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~-RESTUMNO-~

"PROCES50 PARA MODIFICLR EINSTICAMAINTE UMi CELULA VEGETAL
DE XODO i OFRTEREM~SE PL.\NT~3 RESISTENTES A INSECTOS"

De screve-se wn precesse para medificar geneticamente
uma célula vegetsl mediante a intrnducdo de genes estrutu-
rals de protefnas insecticidas expressiveis em genrmas de
plantas,

Nas fermas de realizagie preferidas, ~ presente inven-
tn compreende situar um gene sstrutural de ume prrteina
cristalina de Baclllus thuringiensis sob o controlo de um
promotor vegetal ou de I-DMNi e antes de um lecal de pnlla-

denilagdo, s,2m segulda, inserir a referida combinucie do
promotor/gens sstrutural num gzenema de uma planta utilizan-
do un sistema de transieoruacie baseade no plésmido T1 de
sgrobacterium tumefaciens. 0 plismido T1 modificado é uti-

lizadn em segulda para transfermur células de plantas vege-
tals recptoras.
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Descriglio do objecto do invento
que

AGRIGENETICS RESEARCH ASSOCIATES
LIMITED, norte-americana, indus-
trial, com sede em 3375 Mitchell
Lane, Boulder, Colorado, 80301 -
-2244, Estados Unidos da América,
pretende obter em Portugal, para
PROCESSO PARA MODIFICAR GENETICA-
MENTE UMA CELULA VEGETAL DE MODO
A OBTEREM-SE PLANTAS RESISTENTES
A INSECTOS"

0 presente invento refere-se a um processo para modi-
ficar, gendticamente uma célula vegetal de modo a obterem-
-se plantas resistentes a insectos, situando-se assim nas
4reas da engenharia genética, da agricultura e dos siste-
mas para a obtengZo de compostos bacterianos bio-afectan-
tes especialmente os derivados do género Baclillus.

0 Bacillus thuringiensis, uma espécie de bactéria-in-
timamente relacionada com B. cersus, forma uma incluséo
cristalina proteica durante a esporulagdo., Este cristal
é para-esporal, formando-se dentro da célula na extremida-
de oposta ao esporo em desenvolvimento. A proteina crista-
lina, frequentemente denominada<5-endotoxina,-possui duas
formas: uma protoxina nfo téxica com péso molecular (PX)
de aproximadamente 130 quilodaltons (KD), e uma toxina com
um P¥ de aproximadamente 67 KD. O cristal contém a protei
na de protoxina que é activada nos intestinos de larvas de
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um certo nfimero de espécies de insectos. M.J. Klowden et
al., (1983) Appl. Envir. Microbiol. 463312-315, demonstrou
que a protoxina solubilizada do B. thuringiensis var, isra-

activagfo, a protoxina é clivada em dols polipeptidos, dos
quais um ou ambos sio téxicos. In vivo, o cristal é actl-
vado ao ser solubilizado e convertido em forma téxica pela
alcalinidade e protéases do intestino. In vitro, a proto-
xina pode ser solubilizada por um pH extremamente elevado
(p. ex. pH 12) por agentes redutores sob condigdes modera-
damente b&sicas (p. ex., - pH 10), ou por desnaturantes for
tes (guanidium, ureia), sob condigdes neutras (pH 7) e, uma
vez solubilizada, pode ser activada pela acgfio da tripsina
da protease. Tem sido relatado que a proteina cristalina
se relaciona antigenicamente com proteinas tanto dentro do
tegumento do esporo como da parede da célula vegetativa.

0s hidratos de carbono nio estido envolvidos nas proprieda-

des toéxicas da proteina.

0 B. thuringiensis ea sua endotoxina cristalina séo
iteis porque o cristal proteico e uma proteina insecticida
reconhecidamente venenosa para as larvas de mais de uma cen
tena de espécles de insectos, nomeadamente os das ordens
dos Lepldopteros e Dipteros. O0s insectos susceptiveis &
acglo da proteina cristalina do B. thuringlensis incluem,
sem porem se limitarem a eles os relaclonados na Tabela 1.
Muitas dessas espdcies de insectos sdo pragas economicamen-
te importantes. 4s plantes que podem ser protegidas pela
aplicagio da protefna cristalina incluem, sem porém se li-
mitarem a elas as relacionadas na Tabela 2, Diferentes va-
riedades de B. thuringiensis, que incluem, sem porém se 1i-
mitarem a elas as relacionadas na Tabela 3, tém diferentes
gamas de hospedeiros (R, N, Faust et al. (1982) in Genetic
Engineering in the Plant Sciences, ed. N. J. Panapopous,

pp, 225-254); provévelmente isto reflecte a toxicldade de
uma da proteina cristalina num determinado hospedeiro.

-2
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0 cristal protefco é altamente especifico quanto aos iLsec-
tos; em mals de duas décadas de aplicaglo comercial de cé-
lulas esporuladas de B. thuringlensis a safras e plantas or
namentais nfo tem havido nenhum caso conhecido de efeitos
sobre plantas ou animais que nfo sejam insectos. A eficé-
cla e seguranga da endotoxina foram revistas por R. M. Faust
et al., supra. Outras revisdes tteis incluem as de P.G.
Fast (1981) in Microbial Control of Pests and Plant Diseases
1970-1980, ed. : H., D. Burges, pp. 223-248, e H. E. Huber
& P. Luthy (1981) in Pathogenesis of Invertebrate Microbial
Diseases, ed. : E. W. Davidson, pp. 209-234.

A presenca do gene da proteina cristalina pode geral
mente verificar-se num de varios grandes plasmidios que tém
sido encontrados no Bacillus thuringiensis, apesar de em al-
gumas variedades o mesmo poder ser encontrado no cromossoma
(J. W. Kronstad et al. (1983) J. Bacteriol. 154s 419-428).
Vérios dos genes foram clonados em plasmidios que podem
crescer no E. coli. O grupo de Whiteley (H. R. Whiteley
et al, (1982) in Molecular Cloning and Gene Regulation in
Bacilli, ed. : A.T. Ganesan et al., pp. 131-144, H. E.
Schelf & H. R. Whiteley (1981) Proc., Natl. Acad. Sci. USi
BB93-B% e pedido de patente europeu 63.949) relataram a
clonagem da toxina do B. thuringiensis, variedade Kurstaki
estirpes Hi-1-Dipel e HD-73, usando as enzimas Sau3Al (sob
condig¢des de digestio parcial) e BgllI, respectivamente,
para inserir grandes fragmentos portadores de genes, com as
dimensdes aproximadas de 12 Kbp e 16 Kbp, no local BamHI do
vector de plasmidio pBR322 do E. coli, Observou-se que a
proteina cristalina HD-1 estava localizada num fragmento
HindIII de 6,6 quilobase par (kpb). A proteina cristalina
do gene HD-1-Dipel que era téxica para as larvas, imunolé-
glcamente identificével, e do mesmo tamanho que a protoxina
auténtica, fol observada a ser produzida por células de E.
coli transformadas que continham clones ou sub-clones
pBR322, Isto indicava que o gene do Bacillus era transcri-
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to, provévelmente pelo seu proprio promotor, e traduzido
em E. coli. Adicionalmente, isto sugere que & actividade
téxica do produtc da proteina é independente da localize-
gdo de sua sintese. 0 facto de o gene se expressar quando

o fragmento que o continha era inserido no vector em qual-
quer uma das orientagdes, sugere que a transcriglo era con-
trolada pelo seu proprio promotor. 08 locl de partida
transcritios e. translativos bem como a sequéncia deduzida
para os aminodcidos de terminal amino 333 da protoxina HD=-
-1-Dipel, foram determinados pela sequenciagfio do &cido mu-
cléico (H. C. Wong et al. (1983) J. Biol. Chem., 258:1960-
-1967). O gene insecticida revelou possuir os esperados
pontos de fixag8o do ribossoma bacteriano e translativo de
partida (ATG), juntamente com sequéncias geralmente encon-
tradas em -10 e ~35 (relativamente & extremidade 5' do
mRNA) que estfo envolvidas, no inicio da transcriglo, em
bactérias tails como B. subtilis. A Klier et al. (1982)
EMBO J, 1: 791-799, comunicaram a clonagem do gene da pro-
tefna cristalina do B. thuringiensis, estirpe berliner

1715 em pBR322. Usando a enzima BamHI, um grande fragmen-
to de 14 Kbp contendo gene da proteina cristalina fol intro
duzido no vector pHV33, que pode reproduzir-se nos E. coli
e Bacillus., Em ambos, E. coli e B. subtilis esporulante,

o clone baseado em pHV33 dirigiu a sintese de protoxina de
dimensfo integral (130 KD) que formou corpo8 de inclusdo
cito plasmatica e reagiu com anticorpos preparados contra
a protoxina auténtica. Extractos de células de E. coli por
tadores dos plasmidios baseados em pBR322 ou pHV33 foram té
xicos para as larvas. BEm trabalho adicional, A. Klier et
al. (1983) Nucleic Acids Res. 11: 3973-3987, transcreveram
o gens de protefna cristalina do berliner, in vitro e rela-
taram a sequéncia da regifio promotora, Juntamente com os

11 primeiros codfios da proteina cristalina. 0s loci de par-
tida de aderéncia e translativos do ribossoma bacterlano fo-
ram identificados. apesar de ter sido identificada a espe-
rada sequéncia "-10", n3o fol vista no entanto homologia
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com outros promotores, proxima de -35. Held et al. (1982)
Proc. Natl., Acad. Sci. US4 77/6065-6069 relataram a clona~-
gem de um gene de proteina cristalina da variedade Xurstaki
no vector de clonagem baseada no fagécitoz&Charon4A. Célu~-
las de E. coli infectadas com um dos clones Charon produzi-
raqbntigenio que era de dimensfo igual & da protoxina

(130 KD) e era téxico para as larvas. Um fragmento EcoRI
de 4,6 Kpb deste clone Charon fol introduzido em pHV33 e
num vector de plasmidio de E. coli, pBR328. Novamente,fol
produzida proteina cristalina antigénicemente identificavel
de 130 XD por estirpes de E. coli e B. subtilis, que apre-
sentavam ambos plasmidios apropriados. Uma sequéncia cromos
somica de B. thuringiensis que teve hibridizaglo cruzada
com o gene clonado de proteina cristalina fol identificada
em estirpes de B. thuringiensis que nfo produzem proteina
cristalina durante a esporulagéo.

Além da proteina cristalina, o B. thuringlensis produz
pelo menos trés outras toxinas., Duas das mesmas, a X-8Xo-
toxina e a N -exotoxina, sfo enzimas de fosfolipase que de-
gradem lipidos, Sabe-se também que o B. cersus também pro-
duz fosfolipases (ou lecitinases) que s8o toxicas para lar-
vas de Iinsectos. Outras enzimas bacterianas que estdo en-
volvidas na patogénese de insectos incluem, néo se limitan-
do porem a elas hlaluronidases, fosfatases, e proteases,

A protease produzida pelo Pseudomonas aeruginosa tem demons
trado possuir uma afinidade especifica por protefinas de lar
vas de Galleria mellonella (vide 0. Lysenko & M. Kucera
(1971) in Microbial Control of Insects and Mites,eds.: H:D.
Burges & N. W. Hussey, pp. 205-227).

