade luciferase e os

resultados indicam que todas as variantes dos promotores 7Sa s&o funcio-

nais em tecidos de cotilédone de soja.

'Prod'ugéo de plantas de soja transgénicas contendo o bromotor_

7Sa
O cassete de expressao em pMON55548 (7Sa-1T-GUS-NOS-3')

foi subclo_nado para gera'r o vetor pMON55554, um vetor de transformagao

em agrobactéria capaz de demonstrar a eficacia de um promotor 7Sa em

~ plantas de soja (Figura 5). Um marcador de selegdo resistente ao glifosato

- (CP4) também esta incluido em pMON55554. O vetor é introduzido na cepa

25

30

bacteriana de Agrobacterium tumefaciens ABI e as células transformadas

resultantes sdo usadas para infectar cotilédones de soja (Asgrow A3244).

Como um controle, um promotor Arcelnin 5 truncado é usado no lugar do

7Sa-1T para gerar pMONS55542 (Figura 6). O vetor € introduzido em uma

cepa bacteriana de Agrobacterium tumefaciens ABI e as células transforma-

das resultantes sao usadas para infectar cotilédones de soja (Asgrow
A3244).

Plantas resistentes ao glifosato sdo selecionadas apés regene-
racao de plantas de tecidos infectados por A. tumefaciens. Sementes madu-

ras de plantas selecionadas sao analisadas para atividade GUS. Para testar
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atividade GUS, oito sementes de cada evento (linhagem) transgénica sao -

semeadas individualmente. Cerca de 20 mg de tecido de semente triturado é

extraido usando 200 ul de tamp&o de extragdo contendo fosfato de potassio

704 M (pH 7,8), DTT 10 mM, EDTA 1 mM, glicerol a 5%, e inibidor de protei-

nase (1 comprimido /50 ml, Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN).

O teor de proteina do extrato &€ determinado usando Bio-Rad Protein Assay
(Bio-Rad n° 61234A) e a atividade GUS é medida usando um protocolo de
ensaio GUS padréo com poucas modificages (Maliga et al., 1995, "Methods
in Plant Molecular Biology, A Laboratory Course ‘Manual", Cold Spring Har-

-bor Laboratory Press, pagina 29). A atividade GUS é normalizada contra a

concentragao de proteina. Cada amostra foi avaliada duas vezes e o valor

meédio foi usado para andlise de dados.

Um evento (linhagem) é rejeitado caso nenhuma das oito se- ‘

mentes tenha atividade GUS detectavel. Dentre cada um dos eventos mos-
trando atividade GUS, a semente com a maior atividade & selecionada. O
enéaio de atividade GUS ¢ repetido para sementes selecionadas e os resul-
tados sdo resumidos na Figura 7. A comparagéo entre 28 eventos positivos
de pMONS5554 e 11 eventos posit’i'vos de pMONS55542 mostram que o pro-

motor 7Sa €, no minimo tdo robusto quanto o promotor Arcelin 5 truncado

(Figura 7).

Exemplo 4 ’
Producdo de Arabidopsis transgénico contendo o promotor 7Sa

ou promotor Arcelin 5. ' | |
Expressdo de GUS acionada por, seja 0 promotor 7Sd1T erh

pMONS5553 (Figura 8) ou o tArcS m pMONS5541 (Figura 9) & examinada

em Arabidopsis thaliana. A expressao de pMON55553 (7Sa1T-GUS-NOS)

GUS e pMONS5541 (tArc5-GUS-NOS) GUS é examinada em plantas germi-

nadas de semente de uma semana e em uma planta madura. Plantas e plan-
tas germinadas de semente expressando o plasmideo pMONS55553 mostram
que GUS esta ausente em raizes ou folhas maduras quando o promotor
7Sa1T é usado. A atividade é vista em hipocotilos e cotilédones que é ocasio-
nada pela proteina GUS residual sintetizada durante a embriogénese. Plantas
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e plantas germinadas de semente expressando pMONS5541 mostram que

.GUS esta presente em raizes e folhas maduras, além dos sinais detectados

em hlpocotllos e cotilédones ‘quando se usa 0 promotor tArC5. Os dados -

ilustram que o promotor 7Sa melhorou a especnf icidade para semente com-

parado com o promotor tArc5.
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REIVINDICAGOES

1. Método de transformac¢édo de uma planta, caracterizado pelo fato de
que compreende:

(a) fornecer uma molécula de acido nucleico que compreende na
dire¢do 5’ a 3’ um promotor com uma sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO:
12 operavelmente ligada a uma sequéncia de acido nucleico estrutural, e

(b) transformagédo de uma planta com a molécula de acido nucleico,
como definida na etapa (a) para produzir uma planta transformada.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de
que a referida planta transformada produz uma semente e a referida sequéncia de
acido nucleico é transcrita na semente e a referida semente é isolada da planta
transformada.