Vectores de Transporte

O0s vectores de transporte, desenvolvidos por G.B. Ruv-
kun e F, M., ausubel (1981) Nature 298:85-88, fornecem um mo
do de inserir materials genéticos estranhos na posiglo es-
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colhida, num grande plasmidio virus ou genoma. Dois grandes
problemas surgem &ao lidar-se com grandes plasmidios ou ge-
nomas. Em primeiro lugar, oS grandes plasmidlos podem ter
muitos locais para cada enzima de restrigfio. As reagdes
singulares de clivagem locallizada especificas ndo sfio repro
duziveis e as reacgdes de clivagem em locais miltiplos, se-
guidas de fixagdo, levam & grandes dificuldades devidas a
mistura dos muitos fragmentos cuja ordem e orientaglo néo
ge deseja alterar. Em segundo luger, a eficiéncia da trans
formacZo com grandes plasmidios de DNA é multo baixa. O0s
vectores de transporte permitem superar esSsas dificuldades
ao facilitarem a insergdo, frequentemente in vitro, do mate-
rial genético estranho num plasmidio menor, transferindo en
t8o0 geralmente por técnicas in vivo, para o plasmidio maion

Um vector de transporte consiste numé molécula de DN4,
geralmente um plasmidio, capaz de ser introduzida na bacté-
ria receptora final., ( mesmo inelui também uma cdpla do
fragmento do genoma receptor, no qual o material genético
deve ser inserido, e um cbdigo segmentar de DNA para ums
caracteristica selecclonével, que é também inserida no frag
mento de genoma receptora. 4 caracteristica seleccionével
("marcador") é convenientemente inserida por mutagenese de
transposons ou por enzimas restritivas e ligases.

0 vector de transporte pode ser introduzido na célula
receptora final, tipicamente uma bactéria da familia Rhizo-
piaceae (que contém o genero Agrobacterium), por uma uniéo
triple (Ruvkin & Ausubel, supra), trensferéncia directa de
um vector auté-mobilizado numa unifio dupla, tomada directa
de DNA exégeno por células de sgrobacterivm ("transforma-
clo", usando as condigdes de M.Holsters et al. (1978) Molec.
Gen., Genet. ;§3:181-187), por fuséo de esferoplastos de
Agrobacterium com outra célula bacteriana, por absorgéo de

DNa encapsulado em lipossoma, ou infecgdo com um vector de
transporte que seja baseado num virus capaz de ser embalado
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in vitro. Ume unido tripla envolve & unifo de uma estirpe
contendo um plasmidio mobilizével, que contém genes para
mobilizagio do plasmidio e transferéncia conjugativa, com

a estirpe que contém o vector de transporte. Se o vector
de transporte puder ser mobilizado pelos genes do plasmidio,
o vector de transporte é transferido para a célula recepto-
ra que contém o grande genoma, por exemplo, o8 plasmldios
T1 ou Ri das estirpes de Agrobacterium.

Apbs o vector de transporte ser introduzido na célula
receptora possivels ocurréncias incluem um duplo cruzamento
com uma ocorréncia de recombinagfio em qualquer dos lados do
marcador. Esta ocorréncia resultard em transferéncia de um
segmento de DNA contendo o marcador para o genoma receptor,
substituindo um segmento homélogo carente da insergéo.
para selecicnar cédlulas que tenham perdido o vector de
transporte original, o vector de transporte deve ser inca-
paz de reproduzir-se na célula hospedeira final ou ser im-
compativel com um plasmidio independentemente selecionavel,
pré-existente na célula receptora. Um meic comum de conse-
guir isto é proporcionar no terceiro genitor um outro plas-
midio que seja incompativel com o vector de transporte e
que contem um diferente marcador de resisténcia & droga.
Portanto, quando se faz uma Selecgdo para resisténcla a am~
bas as drogas, as Gnicas células sobreviventes sfio aquelas
nas quais o marcador no vector de transporte se tenha recom
binado com o genoma receptor. Se o vector de transporte
contiver um marcador extra, pode-se entfio separar e descar-
tar células que contém plasmidios resultantes de uma sé
ocorréncia de cruzamento entre o vector de transporte e o
plasmidio receptor, resultando em conglomerados nos quais
todo o vector de transporte estéd integrado no plasmidio re-
ceptor. Se o material genético estranho estiver inserido
no, ou adjacente ao maercador seleccionado, o mesmo serd tam
bém integrado no plasmidlo receptor como resultado da mesma
dupla recombinacfio. Ele poderia também ser transportado
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conjuntamente quando inserido no fragmento homélogo num pon-
to que n&o esteja dentro do, ou adjacente ao marcador, po-

rém, quanto maior a disténcla que separe o materilal genético
estrapho do marcador, tanto mals provével seré a ocorréncia
de uma recombinagfo entre o material genético estranho e o

marcador, impedindo a transferéncia do material genético es-
tranho.

Se o vector de transporte for usado para introduzir
uma caracteristica fenotipicamente dominante (por exemplo,
um novo gene estrutural insecticida expressével, porém nfo
um gene de T-DNA oncogénico inactivo), néio é necessdrio de-
pender de uma recombinagfio homéloga dupla. As células re-
sultantes de uma dnica ocorréncia de cruzamento que resulta
em plasmidios conjugados podem transferir a caracteristica
desejada para o interior de células de plantas. Pode-3e mes
mo usar uma variante de vector de transporte com uma Gnica
sequéncia ininterrupta de T-DNA. Contudo, como o T-DNA re-
sultante ter4 agora uma duplicagfio em par, deve-se estar vi
gilante em relagfio a um possivel raro supresséo do vector
de transporte pela ocorréncia de um efeito de recombinacgéo
homélogo finico entre as duas sequéncias hombélogas em qual-
quer elemento dentre o Agrobacterium e as células da planta,

0s vectores de transporte tém demonstrado ser Gteis na
manipulagfio de plasmidios de Agrobacterium; vide D. J. Gar4
finkel et al. (1981) Cell 27:143-153, A. J. M. Matzke & M.
D. Chilton (1981) J. Molec. Appl. Genet. 1l:39-49, e J.Lee-
mans et al. (1981) J. Molec. Appl. Genet. 1:149-164, os
quais se referiram aos vectores de transporte pelo térmo
"yvectores intermediérios",

Uma variagfio recentemente divulgado do sistema de vec-
tor de transporte para inserir alterac¢des em grandes molécu-
las de DNA é o "vector sulcida"., Neste sistema, conforme §é
descrito por A. Puhler et al. Pedido dos E.U.A. N? de sé~
rie 510.370 e R. Simon et al. (1083) no prelo, o vector de

-8~




Mod. 71 ~ 10 000 ex. - 09-84

facliens e A. rhizogenes. Essas espécies sdo, respectiva-

59.710
Ref:384116

transporte nfio pods ser mantido dentro da célula receptora.
Esta propriedade elimina a necessidade de introduzir um
plasmidio incompativel na célula receptora para excluir o
vector de transporte, como é comumente feito durante uma
unifo tripla. Todos os vectores que n&o se integram nalgum
DNL j& presente efectivamente "cometem suicidlo' ao néo se
replicarem. Como com os tipos tradiclonals de vectores de
transporte, pode-se distingulr entre homélogos duples ou
simples separados por um gene de resisténcla a antibidticos
que n8o se sltue entre as duas regides de homologla. 0 uso
de um vector suicida baseado em pBR322 para transferir se-
quénclas de DNA para dentro de um plasmidio Ti fol relatado
por E., Van Haoute et al. (1983) EMBO J. 2:411-417, e L.
Comai et al. (1982) Plant Molec. Biol. 1:291-300.

Uma alternativa para o uso de vectores de transporte
para a introdugfio de novas sequéncias de DNiA dentro de
T-DN4i por meio de recombinacfo homdlcga envolve os transpo-
sons bacterianos. Conforme descrito na secgdo Genes de
Agrobacterium nos Plasmidios TIP, os transposons podem 'pu-
lar" pars dentro do T-~DNA de um plasmidio TIP vide por exam
plo, D, J, Garfinkel et al., (1981) Cell 27:143-153). Caso
o transposon seja modificado in vitro pela Inserclo da nova
sequéncla, aquele novo DNA pode ser transfrido para dentro
do T=DNA do plasmidio TIP pelo transposon. O TIP pode entdo
transferir a nova combinagf8o DNA transposon T-DN4A para uma
célula de planta quando o mesmo estiver estavelmente inte-

grado,
Incluidas na familia bacteriana gram-negativa Rhizo-

biaceaes no género Agrobacterium estfo as espdeies A. tume-

mente, os agentes causadores da doenga do bugalho e da do-
enga das rafzes fibrosas nas plantas. 4 doenga do bugalho
é caracterizado pelo crescimento de um bugalho de tecildo

ndo diferenciado. A ralz fibrosa é um teratoma caracteri-
zado pela indugdo inadequada de rafzes no tecide infectado,
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Em ambas as dosngas, o tecido vegetal improprlamente desen~
volvido produz um ou mais derivados de aminoécidos, conheci
dos como oplnas, nfo produzidos normalmente pela planta,
que sio catabolizados pela bactéria infectante. AS oplnas
conhecidas tém sido classificadas em trés familias princi-
pais cujos membros-tipo séio a octoplna, a nopalina e a agro
pina. 4s células de tecidos com crescimento inadequado po-
dem ser desenvolvidas em cultura e, sob condiges apropria-
das, ser regeneradas em plantas completas que retém certos
fenotipos transformados. '

Estirpss virulentes de Agrobacterium grandes plasmidi-
os conhecidos por plasmidios II (indutores de tumor) no A.
tumefaciens e plasmidios Ri (indutores de ralizes) no 4.
rhizogenes. A cura de uma estirpe desses plasmidios resul-
ta numa perda de patogenia. O plasmidio Ti comtém uma re-
gl%o, denominada T-DNA (DNA transferido) que nos tumores,
se verifica estar integrado no genoma da planta hospedeira.
0 T-DNA codifica vérias transcrigdes. Estudos mutacionais
tém demonsgtrado que algumas dessas estéo envolvidas na in-
ducfo de crescimento tumoroso, Mutantes nos genes para tml,
tmr, e tms, resultam respectivamente em grandes tumores
(no tabaco), numa propenséo para gerar raizes e numa tendég
cla para a induglo de remificagBes. O T-DNA também codifi-
ca um gene de pelo menos ume sintese de opina, e os plasmi~-
dios Ti sfo frequentemente classificados pela opina cuja
sintese eles provocaram, Cada um dos genes de T-DNA esté
sob o controle de um promotor de T-DNA. Os promotores de
T-DNa assemelhamese na sua estrutura a promotores eucarid-
ticos, e parecem funcionar apenas na célula vegetal trans-
formada, O plasmidio Ti também contem genes fora da regiéo
do T-DNA. Esses genes estfio envolvidos em fungdes que in-
cluem o catabolismo da opina, oncogenia, sensibilidade &
agrocina, replicagio, e auto-transferéncia para as células
bacterianas. 0 plasmidio Ri est4 organizado de um modo and
logo ao plasmidio Ti. O conjunto de genes e sequéncias de
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DNA responséveis pela transformaglio da célula vegetal é do-
ravante denominado colectivamente como o principio indutor
de transformaglio (TIP). A designaglo TIP inclui, portanto,
ambos os plasmidios Ti e Ri., O segmento integrado de um
TIP e aqui denominado "T-DNAM (DNA transferido), quer seja
derivado de um plasmidio Ti ou de um plasmidlo Ri.

M,. D, Chilton (Junho de 1983) Sci. smer. 248(6):
50-59, apresentou recentemente um artigo intredutério sobre
o uso dos plasmidios Ti como vectores. Recentes revisdes
gerais sobre doengas causadas pelo Agrobacterium incluem
as de D. J. Merlo (1982). Adv. Plant Pathol. 1:139-178, L.
W. Ream & M., P, Gordon (1982), Science 218:854 859, o M.W.
Bevan & M,-D. Chilton (1982), Ann., Rev. Genet. 16:357-384;
G. Kahl & J. Schell (1982) Molecular Bilology of Plant Tu-
mors, e K. A. Barton & M. =D. Chilton (1983) Met. Enzymol.

101:527-539.

Infeccio de Tecidos Vegetals pelo Agrobacterium

As células vegetais podem ser transformadas pelo Agro-
bacterium através de um certo nfmero de métodos conhecidos
da técnica que incluem, nio se limitando a eles a cultura
conjunta de células vegetais com o Agrobacterium, infecglo
directa de uma planta, fusfo de protoplastos de planta com
esferoplastos de Agrobacterium, transformagfo directa pela
absorgio de DNA livre pelos protoplastos de células vege-
tais, transformaclio de protoplastos, com paredes celulares
parcialmente regenaradas pela transformaglo de protoplas-
tos por bactérias intactas, por lipossomas contendo T~DNA,
o uso de um virus para conter o T-DNA, micro-injecgéo, e
semelhantes, Qualquer método serd suficiente desde que o
gene seja expresso fielmente, e seja transmitido estavel-
mente através de mitose e melose.,

A infeccglio de tecido vegetal pelo Lgrobacterium é uma
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técnica simples, bem conhecida dos especlalistas da arte
(como exemplo, vide D. N. Butcher et al. (1980) in Tissue
Culture Methods for Plant Pathologists, eds.: D. S. Ingram
& J. P, Helgeson, pp. 203-208), Tipicamente, uma planta é
ferida por qualquer um dentre um certo nimero de modos, que
incluem o corte com uma navalha, perfuragfo com uma agulha,
ou friccicnamento com um abrasivo. O ferimento é entlo ino
culado com uma Solugfio contendo bactérias indutoras de tu-
mores. Uma alternativa & infecgio de plantas intactas é a
inoculagso de pedagos de tecidos tals como discos de tubér-
culos de batatas (D. XK, Anand & G. T. Heberlein (1977) Amer,
J. Bot. 64: 153-158) ou segmentos de hastes de tabaco (K.4h.
Barton, et al. (1983) Cell 32:1033-1043). Apbs a indugéo,
os tumores podem ser colocados em cultura de tecido, em
meios carentes de fito-hormona., O crescimento independente
de horméni é tipico do tecido vegetal transformado e esté
em grande contraste com as condigdes usuals de crescimento
de tal tecido em cultura (4. C. Braun (1956) Cancer Res.

163 53‘56) .

0 iAgrobacterium também § capaz de infeccionar células
isoladas e células criadas em cultura (L. Marton et al.
(1979) Nature 277:129-131), e protoplastos meséfilos do ta-
baco. Nesta Gltima técnica, apds se dar algum tempo para
a regeneraglo parcial de novas paredes celulares, as célu~
las do Agrobacterium foram acrescentadas i cultura durante
um certo periodo sendo ent#o mortas pela adigfio de antibié-
ticos., Apenas as células expostas as células de A,tumefa-
cienﬂbontendo o plasmidio Ti foram capazes de formar calos
ao serem colocadas em meios carentes de horménio. A maioria
dos calos demonstrou conter uma actividade enzimética envol
vida no anabolismo da opina. Outros pesquisadores (R.B.Hor
sch & R. T. Fraley (18 de Janeiro de 1983) 15th Miami Win-
ter Symposium) relataram transformagdes pela cultura conjun
ta que conduziu a uma elevada taxa (malor que 10%) de calos
que apresentavam crescimento independente de horménio com
95% desses calos produzindo opinas. M. R. Davey et al.
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f
(1980) in Ingram & Helgeson, supra, pp. 209-219, descrevem
a infecgfo de células mais antigas que haviam sido regene-

radas de protoplastos.

0s protoplastos de plantas podem ser transformados pe-
la tomada directa de plasmidios TIP. M. R. Davey et al.
(1980) Plant Sci. Lett. 18:307-313, e M. R. Davey et al,
(1980) in Ingram & Helgeson, supra, conseguiram transformar
protoplastos com o plasmidio Ti na presenga de poli-L-K-
ornitina num fenotipo de sintese de opina e de crescimento
hormonal independente em cultura. Fol subsequentemente de-
monstrado (J. Draper et al. (1982) Plant and Cell Physiol.
23:451-458, M, R. Davey et al. (1982) in Plant Tissue Cul-
ture 1982, ed: A. Fujiwara, pp. 515-516) que o polietileno
glicol estimulava a absorgfio de plasmidio Ti e que algumas
sequéncias de T-DNA eram integradas no genoma. F, A.Krens
et al. (1982) Nature 296:72-74, relataram resultados simi-
lares usando polietileno glicol seguido de um choque com
cédlcio, apesar de os seus dados sugerirem que o T-DNA inte-
grado incluia sequéncias laterais de plasmidio Ti.

Um método alternativo para se conseguir a absorgéo de
DNA envolve a uso de lipossomas, A preparacgéo de liposso~
mas contendo DNA e ensinada por Papahadjopoulos nas Paten-
tes dos EUA 4,078,052 e 4,235.871, Preparados pare a intro
duglo de Ti-DNA através de lipossomas tém sido relatados
(T Nagata ot al. (1982) in Fujiwara, supra, pp. 509-510,
o T. Nagata (1981) Mol. Gen., Genet., 184;161-165). Um sis-
tema andlogo envolve a fusfio de células vegetais e bacteria
nas apbés a remoglo das suas paredes celulares. Um exemplo
desta técnica é a transformagfio de protoplastos de Vinca
por esferoplastos de sgrobacterium, relatada por S.Haswzawa
et al. (1981) Mol. Gen. Genet, 182:206-210, 0Os protoplas-
tos de plantas podem absorver células de Agrobacterium de-
limitadas por parede celular (S. Hasezawa et al (1982) in
Fujiwara, supra pp. 517-518).
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0 T-DNA pode ser transmitido ao teclido regenerado de
uma fusfo de dois protoplastos, dos quals apenas um fol
transformado (G. J. Wullems et al. (1980) Theor. Appl. Ge-
net. 56:203-208), Conforme detalhado na secglio sobre Rege-
neraglo de Plantas, o T-DNA pode passar através da meiose
e ser transmitido & progénie como uma simples caracteristi-
ca Mendeliana.

Agrobacterium--Regeneraglo de Plantas

Tecidos vegetais diferenciados com morfologia normal
tém sido obtidos de tumores de bugalho. 4. C. Braun & H.
N. Wood (1976) Proc. Natl. Acad. Sci: USA 73:496-500, im-
plantaram teratomas de tabaco em plantas normais e consegui
ram obter ramifica¢des de aparéncia normal que podiam flo-
rescer. As ramificagdes retiveram a capacidade de produzir
opinas e crescer independentemente de fito horménios quando
colocadas em cultura. Nas plantas estudadas, nfo se obser-
vou que estes fenotipos tumorosos fossem transmitidos & pro
génie, perdendo-se aparentemente, durante a meiose (R. Tur-
geon et al. (1976) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73:35€2+3564
As plantas que haviam e spontineamente perdido as proprieda-
des tumorosas, ou que eram derivadas de semente de teratoma
demonstraram inicialmente ter perdido todo o seu T-DNA F.
-M, Yang et al. (1980) In Vitro 16:87-92; F. Yang et al.
(1980). Molc, Gen, Genet. 1773707-714, M. Lemmers et al,
(1980) J. Mol. Biol. 144:353-376). Contudo, trabalhos sub-
sequentes com plantas que haviam revertido apds tratamento
hormonal (1 mg/l de cinetina) mostraram que as plantas que
haviam passado por meio se, apesar de haverem perdido os
genes de T-DNA responséiveis pelo fenotipo transformado, po-
deriam reter sequéncias homéblogas « ambas as extremldades
do T-DNA (F. Yang e R. B. Simpson (1981) Proc. Natl. Acad.
Sci, USa 78:4151-4155). Adicionalmente G. J. Wullems et al
(1981) Cell 24:719-724, demonstraram que oS genss envolvi-
dos no anabolismo da opina eram capazes de passar através
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da meiose, mesmo se as plantas fossem machos estéreis e que
o T-DNA aparentemente inalterado pudesse ser herdado de ma-
neira Mendeliana (G. Wullems et al. (1982) in Fujiwara,
supra) L. Otten et al. (1981) Molec. Gen. Genet:
183:209-213, utilizou mutantes de plasmidio T1 gerados pelo
transposon Tn? no local tms (indutor de ramificagdes) para
criar tumores que proliferavam ramificagdes., Quando essas
ramificagdes foraqregenaradas em plantas, demonstraram ori-
ginar flores auto-~fertilizadas. As sementes resultantes
germinaram em plantas que continham T~-DNA e produziam opi-
nas. Em experidncias subsequentes, H. DeGreve et al.
(1982) Nature 300:752-755 descobriram que a sintase de oc-
topina pode ser herdada como um Gnico gene Mendeliano domi-
nante, Contudo, o T-DNi sofreréd extensa supressio de fun-
¢des que nfo a ocs, ao passar pela regeneragdo a partir do
calo. Experidncias similares com um mutante tmr (indutor
de rafzes) mostraram que um T-DNA de comprimento integral
poderia ser transmitido 3 progénie através de meiose, que,
nessa progénle poderlam estar expressos genes de nopalina,
apeser de a niveis variados e que o gene I co-transformado
de dehidrogenase de alcool de levedo nio estava expresso
(K. A. Barton et al. (1983) Cell 32:1033-1043). Parece
agora que os tecidos regenerados que carecem de sequsncias
de T-DNA descendem provivelmente de células nfo transforma-
das que "contaminam" o tumor (G. Ooms et al.(1982) Cell
30:1589-597). Um recente trabalho de A. N. Binns (1983)
Planta 158:272-279, indica que os genes tumoro génicos, nes
te caso tmr, podem ser "desligados" durante a regeneragdo

e "religados" ao colocar-se o tecido regenerado em cultura.

As rafizes resultantes da transformagfo de A. rhizogenes
tém demonstrado ser relativamente fhcels de regenerar direcs

tamente em plantinhas (M,-D, Chilton et al. (1982) Nature
2953432434,

Genes de Agrobacterlium nos Plasmidios TIP
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Um certo nimero de genes tem sido identificado dentro
do T=DNA dos plasmidios TIP. Cerca de meia dfizia de trans-
crigdes do T-DNA de plasmidios de octipina foram invertariads
(8. B. Gelvin et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci USA
29:76-80, L. Willmitzer et al. (1982) EMBO J. 1:139-146)
e algumas fungdes indicadas (J Leemans et al. (1982) EMBO
J. 1:147-152). Algumas dessas transcrigdes, especialmente
as da regldo com as codificagdes tmr e tms, podem também
ser transcritas em células procaribticas (G. Schrdder et al.
(1983) EMBO J. 2:403-409). Os quatro genes de um plasmidio
do tipo octopina que foram bem definidos por mutagénese do
transposon incluem tms, tmr, e tml (D. J. Garfinkel et al.
(1981) Cell 27:143-153).0s plasmidios Ti que contém muta-
¢Oes nesses genes incitam respectivamente calos tumorosos
de Nicotlana tabacum que geram ramificagdes, proliferam rai
268, e sfo malores que os normais. Noutros hospedeiros,os
mutantes desses genes podem induzir diferentes fenotipos
(vide M. W, Bevan & M,-D, Chilton (1982) Ann. Rev. Genet.
16:357-384). 0s fenotipos de Tms e tmr estfo correlaciona-
dos com diferengasnos niveis de fito horménio presentes no
tumor. As diferengas nas razdes de citocininasauxina sio
similares &s que, na cultura, induzem a ramificagfo ou a
formag8io de raizes em tecido de calos nio transformada (D.
E. Akiyoshi et al. (1983) Proec. Natl. Acad. Sci. USA
80:407-411). O T-DNA contendo um gene funcional quer para
Ims como para tmr isolados mas nfo para o tml funcional
sézinho, pode promover um significativo crescimento tumoral
A promog8o de ramificagdes e rafzes é respectivamente esti-
mulada e inibida pelo tml funcional (L. W. Ream st al,
(1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:166-1664, As mutagdes
em genes de T-DNA nfo parscem afectar a insergfio do T-DNA
dentro do genoma da planta (Leemans et al. (1982) supra,
Ream ot al. (1983) supra). o gene ocs codifica a sintase
de octopina, que fol sequenciada por H. De Greve et al,
(1982) J. Mol. Appl. Genet. 1:499-511), O mesmo nZo contém
Introns (sequéncias intervenientes encontradas comumente
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em genss eucaribdticos que sfo desligados pés-transcri%iva-
mente para fora do percursor mensageiro durante a maturagéo
do mRNA). O mesmo tem sequéncias que se assemelham a um
sinal transcritos encariético ("caixa TATA"), e um local de
poliadenilaclio . Todos os sinais necessérlos para a expres
sfo do gene ocs sfo encontrados dentro de 295 bp do local
transcritivo de partida do ocs (C. Koncz et al. (EMBO J.
2:1597-1603.