3. Molécula de acido nucleico recombinante, caracterizada pelo fato de
que compreende uma sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO: 12, em que a
referida molécula de acido nucleico é operavelmente ligada a uma sequéncia de
acido nucleico heteréloga.

4. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende a molécula de
acido nucleico recombinante, como definida na reivindicagao 3.

5. Célula, caracterizada pelo fato de que compreende o vetor como
definido na reivindicagédo 4, em que a célula é selecionada do grupo consistindo em
uma célula bacteriana e uma célula fungica.

6. Célula de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizada pelo fato de

que a referida célula bacteriana é Agrobacterium tumefaciens ou E. coli.
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951 TTAAGATATACTATGATGAGAGCGCGGTTCCCATTACTGTTGCTGGGAGT 1000

1001
39
1051
89
1101
139
1151
189
1198
239
1248
289
1298
336
1348
386
1398
428
1448

453

PURRELLLEED VRLERE bty
............ ATGATGAGAGCACGGTTCCCATTACTGTTGCTGGGACT

TGTTTTCCTAGCATCAGTTTCTGICTCATTTGGCATTGCGTAT TGGGAAA

PEURVLEDE 00 PERV PR b b b e vt
TGTTTTCCTGGCTTCAGTTTCTGTCTCATTTGGCATTGCTTACTGGGAAA

AGCAGAACCCCAGTCACAACAAGTGCCTCCGARGTTGCAATAGCGAGAAR
I A R N R R N N O R N RN RN AR RNN SRR NN
ARGAGARCCCCARRCACRACARGTGTCTCCAGAGTTGCAATAGCGAGAGA

GACTCCTACAGGARCCRAGCATGCCACGCTCGTTGCARCCTCCTTAAGGT

38
1050
88
1100
138

1150

AR R AR R AR R RN AR RN ARRRRRRARANE

GACTCGTACAGGAACCAAGCATGCCACGCTCGTTGCAACCTCCTTAAGGT

GGAGGAAGAAGAA. .. GAATGCGAAGAAGGTCAMTTCCACGACCACGAC

N N O S L S O AR RN
GGAGPAARGARGAATGTGAAGAAGGTGARATTCCACGACCACGACCACGAC

CACARCACCCGGAGAGGGAACGTCAGCAACACGGTGAGAAGGAGGAAGAC

PELRNREERRTRR R CEERR e DR i e
CACAACACCCGGAGAGGGAACCTCAGCAACCCGGTGAGARGGAGGAAGAC

GAAGGTGAGCAGCCACGTCCATTCCCATTCCCACGCCCACGCCAACCTCA

PUEE PUEERE DR PR e e e
GAAGATGAGCAACCACGTCCRATCCCATTCCCACGCCCA. . . CARCCTCG

TCAAGAGGAAGAGCACGAGCAGAAGGAGGAACACGAATGGCATCGCAAGG

PEVREE CERETRRRE R el vty el i
TCAAGAAGARGAGCACGAGCAGAGAGAGGARCAGGAATGGCCTCGCAAGG

AGGAARARACACGGAGGARAGGGAARGTGAAGAGGAACAAGATGAACGTGAA

PLERIRETE RELEE VEREE et v
AGGAARAACGCGGAGRAARAAGGGAAGTGARGAGGARGATGAGS. . .. ...

CACCCACGCCCACRCCAACCTCATCAAARGGAAGAGGARAAGCACGAATG

L
............. e eeensess. ATGAGGATGAGGARCAAGATGAACG

GCAACACRAGCAGGAAAAGCACCAAGGARAGGAAAGTGAAGAAGAAGAAG
RIS | A L
TCAATTC. . . CCATTCCCACGCCCACCTCATCAGRAGGARGAGCGAAACG

188

1197

238

1247

288

335

1297 .