0s plasmidios Ti de nopalina codificam o gene da sin-
tase de nopalina (mnos), que fol sequenciado por A. Depicker
ot al. (1982) J, Mol. Appl. Genet, 1:561-573. Tal como se
verificou em relaglio ao gene ocs, o nos nfo é interrompido
por introns. Possul dols locals putativos de poliadenila~-
glo e uma "caixa TATA" potencial. Em contraste com o ocs
0 nos é precedido de uma sequéncia que pode ser um sinal
transeritor conhecido como uma "calxa CAT". Todos os sinais
necessirios para a expressdo do gene nos sio encontrados de
tro de 261 pb do local transcritivo de partida do nos (C.
Koncz et al., supra). Um gene para a sintase de agroclno-
pina e genes equivalentes a tms e tmr foram identificados
num plasmidio do tipo nopalina (H. Hoos et al. (1983) Cell
3211057~1067 , um certo nfimero de transcrigdes fol mapeado
(L. Willmitzer et al. (1983) Cell 32:1045G1056). J.C.
McPherson et al. (1980) Proc. Natl. Acad. Scl. USA
77:2666-2670, relataram a translagfio in vitro de nRNAS co-
dificados em T-DNA, de tecidos de bugalho.

A transcricfo do T-DNA da raiz fibrosa fol também de-
tectada (L. Willmitzer et al. (1982) Mol. Gen. Genet.
186:16-22), Funcionalmente, o sindrome de raiz fibrosa pa-
rece ser equivalente 4 de um tumor de bugalho incitado por
un plasmidio Ti transformado em tmr (F. F. White & E. W.
Nester (1980) J. Bacterlol. 144:710-720,

Nos eucariotas, a metilac8o (especialmente de residuos
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de citosina) do DNA esté correlacionada com a inactivagéo
transcritiva; os genes que estfo relativamente sub-metila-
dos sio transcritos em mRNA. S. B. Gelvin et al. (1983)
Nucleic Acids Res, 113159-174, verificaram que o T-DNA nos
tumores de bugalho esti sempre presente em pelo menos uma
cédpia nfio metilada, O facto de o mesmo genoma poder conter
numerosas outras céplas de T-DNA que s&o metiladas sugere
que as cdpias de T-DNA superiores a um podem ser bilolégica-
mente inertes. (Vide também G. Ooms et al. (1982) Cell

30:589-597).

0 plasmidio Ti codifica outros genes que estdo fora da
regifo do T-DNA e sfo necessirios ao processo de infecglo.
(Vide M, Holsters et al. (1980) Plasmid 3:212-230 quanto
aos plasmidios de nopalina, e H., De Greve et al. (1981).
Plasmid 6:235-248, D. J. Garfinkel e E. W. Nester (1980)

J. Bacteriol. 144:732-743, e G. Ooms (1980) J. Bacteriol.
144;82-91 quanto aos plasmidios de octopina). Mals impor-
tantes sfo os genes onc, que, quando modificados resultam
em plasmidios Ti incapazes de oncogenidade. (Estes locais
sfo também conhecidos como vir, para viruléncla). Vérios
genes onc tem sido mapeados com precisdo e tém demonstrado
estar localizados em regides conservadas entre véirios plas-
midios Ti (H. J. Klee et al. (1983) J. Bacteriol.
153:878-883, V. N, Iyer et al. (1982) Mol. Genet.
188:418-424), Os genes onc funcionam em trans, sendo capa-
zes de causar a transformagfio de células vegetals com T-DNA
de um diferente tipo de plasmldio e fisicaments localizado
em outro plasmida (J. Hille et al. (1982) Plasmid 7:107-1if|
Ho J. Kles et al. (1982) J. Bacteriol. 150:327-331, 4. d
de Framond et al. (1983) Biotechnol. 1:262-269). 0 DNA de
Ti de nopalina possui repetigdes directas de cerca de 25 pa
res de base imediatamente adjacentes aos limites esquerdoe
direito do T-DNA, que poderiam estar envolvidos quer na ex-
cisfo do plasmidio Ti quer na integragio dentro do genoma
hospedeiro (N. S. Yadav et al. (1982) Proc. Natl., Acad.
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Sci. USA 79:6322-6326), e uma sequéncia homéloga fol obser=-
vada adjacente ao limite de T-DNA da octopina (R.B.Simpson
et al. (1982) Cell 29:1005~1014). O catabolismo da opine é
especificado respectivamente, pelos genes occ e noc de plas|
midios de octopina e de nopalina, O plasmidio Ti também
codifica fungdes necessérias a sua propria reprodugdo, 1n-
cluindo uma origem de replicagfio. Transcrigbes de plasmi-
dlo Ti foram detectadas em células de A. tumefaclens por
S. B. Gelvin et al. (1981) Plasmid 6:17~29, os quais ve-
rificaram que regides as de T-DNA eram fracamente transcri-
tas juntamente com sequéncias que nfo erem de T-DNA. A4s
caracter{sticas determinadas pelo plasmidio Ti foram revis-
tas por Merlo, supra (vide especialmente a Tabela II), e
Ream & Gordon, supra.

DNA do Plasmidlo TIp do agrobacterium

Diferentes plasmidios Ti do tipo octopina sdo quase
100% hombdlogos uns aos outros quando examinados por hibri-
dizacdo de DNi (T.C. Currier & E. W. Nester (1976) J.Bacte~
riol. 126:157-165) ou andlise com enzime de restrigfo (D.
Sciaky et al. (1978) Plasmid 1:238-253). 0s plasmidios
Ti do tipo nopalina tém tanto como 67% de homologia entre
si (Currier & Nester, supra). Uma pesquisa revelou que di-
ferentes plasmidios Ri sfo muito homélogos uns aos outros
(P. Costantino et al. (1981) Plasmid 5:170-182). N, H.
Drummond & M, =D. Chilton (1978) J. Bacteriol.
136:1178-1183, mostraram que secgdes proporcionalmente pe-
quenas de plasmidlos T1 do tipo octopina r nopalina eram
homélogas umus 48 outras., Essas homologlas foram mapeadas
detalhadamente por G. Engler et al. (1981) J. Mol. Blol.
152:183-208). Os mesmos verificaram que trés das quatro
regldes homdlogas eram subdivididas em trés (sobrepondo-se
ao T-DNA), quatro (contendo alguns genes onc), e nove (ten-
do genes onc) sequéncias homdlogas. A homologia ininter-
rupta contém pelo menos um gene tra (para transferéncia
conjungada do plasmidio Ti a outras células bacterianas,)e
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genes envolvidos em replicaglo e incompatibilidade. Esta
regifo ininterrupta possul homologia com um plasmidio Sym
(envolvido na fixagfo simbiotica do nitrogénio de uma es-
pécle de Rhizobium, um genero diferente na familia Rhizo-
biaceae R. X. Prakash et al, (1982) Plasmid 7:271-280). A
ordem das quatro regides nfo se conserva apesar de estarem
todas elas orlentadas na mesma direcgio. Parte da sequén-
cia do T-DN4i é ‘altamente conservada entre os plasmidas de
nopalina e octopina (M.-D, Chilton et al. (1978) Nature
279: 147-149, A. Depicker et al. (1978) Natures 275:150-153)
0s plasmidas Ri tém demonstrado possulr extensa homologia
entre si, e aos plasmldios Ti da octopina (F. F. White & E.
W. Nester (1980) J. Bacteriol. 144:710-720) e da nopalina
(G. Risuleo et al. (1982) Plasmid 7:45-51), primériamente
nas regides que codificam genes onc. O T=DNA Ri contém ho-
mologlas extensas, se bem que fracas, ao T-DNA de ambos oS3
tipos de plasmidio Ti (L. Willmitzer et al. (1982) Mol.Gen.
Genet. 186:16-22). O DNA de plantas de Nicotiana glauca
nio infectada contém sequénclas, denominadas cT-DNA (T-DNA
celular), que apresentam homologia com uma parte do T-DNA
R1 (F.F. White et al. (1983) Nature 301:348-350, L.
Spand et al. (1982) rlant Molec, Biol. 1:291-300), G. A.
Huffman et al. (1983) J. Bacteriol., inventariaram a re-
gl8o de hibridizaglio cruzada e demonstraram que o plasmidio
PR1A4D esté mals intimamente relacionado com um pTiaé (do
tipo octopina) que o pTiT37 (do tipo nopalina) e que este
plasmidio Ri parece trazer sequéncias hombélogas ao tms, po-
rém nio ao tmr. Os seus resultados também sugerem que o
T-DNA de Ri pode ser descontinuo, andlogo ao caso do T-DNA
de octopina,

Tem sido demonstrado que uma parte do plasmidio Ti
(T. =D. Chilton et al. (1977) Cell 11:263-271) ou Ri (M.
-D. Chilton (1982) Nature 295:432-434, F. F. White et al.
(1982) Proc. Natil. Acad. Sei, USA 79:3193-3197, L. Will-
mitzer (1982) Mol. Gen, Genet. 186: 16-22) se encontra
no DNA de células vegetals tumorais. 0 DNA transferido é
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conhecido por T-DNA, O T-DNA entrega-se no DNA hospedeiro
(M. F. Thomashow et al. (1980) rroc., Natl. Acad. Sci.
USA 77:6448-6452, N. S. Yadav et al. (1980) Nature 287:
458-461) no nicleo (M. P. Nutl et al. (1980) Plant Sci.
Lett, 18;1-6, L. Willmitzer et al. (1980) Nature
287:359-361), M. -D. Chilton et al. (1980) Proc. Natl.
Acad. Sci, USA 77:4060-4064).

M. F. Thomashow et al. (1980) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 77:6448-6452, e M. F. Thomashow et al. (1980) Cell
19:729-739, verificaram que o T-DNA de plasmidios Ti do ti-
po octopina havia sido integrado em duas secgdes separadas,
TL~-DNA e TR-DNA, T-DNAs esquerdo e direito, respectivamente
0 nfimero de cépias do TR e do TL pode variar (D.J. Merlo
et al. (1980) Molec. Gen. Genet. 177:637-643). Um nficleo
de T-DNA é altamente homélogo ao T-DNA de nopalina (Chilton
et al. (1978) supra, e Depicker et al. (1978) supra), é
necessirio para a manutengfio do tumor, encontra-se no TL,
est4 geralmente presente numa cédpia por célula, e codifica
os genes tms, tmr, e tml. Por outro lado, o TR pode ser to
talmente dispensado (M. De Beuckeleer et al. (1981) Molec.
Gen. Genet. 183:283-288, G. Ooms et al., (1982) Cell
30:589-597), apesar de ser encontrado em um malor nimero de
céplas (Merlo et al. (1980) supra). G. Ooms st al. (1982)
Plasmid 7:5-29, levantaram a hipétese de o TR estar envol-
vido na integragfo do T-DNA, apesar de considerarem que
quando o TR é cancelado no plasmidio Ti, o A. tumefaciens
retém alguma viruléncia. G. Ooms et al. (1982) Cell
30:589-597, demonstraram que apesar do T-DNA ser ocaslonal-
mente cancelado apbs a integracfio no genoma da planta, é
geralmente estivel e que os tumores contendo uma mistura
de células que diferem em organizag8o do T-DNA, sfo o resul
tado de mfltiplas ocorrdncias de transformagfo. 0 ocS en-
contra~se no TL mas pode ser cancelado do genoma da planta
sem perda de fenotipos relacionados com o crescimento tumo-
ral. Observou-se que o limite esquerdo do TL integrado 6
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composto de repatigdes de sequéncias de T-DNA que tém ori-
tagdes quer directas, quer invertidas (R. B. Simpson et al.
(1982) Cell 22:1005-1014).

Em contraste com a situagfio em tumores do tipo octo-
pina, o T-DNA de nopalina esti integrado dentro do genoma
hospedeiro num fragmento continuo (M. Lemmers et al. (1980)
J. Mol, Biol. 144: 353-376, P. Zambryski et al. (1980) Sci-
ence 209:1385-1391). Foram observadas repetigdes paralelaJ
directas. O T-DNA de plantas regensradas de teratomas pos-
sula pequenas modificagdes nos fragmentos liminares do DNA
inserido (Lemmers et al.,, supra). A anélise sequencial da
Jung8o entre os limites direito e esquerdo revelou um cer-
to nfmero de repeticdes directas e uma repetigéio invertida.
A Gltima abarcave toda a jungfo (Zambryski et al. (1980)
supra. 4 Jjungfo esquerda tem demonstrado variar em pelo
menos 70 pares de base, enquanto que a Jjungdo direita varia
em nfio mais que um finico nucleétido. (P. Zambryski et al.
(1982) J. Molec, Appl. Genet. ;:361—370). 0s limites es-
querdo e direito em jungdes de disposig¢des paralelas esta-
vam separados por espagadores que poderiam ter mais que
130 bp. Os espagadores eram de origem desconheclda e con-
tinham algumas sequéncias de T-DNA. Verificou~se que o
T-DNA estava integrado em sequéncias hospedeiras simultanea]
mente repetidas e com bailxo nimero de céplas. H. Joos st
al. (1983) 32:1057-1067, demonstraram que a viruléncia
nfo & eliminada apbs o cancelamento de qualquer dos limitei
usuals de T-DNA da nopalina.

Simpson et al. (1982) supra, e Zambryski et al.(1980)
supra sugerliram que as repetigdes directas nas regides 1li-
minares estio envolvidas na integragfio do T-DNA no DNA da
planta. 0 facto de os T~DNA, tendo limites de dols diferen
tes plasmidas Ti, serem menos espacificamente integrados
que o8 limites homélogos sustenta esta sugestfo (G. Ooms
et al. (1982) plant Molec. Biol., 1:265-276).
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N. S. Yadav et al. (1982) rroc. Natl, Acad. Sci. USA
79:6322-6326, descobriram um locus chi, que no bacteribfago
Afaz com que aumente a recombinagfio geral no DNA envolven-
te até uma distincia de 10 quilobases, num plasmidio Ti de
nopalina, logo fora da extremidade esquerda do T-DNA. R. B.
Simpson et al. (1982) Cell 29:1005-1014, nfo observaram
uma sequdncia chi num plasmidio Ti de octopina, apesar de
o possivel ralo de aglo nfio elimine a possibilldade de um
ser necessirio e estar presente, mas fora da regldo sequen-
ciada, O significado do chi no plasmidio Ti nfo é conhecl-
do. Se o chi tiver uma fungdo, é provavelmente usado nas
células do Agrobacterium e nfo nas plantas, pois o chi ndo
se encontra dentro do T-DNa.

Manipulacdes dos Plasmidios TIP pelo Agrobacterium

Conforme o detalhado na secg@o sobre Vectores de Transpor
te, tem sido desenvolvida tecnologla para a introdugdo de
sequéncias alteradas de DNA em locals desejados, num plas-
midio TIP. Os transposons podem ser facilmente inseridos
usando-se esta tecnologia (D. J. Garfinkel st al. (1981)
Cell 27:143-153). J. -P. Hernalsteen et al. (1980) Nature
287:654-656 tém demonstrado que uma sequéncia de DNA (aquil
um transposon) bacteriano inserido no T-DNi do plasmidio
T4 é transferido e integrudo no genoma da planta hospedeira.
Apesar de a insergfio de DNa estranho ter sido realizada com
um certo nimero de genes de diferentes fontes, até ao pre-
sente os genes estranhos ndo se tém geralmente expressado
sob o controlo de seus préprios promotores. As fontes des-
ses genes incluem a desidrogenase de alcool (Adh) do lévedo
(K. A. Barton et al. (1983) Cell 32:1033-1043), AdhI ( J.
Bennetzen, nio publicado) e zeina do milho, interferon e
globina de mamiferos, e o virus 5V40 de mamiferos (J. Schell
ndo publicado). Contudo, quando o gene de sintase de nopa-
1lina foi inserido no T-DNiA de octopina e transformado em te
cido vegetal, demonstrou ser totalmente funcional (C. L.
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Fink (1982) tese de Mestrado em Ciénclas, Universidade de
Wisconsin-Madison). A faseolina codiflcadora de genes a
proteina de armazenagem encontrada nas sementes do feljdo
Phaseolus vulgaris L., tem sido transferida para e expres-
sada em, tumores de girassbéis. Este Gltimo trabalho cons-
titul o primeiro exemplo de um gene de planta a expressar-
-se sob controlo do seu préprio promotor em tecido vegetal
estranho. 4 -transcrigfo comegou e parou nas posigdes cor-
rectas, e os introns foram adequadamente processados pos-
-transcritivamente (T. C. Hall et al., pedido dos E.U.A.

N® de Série 485.613, que é incorporado ao presente atravéds
de referdncia. M. Holsters et al. (1982) Mol. Gem.

Genet. 185:283-289, mostraram que um transposon bacteriano
(Tn7) inserido no T-DNa, poderia ser recuperado sob uma for-
ma totalmente funcional e aparentemente inalterada apés in-
tegraglo num genoma vegetal.

0s cancelamentos podem ser gerados num plasmidio TIP
por virios métodos. Pode~se usar vectores de transporte
para introduzir cancelamentos construidos por técnicas pa-
drfo de recombinagZo de DNA (Cohen & Boyer, Patente dos
E.U.A. 4.237.224), Cancelamentos com uma extremidade pre-
determinada podem ser criados pela excisfo imprépria de
ntransposons” (B. P. Koelman et al. (1979) Plasmid
2:347-357, e G. Ooms et al. (1982) Plasmid 7:15-29. J.
Hille & R. Schilperoot (1981) Plasmid 6:151-154, demonstra-
ram que cancelamentos tendo ambas extremidades em posigdes
predeterminadas podem ser gerados pelo uso de dols transpo-
gsons. A técnica pode também ser utilizada para construilr
moléculas de "DNa recombinante" in vivo.

0 gene da sintase da nopalina tem sido usado para a
insergéo de segmentos de DNa que codificam para a resistén-
cla &s drogas, os quais podem ser usados para fazer a sslec
¢80 de células vegetals transformadas. Nas células vege-
tals, o gene de resisténcia 3 Kanamicina do Tn) nfo é trans
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erito sob controlo de seu préprio promotor (J. D. Kemp et
al (18 de malo de 1982) Beltsville Symp. VII, Beltsville,
MD, a ser publicado (1983) in Genetic Engineering: Applicat
ions to Agriculture, ed. L. D. Owens; e C. L. Fink (1982)
supra). M, W, Bevan et al. (1983) Nature 304:184-187 e R.
T. Fraleu et al. (1983) Proc. Natl. scad. Scl. USA
80:4803-4807, inseriram o gene de resistencia & Kanamicina
(fosfotransferase de neomicina II) do Tnd atrés do (isto 6,
sob o controle do) promotor da nopalina. A construgdo fol
usada para transformar células vegetals que, na cultura,
apre sentavam resisténcia & Kanamicina e seus andlogos,tals
como o G418, J. Schell et al. (18 de Janeiro de 1983)

15th Miami Winter Symp. (vide também J. L. Marx (1983) Sci-
ence 219:830), relataram uma construgdo similar, na qual o
gene de resisténcia ao metotrexato (redutase de dihidrofo-
lato) do Tn7 era colocado atréds do promotor da sintase da
nopalina. 4s células transformadas eram resistentes ao me-
totrexato. Similarmente, L. Herrera Estrella st al. (1983)
Nature 303:209-213, obtiveram a expressfo, em células vege-
tais, da sintase de octopina e de acetiltransferase do clo-
ranfenicol, uma enzima que, nas bactérias, confere resistén
cia ao cloranfenicol, ao colocar os genes estruturals des-
sas duas enzimas sob o controle de promotores nos.

T. C. Hall et al.,, pedido dos E.U.A. N? de Série
485,614, que é incorporado ao presente através de referén~-
cia, fundiu o promotor ocs e a extremldade 5! do gens estru
tural da sintase da octopina ao gene estrutural da proteina
faseolina dea semente de feijfio. Uma proteina de fuséo ten-
do o término amino da sintase de octopina e carecendo do
término de amino da faseolina fol produzida sob o controlo
do promotor do T-DNi. Os introns, que foram formecidos pe-
las sequéncias de faseolina, foram adequadamente processa-
dos pbs-transcritivamente.

A. J. de Framond et al. (1983) Biotechnol.l:262-269,
relataram isso na construgfio de um 'plasmidio mini~Ti", No
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T-DNa da nopalina existe apenas normalmente um locus sec-
cionado pela enzima de restriglo Kpnl, Um mutante sem esse
locus fol construido e um fragmento de KpnI, contendo todo
o T-DNi de nopalina fol isolado. Este fragmento, juntamen=-
te com um gens de resisténcia i Kanamicina, fol inserido em
pRK290, resultando dafi um plasmidio que podia ser mantido
na 4. tumefaciens e carecla de quase todas as sequéncias
Ti que nfo erdm de T~-DNi. Este plasmidio por si sbé nfo era
capaz de transformar células vegetais. Contudo, quando co-
locado numa estirpe de A. tumefaciens contendo um plasmi-
dio Ti de octopina, foram provocados tumores que sintetiza-
vam tanto a octopina como a nopalina. O0s plasmidios mini-
-Ti foram também transferidos para o interior de células
vegetals quando complementadoscom um plasmidio T1 cancelado
quanto ao seu préprio T-DNa., Esses resultados indicavam que
as fungdes nfio T-DNs actuaram em trans com o T-DNA, que as
fungdes ausentes do plasmidio Tl da nopalina foram comple=-
mentadas pelo plasmidio Ti da octopina, e que o "mini~-Ti1"
da nopalina era funcional na transformagfo de células vege-
tais., Um par semelhante de plasmidios complementares, cadﬁ
um contendo os genes quer do T-DNa da octopina, quer da
onc, fol construido por i. Hoekema et al. (1983) Nature
303:179~-180.

Chilton et al. (18 de Jjaneiro de 1983) 15th Miami
Winter Symp. , também relataram a construgfo de um plasmidio
"micro-Ti" feito por meio da ressecglo do mini-Ti com Smal
para cancelar praticamente todo o T-DNA excepto o gene da
sintase da nopalina e o0s limites esquerdo e direito. O mi-

cro-T1 fol inserido num plasmidio pRK290 modificado que ca
recia do seu locus Smal, e fol empregus de maneira similar
4 do mini-Ti, com resultados comparéveis.

0 objecto do presente invento é conferir as plantas
resisténcia a pragas, especificamente resisténcia a insec-
tos. Na busca deste objectivo, outros objectos sdo inserir
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de maneira estéivel uma codificagfio genética de uma proteina
insecticida no genoma da célula vegepal, fazer com que esse
gene seja expresso nos tecidos vegetals, que a expressdo se
ja ou regulada, ou constitutiva, e que os tecidos vegetails
este jam numa planta normal., Outro objectivo é proporcionar
novos tecidos insecticidas especializados numa planta, em
particular um meio para produzir, num dicoteledonea normal,
um bugalho que contenha um tecido insecticida dentro de seu
préprio tecido. Outros objectivos e vantagens tornar-se-&o
evidentes pela descriglo que segue.

0 invento divulgado na presente memdria descritiva pro
porciona uma planta que compreende uma célula vegetal gené-
ticamente modificada com um gene estrutural insecticida nels
introduzido e expresso sob o control de um promotor exyres-
sdvel numa planta. Ademais, o invento proporciona tescido
vegetal compreendendo uma célula vegetal cujo genoma inclui
T-DNA, que contém um gene estrutural insecticida inserido
numa tal orientagfo e espagamento em relagfo a um promotor
expre ssdvel numa planta, que seja expressivel na planta sob
o controle daquele promotor. S&o também proporcionadas no-
vas estirpes de bactérias contendo e replicando T-DNa, con-
forme definido na presente, sendo o T-DN4 modlficado para
conter um gene estrutural insecticida inserido com tal ori-
enta¢fo e espagamento em relagfo a um promotor expressével
na planta, que seja expressavel numa célula vegetal sob o
controlo do citado promotor. além disso o invento proporcio
na novos plasmidios com a capacidade de se replicarem no E.
coli e compreendendo T-DNa, e possuindo, além disso um geme
estrutural insecticida inserido no T-DNi contldo no plasmi-
dio de tal maneira que seja expressidvel numa célula vegetal
sob o controle de um promotor expressivel na planta. Adi-
cionalmente, este invento divulga novos plasmidios nos quals
o gene estrutural insecticida é passivel de expresséo em E.
coli ou Bacillus subtillis, e divulga também estirpes de
bactérias que obrigam os citados plasmidios de expresséo
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becteriana.