1347

385
1397
427
1447
452
1497

499

F|G 1 . Alinhamento de duas seqiiéncias de 75 alfa cDNA
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Comprimento de seqiiéncia P-Gm-7salfa-1T: 1724 5-jul-01 11:16:17 checagem: 7862

1
. 51
101
151
201

251

301
351
401
451
501
551
601
651
701

51

801
851
901
951
1001
1051

1101

1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701

AAGCTTCTGC
TGGCCACATA
CCTCCTGACC
TTAGTCATAG

' ATGGGTGGGA

ARACAATTTT

.GCTTGGATTT

TGAATATATT
TTARAATTGT
ARAARAGATA
TGTGTCCTAR
ARACATTTAA

“ TATGTATTCA

GATTAATTAA
TTTCTTCTGT
ACTATTCTTT
GTTATGAAGT
GCTCATTAAT
TTCCATCGTA
ATGCCACCAC

~AACAARRRAG

CATAAARTAC
GCACAACAAC
CRCCAACTCA
CTCAAACGCG
ATCTAGICTC
ATCCTTTCGA

GCAACCTCAC

ATGTAGGTCT
AATTGCTCAC
CCTATGCGAC
TTCAATTCAR
CAAGAGCTAT
GTTTTCATCA
ATTTAAGATA

AGGGTCGACG
TTATTCGGGT
TTGCTATTAC
TCACATATTA
AAACACTTAT
ATTATATARA
GGACCAGACT
TTTGAGACAA
ARTAACTATA
TACATCARAA
ATAGAAATTA
TACGTATTAT

CATGTAAATT

AATAATTTTA
TTTTTTATTT
AATAATCAAT

.GTCAATTGCA

TAATTTGATA
ATTATATGCA
AACACTGACT
ACAACATAAR
AARCAAAARC
ACGTACTCAC
ATCCATGATG
GTGTTCTCTT
TTGGATCATG
AAGCAATGTC
CCCACTTCAC

RAAATGCCATG.

CATCGCTCAA
TCTAACTCGA
CACCCGTCAA
ATCTCTTCTA
TCGAGAACTA
CTAGATCTCC

GCCCGGGCTG

‘TCTGTGACCT

ATCTTGACCA

'CTACARAGCG
AATATATGAT

GACTATTAGG
TGRATTTTAA
TTGTARATTT
TCGTATACTT
CTTAATGTTT
AAAATAAAAA
TTAAGAAATA
TAAAAACAAA
TAACTACATT
GGCATATATA
CATTATTCTT
CCTTAGTGTT
ACAGCCGTAC
TGTCGGTTCT
AGTCTCTTGG
GAGTATCCTT
GCARTCACAC
CAAGGTGCAA
AGCCCACACA
TGGAAAGCAA
CATGCGCAAC
CAAGTCCATC
TATCCATGGC
CACATCARCR

CACATTTCTT

TCACAACCAT
CTTGCATGCC
TGACTATAAA
GTTCRATATC
ATGG

GTCTGTCTTT
TTTCAAAATG
TCACTAGGCA
AGATTGATCT
TCAAGAAAAG
ATAAARARAA
TTTAATGATA
CAGATAAAAA
AATTARTTAT

CATGACTTTT

TTATTATATC
ACAATATATT
ARCAAAATTT

‘TATTTTCTAT

CCTAGACAAG
ACATATTGTT
TTGATAGGCC
CGATCAATTA
TTTAATCTTG
ATCATGAGAA
TGCAARARAA
ACAGTGGACC
TCGTGCTGCC
TTTGTTGTTT
CCATATCAGC
CAARAGACAR
AAATAARATT
TGATCAAGAT
CGTACTCARC
GTTAATTTCT
CTTCCGTCAC
ACCCCATGCA
TACCCGCAAT
CTAGTATACC

FIG. 2. seqiiencias de p-GEM-T 1T

TCAATTTTTT
ACTGCTATTA
TTTAAAAGTA
CTCTAATCTA

.AAAGTAAATA

CCTTARARAGT
TTATAATATG
AATAATGTAA
TAARATGTGAC
TTTTTTAATG
CARATGAARA
TATATTTTAA
CTCTTTITATT

... o.':"t

TATTATCART .

TCAAAAAATG
CGAACTACGA
TCCATTTGCC
CTTATGCTTC
GTACTCTCGA
ARAGCCRAAG
TGTCTAAGTT
CARAAGCCAT
CARAAACATT
GTAARCCAAAT
ATATCACACT
CACATAAAGT
GAGACAAAAT
CGCCGCGTCC
ATGCAGCCCA
AAGTACACTG
ATCAATTTTG
TGCARGTTAR
CTCGGTCCAG -
TTAATAAATA
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO DE TRANSFORMAGAO DE UMA PLAN-
TA, MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO RECOMBINANTE, VETOR E CE-
LULA".
Esta invengao refere-se promotores capazes de transcrever se-
quencias de acido nucleico heterélogas em sementes, e métodos de modifi-

car e usar os mesmos.