0 presente invento compreende um gene estrutural in-
secticida sob o controlo de um promotor exprsssivel em cé-
lulas vegetais, sendo a citada combinagio de gens/promotor
inserida numa célula vegetal por quaisquer meios conhecidos
da técnica. Mais especificamente na realizaglio preferida,
o invento divulgado na presente memoria compreende, além
disso a expressfo, em células vegetais, de um gene estrutu-
ral insecticlida sob o controlo de um promotor expressdvel
em plantas, apés a introdugfo através do T-DNa, ou seja,
pela insergfio do gene estrutural insecticida no T-DNa sob
o controlo de um promotor expressivel em plantas e a intro-
dugSo do T-DNa contendo a insergfo, numa célula vegetal,
por métodos conhecidos.

0 invento serve para modificar geneticamente células
vegetals e plantas inteiras pela inserg¢do de genes estrutu-
rais insecticidas Gteis a partir de vérias espécies ou es-
tirpss bacterianas, Tals genes estruturals insecticidas
Gteis incluem sem & eles se limitarem os genes que codifi-
cam proteinas insecticidas conforme definido abaixo, espe-
cialmente a proteina cristalina do Bacillus thuringiensis
proteinas relacionadas, e similares. 0 invento é exempli-
ficado pela introduglo e expressdo de um gene estrutural de
uma proteina cristalina de B. thuringiensis var Kurstaki
HD-73 nas células vegetals de algodfo ou tabaco., Uma vez
que sejam obtidas células vegetals expressando um gene es-
trutural insecticida sob o controlo de um promotor expres-
sdvel na planta, tecidos vegetals e plantas inteiras podem
ser regeneradas a partir do mesmo usando métodos e técnicas
bem conhecidos na tecnica. As plantas regeneradas sdo en-
tio reproduzidas por meios convencionais e os genes intro-
duzidos podem ser transferidos a outras estirpes cultivadas
por técnicas conhecidas de cultivo de plantas.

A introdugZo e expressfo do gene estrutural de uma pro
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teina insecticida pode ser usada para proteger uma safra
contra a infestagfo por larvas de insectos tais como o'hor-
nworm" (Manduca sp.) ou a broca do milho (Ostrinnia nubi-
lalis). Outros usos do invento explorando as propriedades
de outros genes estruturais insecticidas introduzidos nou-
tras espécies de plantas, tornar-se-&o claramente visivels
aos especialistas na arte. 0 invento aplica-se, em princi-
plo, a qualquer introdugfo de um gens estrutural insectici-
da em qualquer espécie de planta, na qual DNa estranho (T=
-DNa na realizag8o preferida) possa ser introduzido e em
que o citado DNi possa permanecer estévelmente replicado.
De modo geral essas classes incluem, sem porém se limitarem
a elas, plantas gimnospermicas e dicoliledonias tais como gi
rassol (familia Compositesas), tabaco (familia Solanaceas),
alfafa, soja e outros legumes (familia Leguminoseae), algo~-
dfio (familia Malvaceae) e a maloria das verduras. As pra-
gas que podem ser controladas por melo do presente invento
e as safras que podem ser protegidas contra as mesmas inclu
em, sem porém estarem limitadas a elas as relacionadas nas
Tabelas 1 e 2, respectivamente. Devido & sua susceptibili-
dade a um certo nfimero de larvas, o algodfio é uma escolha
ideal para a inserg¢fio de um gens de proteina insecticida.
Cada uma das que seguem é uma grande praga do algodfo e é
também susceptivel & proteina insecticida do B.thuringien-
sis: Heliothis zea (lagarta do algodfo), Pectinophora gos-
sypiella (lagarta rosa), Heliothis virescens (lagarta do
broto de tabaco), Trichoplusia ni (lagarta da couve). A
aplicagfo de proteina insecticida preparada a partir de B.
thuringiensis esporulante nfo controla no campo insectos
tais como a lagarta rosa devido aos seus ciclos vitais e hé&
bitos de alimentagfo particulares. Uma planta que contenha
proteina insecticida nos seus tecidos controlard este recal-
citrante tipo de insecto, proporcionando assim uma vantagem
sobre os usos insecticidas anteriores do B.thuringiensis.
Pela incorporag8o da proteina insecticida nos tecidos de
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uma planta, o presents invento proporciona uma vantagem adi
cional sobre tais utilizagdes da técnica anterior, ao eli-
minar os casos de aplicagdo nfo uniforme e os custos de com
pra e aplicagfio de preparados insecticidas no campo. ade-
mals, o presente invento elimina a necessidade da tempori-~
zaglo culdadosa de tals preparados, visto que as larvas pe-
quenas sio as mals sensiveis & proteina insecticida e a pro
teina esti sempre presente, reduzido ao minimo os danos &s
safras, que ds outro modo resultariam do ataque larval an-

tes da aplicagdo.

A figura 1 apresenta a sequéncia do gene de proteina
cristalina de pl23/58-10, descrito no Exemplo 1.

A figuré 2 apresenta um mapa de posigdes de restrigio
e transcrigdo do T-DNA de pTil5955.

A4 figura 3 é um diagrama de uma construgfo descrita
no Exemplo 2, de um vector de DNi recombinante transpor-
tando um gene estrutural insectida sob o controlo de um pro
motor expressavel na planta.

As definigdes que seguem sfo proporcionadas para afas-
tar ambiguidades quanto & intengfo do seu uso na especifica

¢do e reivindicagdes.

T~DNA: Um segmento de DNA derivado do principio indutor de
transformacio (TIP) %Pe se integra no genoma da planta. O
termo, conforme é/na presente descrigfio inclui DNA original
mente derivado de qualquer estirpe de Agrobacterium indu-
tora de tumor, incluindo 4. tumefaciens e A.rhiogenes, sen
do o segmento inserido deste tltimo algumas vezes denomina-
do, na tecnica anterior, por R-DNA. Além dilsso o termo
T-DN4, conforme é usado aqui inclul quaisquer alteragdes,
modificagdes, mutagdes, substituigdes, insergdes e cancela-
mentos sejam naturais sejam introduzidos por técnicas de la
boratério, sendo uma necessidade e limitaglo estrutural prin
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cipal de tals modificacdes que esteja presente o suficlen-
te das extremidades direita e esquerda dos T-DNAs para asse
gurar a esperada funcgfo, de integragio estével no genoma da
célula vegetal transformada, que é caracteristica do T-DNA.
0 T-DNA pode, por si sb ser um composto de segmentos derl-
vados de uma pluralidade de fontes de ocorréncia natural ou
sintética. Além disso o T-DNA deve conter pelo menos um
promotor exprsssivel na planta na posiglo 5' ou "a montan-
te" do local de insergio do gene estrutural insecticida,

de forma suficientemente completa para controlar o inicio
da transcrigfo e o inicio da translagfo de um gene sstrutu-
ral insecticida inserido. Este promotor pode ser derivado
de um gene de T-DNA, um gens de planta, ou qualquer outro
gene com um promotor que seja funcionayﬂentro de uma célu-
la vegetal em pelo menos um tecido e pelo menos um estégio
de desenvolvimento. Preferivelments, serd proporcionado
um ponto de Iinsergdo "a jusante", na direcglo de transcril-
¢8o e translagio inlciada pelo promotor (3' para o promotor
localizado de tal modo em relag8o ao promotor que permita
que um gene estrutural insecticida inserido no mesmo possa
ser expresso sob o controlo do promotor, quer directamente
quer como uma proteina de fusfo. O T-DNA pode também in-
cluir uma regifio 3' nfo traduzida a jusante do locus de in-
serglo do gene estrutural insecticida, o qual pode funclo-
nar para regular o término da transcriglo, poliadenilagéo,
e o processamento pds-transcritivo de DNA. Opcionalmente,
uma proteina de fusio pode ser formada entrs o gens estru~-
tural insectida e a extrsmidade 3! do gens estrutural que
fornece a reglfo 3' ndo traduzida. O0s elementos do promo~
tor e da regifio nfo traduzida 3' podem ser derivados dos

me smos ou de diferentes genes pré-esxistentes, e podem ser
derivados da mesma planta ou de outra diferente, de T-DNA
ou de outras fontes, Por exemplo, um gene estrutural 1n-
secticlda, conforme exemplificado no presente, poderia es-
tar instalado entre um promotor de gens vegetal e uma se-
quéncia 3! do mesmo gene, ou poderia ser uma construgfo com
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preendendo a regifo nfo traduzida 3' de um gens e o promo-
tor de outra, derivado da mesma ou de diferents espécie ve-
getal ou T-DNA. A regifio de codificagfio de um gene vegetal
conforme definida aqui pode incluir uma cédpia cDNA da par-
te estrutural de um gene vegetal, As regides do promotor

e nfo traduzida 3' podem incluir modificagdes, quer de ocor
réncia natural quer artificialmente induzidas, e podem in-
cluir segmentos sintetizados quimlcaments.

Promotor vegetal: Conforme usado na presente memoria inclul

elemsntos reguladorss, e pode além disso incluir elementos
estruturais de um gene vegetal, os citados sendo elementos
exbgenos aos genes do préprio T-DNA. Estes incluem, sem a
eles estarem limitados promotores dos genes de faseolina e
a pequena sub-unidade de ribulose-1,5-bifosfato carboxilase.
Ademais, um promotor de gene vegetal é uma regifio do gene
que proporciona e pode regular o inicio da transcrigdo e o
iniclo da tradugfo. Adicionalmente, as sequéncias de gene
estrutural vegetal (a regifio que codifica total ou parcial-
mente uma proteina e que pode ou nfo conter um ou mais "in-
trons") podem ser introduzidos no T-DNA. (Um intron é uma
regifo de uma transcrigfBo de genes que é removida pés-trans-
critivamente antes do mRNA ser traduzido). A expressfo sob
o controlo de um promotor vegetal pode assumir a forma de
expressfdo dirscta, na qual o gene estrutural normalmente
controlado pelo promotor é removido total ou parcialmente

e substituido pelo gene estrutural insecticida inserido,
sendo proporcionado um codon de partida quer como um resqui
cio do gens estrutural vegetal quer como parte do gene es~
trutural insecticida inserido, ou por expressio de fusio de
proteina, na qual todo ou parte do gene estrutural insecti-
cida o inserido em fase de armagio de leltura correcta den-
tro do gene sstrutural vegetal existente. No fltimo caso,
o produto de expressio é denominado proteina de fusfo. O
segmento promotor pode ser, ele proprio, um composto deseg-
mentos derivados de uma pluralidade de fontes de ocorrencia
natural ou sintética. As fontes de um promotor vegetal in-
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cluem, ndo estando porém limitadas a elas as plantas rela-
cionadas na Tabela 2.

Promotor de T-DNA: Refere-se a qualquer um dos promotores
de ocorréncla natural comumente associados ao T-DNA integra
do. Estes incluem,nfo estando porém limitados a eles pro-
metores da transcrigfio "1,6", genes de sintase de octépina
(ocs), genes de sintase de nopalina (nos), genes de tms,
tml, e tmr, e podem depender parclalmente da fonte TIP do
T-DNA. A expressfo sob controlo de um promotor de T-DNA
pode assumir a forma de expressio directa, na qual o gene

e struturel, normalmente controlado pelo promotor, é removido
total ou parcialmente e substituido pelo gene estrutural in
secticida inserido, um condon de partida sendo proporciona-
do quer como um resquicio do gene estrutural de T-DNa,

como parte do gene estrutural insecticida inserido, ou pela
expressdo de proteina de fusfo, na qual todo ou parte do ge
ne estrutural vegetal é inserido em fase de armaglo de lei-
tura correcta dentro do gene estrutural de T-DNA existente,
No Gltimo caso, o produto da express3o é denominado protel-
na de fus3o. O segmento promotor pode, ele proprio, ser um
composto de segmentos derivados de uma pluralidade de fon-
tes, de ocorréncia natural ou sintéticas,

Promotor expressivel em Planta: Conforme é usado na presen-
te descrigfo,inclul as definigdes de promotor de T-DNA e
promotor vegetal, supra. Contudo, um aspecto essencial do
promotor componente do presente invento é que o gene estru-
tural insecticida esteja sob o controlo de promotor expres-
sdvel numa célula vegetal. Portanto, o promotor expressé-
vel na planta refere-se adicionalmente a qualquer promotor
expre ssivel numa célula vegetal, que seja expresso em pelo
menos um tecido durante pelo menos um estégio de desenvol-
vimento., 4is fontes podem incluir, sem no entanto se limi-
tarem a eles virus vegetais (por exemplo, os promotores das
transcrigdes 35S e 195 do virus do mosaico da couve-flor,
(CaMV), virus animals, eucariotas nZo vegetals (por exemplo,
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animais, levedo), ou plastidios (por exemplo, um promotor
de cloroplasto ou procaridtico, se o gene insecticida ti-
ver que ser inserido no DNA do cloroplasto). As proprie-
dades e componentes de um promotor derivado de uma fonte
que nfo seja um DNA ou T-DNA vegetal (por exemplo, "caixas
TATA, pontos de partida translativos ATG, locals de emenda
de introns, etc.,) sfo as mesmas que as descritas supra pa-
ra os promotores de T-DNA e promotores vegetais, e estdo
também incluidas dentro da presente definiglo., O segmento
promotor pode, ele proprio, ser um composto de segmentos
derivados de uma pluralidade de fontes de ocorréncia natu-
ral ou sintética,

Gene estrutural insecticida: Conforme usado na presente
descricdo inclul a parte de um gene Insecrlcida que compre-
ende um DNA codificado duma proteina, um polipeptido insec-
ticida ou parte do mesmo, possivelmente um codon inicial de
traduglo, carecendo porém de outros elementos funcionais de
um gene bacteriano que regulam o infcio da transcrigfo e o
inicio da tradug¢fio, comumente denominados regilio promotora.
(Note-se que, no presente invento tals elementos funcionais
bacterianos podem estar presentes apbds a transferéncia do
gene estrutural insecticida dentro do T-DNA. Contudo, como
eles nio sfo funcionals dentro de uma célula vegetal, tails
elementos nZo sfo mencionados pelo termo '"gene estrutural
insecticida"), Um gene estrutural insecticida pode ser de-
rivado total ou parcialmente do DNA plasmidio, DNA genomico
cDNA e DNA quimicamente sintetizados. Pretende-se, alnda,
que um gene estrutural insecticida possa conter uma ou mais
modificagdes, quer nos segmentos de codificagfo quer nas re
gides ndo traduzidas, que possam afectar a actlvidade bio-
légica ou estrutura quimica do produto da expressio, a ra-
z80 da expressdo ou a maneira de controlar a expresséo.
Tals modificagdes poderiam incluir, sem porém a isso se 1li-
mitarem mutagdes, insergdes, cancelamentos, substitulgdes,
e modificagdes "silenciosas" que ndo alteram a estrutura
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quimica do produto de expressio, mas que afectam a locall=-

zac8o intercelular, transporte, excregfo ou estabilidade

do produto de expressdo. O gene estrutural pode constituir
uma sequéncia de codificagfio ininterrupta ou incluir um ou

mais introns, vinculados pelas jungdes apropriadas de enla-
ce "vegetal" funcional, que podem ser obtidas de uma fonte

sintética ou de ocorrdncia natural. O gene estrutural po-

de ser um composto de segmentos derivados de uma pluralida
de de fontes de ocorréncia natural ou sintética, codifican~
do uma proteina composta sendo a protefina composta insecti-
cida ou parclalmente derivada de uma proteina ilnsecticida.

Protefina insecticida: Conforme usado na presente descrigdo
incluil uma protefna bacteriana téxlca de qualquer modo aos
insectos., Isto inclui uma proteina ou peptido que seja di-
recta ou indirectamente téxico ou inibldor de crescimento
de insectos, sob quaisquer circunstincias. Isto também in-
clui proteinas que sdo tdxicas quando do contacto, lngestdo,
ou raspiragfo, quer sozinhas quer em combinagfo com outro
material, em yualjuer ocasifo dentro do ciclo vital de um
insecto, incluindo os estéglos de ova, larva,pupa, ninfa e
adulto. Isto inclui protefnas téxicas a insectos, especi-
almente os das familias dos Lepiddépteros e Dipteros, e os
dos géneros Ostrinia, Hellothis, Pectinophord, e Trichoplu~
sia, por exemplo, M. sexta, 0. nubllalis, H. zea, H.vires-
cens, P. gossyplslla, I. nl. Outras classes que poderiam
sar escolhidas como alvos incluem, sem porém se limitarem

a elas relacionados na Tabela 1., Exemplos de proteinas in-
secticidas ineluem, porém ndo estfo limitados a diversas va
riedades, relaclonadas na Tabsla 3, de Bacillus thuringlen-
sis ou de outras espécies de Bacillus, por exemplo, B. ce-
reus, B. polilliae, e B. sphasricus. Os genes que sdo usa-

dos para construlr ou de outro modo codificar sequéncias,
codificando protefnas téxicas aos insectos incluem, porém
ndo estando limitados a fosfolipases, hlaluronidases, fos~
fatases proteases, e as virlas proteinas cristalinas de B.
thuringiensis. 0 termo protefna cristalina deve ser enten-
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dido como referindo-se a ambas as formas de protoxina e to-
xina, a proteinas téxicas relacionadas com a proteina que
é encontrada nos corpos de inclusfio cristalinos do Bacillus
thuringiensis, e &s modificagdes artificials de proteinas

cristalinas de ocorréncia natural. As proteinas relaclona-
das poderiam ser indentificadas por homologla de &cido nu-
cleico, estrutural de proteina ou de sequéncla, reactivida-
de cruzada imunolégica, ou hibridizagfo cruzada de &cidos
nucléicos.

Tecido vegetal: Inclui os tecldos diferenciados e nio dife~

renclados de plantas incluirdo sem porém a eles se limitar
as rafzes, ramificagdes, pbdlen, sementes, tecido tumoral,
tal como bugalho, e vérias formas de agregagdes de células
vegetais em culturas, tais como embries e calos. O teci-
do vegetal pode ser in planta ou em érg8o ou tecido ou cul=-
tura de células, e pode ser derivado de plantas que incluem,
mas nio estfo limitadas, a elas as relaclonadas na Tabela 2

Ccélula vegetal: Conforme usado no presente, inclul células

vegetals in planta e células vegetais e protoplastos em cul
tura, e pode ser derlivado de plantas que incluem, mas sem
se limitarem a elas &s relacionadas na Tabela 2.

A produgfio de uma planta genéticamente modificada ex-
pressando um gene estrutural insecticida introduzido via
T-DNA combina os ensinamentos especificos da presente divul
gaglo com uma variedade de técnicas e expedientes conheci-
dos da técnica. Na malorla dos casos, existem expedientes
alternativos para cada estiglio do processo geral., A esco-
lha de expedientes depende de variéveis tais como a esco-
lha do TIP bésico ou outros sistemas vectores para a intro-
dugfo e manutengfo estédvel do gene estrutural insecticlda
expressivel, a espécle de planta a ser modificada e a estra
tégila de regeneraclo desejada, e o gens estrutural insecti-
cida particular a ser usado, que apresentem todos estégilos
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de processo alternativos que oS possuldores de habllidade
comum podem selecionar e usar para alcangar um resultado
desejdvel. Por exemplo, apesar do facto de o ponto de par-
tida para obter um gene estrutural insecticida estar exem~
plificado no presente pedido por DNA isolado  de B. thurin-
glensis var. Kurstaki HD-73, o DN4 de outras estirpes bac~
terianas transportando genes de proteina insecticida ou mo-
1éculas de DNA recombinante poderiam ser usados em sua subs
tituiglio desde que fossem feitas modificagdes apropriadas
nos processos de isolamento e manipulaglo de genes 4 medlda
em que novos meios sejam desenvolvidos para a expressdo con
trolada e/ou a insercgfo estével de genes estranhos em célu=-
las vegetais, os peritos do ramo estarfo aptos a escolher
dentre esses estglos de processo alternativos para atingir
um resultado desejado. 0s aspectos fundamentals do invento
sfo a natureza e a estrutura do gene insecticlda e seus mel
08 de insergio e expressdo num genoma vegetal, Os estéglos
restantes da incorporagfo preferida, para obter uma planta
genéticamente modificada, incluem a insergéo da combinaglo
de promotor/gene estrutural insecticida no T-DNA, transfe-
rir o T-DNi modificado para uma célula vegetal onde o T-~DNA
modificado se torna parte do gemoma da célula vegetal, téc-
nicas para a cultura in vitro e eventual regeneragio em
plantas integrais, que podem incluir estégios de seleclonar
o detectar células vegetals trans_formadas e estégios de
transferéncia do gene introduzido desde a estirpe original=-
mente transformada, em cultivos comerclalmente aceitéveis.

Uma caracter{stica principal do presente invento na
sua forma de realizagio preferida é a construgfio de T-DNA
com um gene estrutural insecticida inserido sob o controlo
de um promotor expressdvel em planta,ou, mals preferivelmen
te, um promotor de T-DNAi, conforme estes termos foram defi-
nidos, supra. O gene estrutural insecticida deve ser inse-
rido em posiglo e orlentagfio correctas em relagio ao promo-
tor desejado., A posigfo possul dols aspectos. O primeiro
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relaciona-se com qual o lado do promotor em que esté inse=-
rido o gene estrutural. Sabe-se que a maloria dos promoto-
res controla o infcio da transcrigfio e traduglo em apenas
uma direccgfo ao longo do DNA. A regifo de DNA que permane-
ce sob o controlo do promotor é denominada como estando "a
jusante" ou, alternativamente, "atrds" ou " 3" quanto ao prd
motor. Portanto, para ser controlado pelo promotor, a po-
si¢8o correcta de insergio do gene estrutural vegetal deve
ser "a jusante" do promotor. (Reconhece-se que alguns pro=-
motores conhecidos exercem controle bidireccional, caso em
que qualquer lado do promotor poderia ser conslderado como
estando "a jusante" do mesmo). O segundo aspecto de posi-
¢8o refere-se & disténcia, em pares de base, entre os ele-
mentos funcionais conhecidos do promotor, por exemplo, o
local de iniclo de transcrigfo, e o local de iniclo de traps
lag8o do gene estrutural. Uma substancial variagdo parece
existir em relag8o a esta disténcia, de promotor para pro-
motor. Portanto, as exigénclas estruturals em relagfo a
isso sfo melhor descritas em termos funclonais. Como uma
primeira aproximagfio, uma razoédvel operacionalidade pode ser
obtida quando a disténcia entre o promotor e o gens estrutu
ral insecticlda inserido é semelhante & disténcia entrs o
promotor e o gene de T-DNA que ele normalmente controla. 4
orientagfio refere-se 4 direcclionalldade do gene estrutural,
A parte do gene estrutural que finalmente codifica o térmi-
no de amino da proteina vegetal é denominado a extremidade
5! do gene estrutural, ao passo que a extremidade que codi-
fica os aminobdcidos proximos da extremidade carboxilo da
proteina é denominada a extremidade 3' do gene estrutural.
& orlentag8o correcta do gene estrutural insecticlda é com
a extremidade 5' do mesmo préximo do promotor. TUma exigén-
cla adicional no caso de construgdes que levam & expresséc
de proteina de fusio é que a inserc¢fo do gene estrutural
insecticlda na sequéncia de gene estrutural doado por promo
tor seja tal que as sequéncias de codificagfio dos dois ge-
nes estejam na mesma fase de armagfio de leitura, uma exigén
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cia estrutural que é bem entendida na técnica. Uma excepgdo
a esta exigéncia, de importancia para o presente invento dé-|
-3¢ no caso de um "intron" separar sequéncias de codificagéo
derivadas de um gene de proteina insecticida do primeiro seg
mento de codificagfio do gene estrutural Iinsecticlida. Nesse
caso, o gene estrutural insecticida deve ser dotado de um
locus de unido compativel com a jungio de unifio a montante
proporcionada pelas sequéncias de codificagfo ndo insecti-
cidas a os loci de unifo de posicionados de modo tal que a
armagdo de leitura correcta para o gene astrutural doado pe-
lo promotor e o gene estrutural insecticlida sejam restaura-
dos em fase apbs o "intron" ser removido pelo processamento
pbs-transcritivo. Diferengas em razdes de expressdo ou con-
trolo de desenvolvimento podem ser observadas quando um da-
do gene estrutural insecticida é inserido sob o controlo de
diferentes promotores expressdvels em plantas. Diferentes
propriedades incluindo, porém ndo se limitando a elas pro-
priedades tails como establlidade, locallizaglo intercelular
ou intracelular ou excregfo, solubilidade, especificidade

de alvo, e outras propriedades funclonais da prépria protei-
na expressa podem Ser observadas no caso de proteinas de fu-
sdo que dependem do lugar de 1insergfo, o comprimento e pro-
prledades do segmento de proteina de T-DNa incluldo dentro
da protefina de fusfo e as interag¢des mfituas entrs os compo-
nentes da proteina de fusfo que efectuam a configuragdo do-
brada da mesma, que apresentam todas numerosas oportunidades
para manipular e controlar as propriedades funclonals do pro
duto de proteina insecticlda, dependendo das desejadas pro-
prisdades fisiolégicas dentro da célula vegetal, tecldo ve-
getal, e na planta integral.

4 localizag8o do locus de inserglo da combinagdo promo-
tor/gene estrutural insecticida ndo é critica, contanto que
a fungdo de transferéncia de sequéncias envolvendo imedlata-
mente os limites do T-DNi nfo seja interrompidas, visto qus,
por estudos da técnica anterior, essas regldes parecem ser
essencials para a insergfio do T-DNA modificado no genoma da
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planta. O0s loci de insergdo preferidos sdo aqueles que
exlstem em &reas que sfo as mals activamente transcritas,
em particular o gene tml e uma &rea designada "1,6" exis-
tente no fragmento H indIII-f, e equivalente 3 transcrigdo
24, conforme mostrado na figura 2. 0 termo "1,6" é usado
aqul para designar esta regifio activamente transcrita do
T-DNa. O T-DNa no qual a combinagfio de promotor/gene Iin-
sectida é inserida, é obtido de qualquer um dos plasmidlo
TIP. O gene insecticida é inserido por técnicas padrdo bem
conhecidas dos especlalistas na arte. A orientagZo do gene
vegetal inserido, em relagfo & direcgfio de transcrigio e
translagfo dos genes T-DNi enddgensos, nio é critica e qual
quer uma das duas orlentagdes possivels é funcional, Dife-
rengas na razdo de expressfo podem ser observadas quandoum
dado gene é inserido em diferentes localizagdes dentro do
T-DNa, possivelmente devido a factores tals como a metila-
¢%o do DNia e a estrutura da cromatina., Nivels répldamente
detectéiveis de expressdo de um promotor vegetal do gene de
faseolina tém sido obtidos onde aquele gene fol inseridoem
pTi15955, um plasmidio do tipo octopina de A. tumefaclens
num local Smal encontrado dentro do gene tml ou um local
Hpal encontrade dentro de tmr.

Um meio conveniente para inserir uma combinaglo de
promotor/gene estrutural insecticida no T-DNA envolve o u-
so de um vector de transporte, conforme descrito supra,ten-
do segmentos de DNA (os segmentos entre os quals se dese-
ja a insercgfo) incorporado nua plasmidlo capaz de replican
-se em E. coli. O segmento de T-DNA contém um locus de res
trigfo, preferivelmente um que seja singular dentro do vec-
tor de transporte. O gene estrutural insecticida pode ser
inserido no locus singular nas sequéncias de T~DNA e o vec-
tor de transporte é transferido para dentro de células da
estirpe apropriada de Agrobacterium, preferivelmente uma
cujo T-DNi seja homblogo aos segmentos de T-DNA do vector
de transporte. A estirpe transformada de asgrobacterium é,
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preferivelmente cultivada em condigdes que permitam a selec
¢8o de um resultado de recombinacfo hombdlogo duplo que re-
sulte na substitulgZo de um segmento pré-existente do plasm|
dio Ti por um segmento de T-DNA do vector de transporte.
Contudo, deve-se notar que o presente invento nio se limita
4 introdugfo da combinagf8o de promotor/gene estrutural in-
secticida no T-DNA por um mecanismo de recombinagfio homdlo-
go duplo; um resultado de recombinac¢fo homdlogo com um vec-
tor de transporfe (talvez exista apenas uma s regifio conti
nua de homologiz com o T-DNA) em um tnico local ou uma in-
sergdo de um promotor transposos bacteriano portador de ge-
ne também demonstrarid ser um melo eficaz para inserir a
combinacdo no T-DNA.

Seguindo a estratégia acima descrita, o T-DNA modifi-
cado pode ser transferido para células vegetals por qual-
quer técnica conhecida no ramo. Por exemplo, esta transfe-
réncia pode realizar~se da maneira mais convenlente, seja
pela Infecgfo directa de plantas com a nova estirpe de Agro

bacterium contendo um gene insecticlida incorporado ao

T-DNA, seja pela co-cultivaglio da estirpe de Agrobacterium
com cédlulas vegetals., A primeira técnica, de infecglo di-
recta, resulta, oportunamente no aparecimento duma massa tu
moral ou bugalho no local de infecgfio. As células de buga-
lho podem subsequentemente ser reproduzidas em cultura e,
em circunstincias apropriadas conhecidas dos peritos do ra-
mo regeneradas em plantas integrais que comtém o segmento
de T-DNA inserido. Usando o método de co-cultivaglo, uma
certa proporgfo das células vegetals é transformada, ou se-
Jja, terdo T-DNA transferido nas mesmas e inserido no genoma
celular da planta. Em qualquer dos casos, as células trans-
formadas devem ser seleccionadas ou separadas para distin-
gui-las das células nfo trnasformadas. A selecgfo é mails
rapldamente realizada proporclonando-se um marcador selec-
cindvel incorporado no T~DNA em adigfio ao gene estrutural
insecticida. 0s exemplos incluem a redutase de dihidrofo-
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lato ou a fosfotransferase de neomicina expressa sob o con~
trolo de um promotor da sintase da nopalina. Esses marca-
dores sfo seleccionados pelo crescimento num meio contendo
respectivamente metotrexato ou Kanamicina, ou seus anédlo-
gos. Ademals, o T-DNA proporclona marcadores enddgenos ta=-
is como o gene ou genes que controlam o crescimento indepen
dente de hormonas dos tumores provocados pela Ti em cultura
0 gene ou genss que controlam a morfologia anormal de raf-
zes tumorals induzidas pelo Ri, e os genes que controlam a
resisténcia a compostos téxicos tals como andlogos de ami-
nodcido , sendo essa resisténcia proporcionada por uma sin-
tase deopina. 0s métodos de separacfo bem conhecidos dos
especialistas do ramo incluem ensalos quanto & produgfio de
opina, hibridizag¢do para sequéncias caracteristicas de RNA
ou T-DNA, ou ensaios imunolégicos para proteinas especifi-
cas, incluindo ELISAs (acrénimo para "ensaio de luzimas
Imuno-absorventes encadeadas snsalos rddio imunes e borrdes
"western". Adicionalmente, as propriedades téxicas da pro-
tedina insectida expressa podem ser usadas para identificar
o tecido transformado.

Uma alternativa & estratégla do vector de transporte
envolve o uso de plasmidios que compreendem T-DNA ou T-DNA
modificado, no qual é inserido um gene estrutural insecti-
clda, sendo os citado plasmidios capazes de replicagZio in-
dependente numa estirpe de Agrobacterium. Provas recentes
revistas no Histérico indicam que o T-DNA de tais plasmidi-
os pode ser transferido de uma estirpe de Agrobacterium pa-
ra uma célula vegetal, contanto que a estirpe de Agrobacte-

promover a transferéncia de T-DNA para uma célula vegetal,
0s plasmidios que contém T-DNA e sfo capazes de se replicar
independentemente numa estirpe de Agrobacterium sfo aqui
denominados plasmidios "sub-TIP", E possivel um espsctro
de varlagdes nas quals os plasmidios sub~-TIP diferem na
quantidade de T-DNA que contém. Uma extremidade do espec-
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tro retém todo o T-DNA do plasmidio TIP e é algumas vezes
denominada plasmidio "mini-TIP", Na outra extremidade do
espectro, é cancelada toda menos a quantidade minima de
DNA que envolve o limite do T-DNA, sendo as partes restan-
tes o minimo necessério para serem transferiveils para e in-
tegréveis na célula hospedeira. Tais plasmidios sfo denomi
nados "micro-TIP". O0s plasmidios sub-TIP sdo vantajosos pe
lo facto de serem pequenos e relativamente flceis de mani-
pular directamente, eliminando a necessidade de transferir
o gene para o T-DNA a partir de um vector de transporte,
através de recombinagfo homéloga. Depois do gene estrutu-
ral desejado ter sido inserido, eles podem ser introduzidos
directamente numa célula vegetal contendo os genes de trans
-actuagfio que promovem a transferéncia do T-DNA. A introdu
¢do numa estirpe de Agrobacterium é convenientemente reali-
zada quer por transformagdo da estirpe de Agrobacterium,
quer pela transferéncia conjunta de uma célula bacterlana
doadora, para o que as técnicas sio bem conhecidas de qual~
quer técnica. Para fins de introdugfo de novas sequéncias
de DNA num genoma de planta, os plasmidios TIP e os plasmi-
diocs mini-TIP devem ser considerados funclonalmente equiva-

lentes.

Apesar da forma de reallzagBo preferida deste invento
incorporar um sistema em que se utiliza como melo o Agro-
bacterium baseado em T-DNA para a incorporacgfo do gene in-
secticida no genoma da planta que deve ser tornuzda resisten
te aos insectos, outros meios para transferir e incorporar
o gene estfo também inclufdos no ambito deste invento. Ou-
tros meios para a incorporagio estivel do gene insecticida
nun genoma de planta incluem, ndo estando porém limitados
a eles, o uso de vectores baseados em genomas virals, mini-
~cromossomes, transposons, e recombinag¢lo homéloga ou ndo
homéloga em cromossomzs de plantas., Formas alternativas de
aplicag8o desses vectores numa célula vegetal incluem tam-
bém ndo estando porém limitadasaelas a absorglo directa de
de 4cido nucléico, fusdo com lipossomas contendo o vector,
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micro-injecglo, e encapsulaglo em proteina da capa viréti-
ca, seguida de um processo semelhante & infecglo, 0s sls-
mas baseados em células de Agrobacterium e TIPs podem ser
usados para transformar dicotiledéneas e gimnospémlcas pela
transferéncia de DNA duma bactéria para uma célula vegetal;
sistemas baseados em vectores alternativos ou melos para a
aplicagBo de vectores podem ser usados pare transformar to-
das as gimnospdrmias e todas as anglospermicas incluindo
tanto monocotiledbéneas como dicotiledéneas.

A regeneraclo de células e tecidos transformados é
realizada recorrendo~se a técnicas conhecidas. Um objecto
da fase de regeneragfo é obter uma planta completza que cres-
¢a e se reproduza normalmente, mas que retenha o T-DNA in-
tegredo. As técnicas de regeneraglo variam um pouco de acon
do com principios conhecidos da técnica, dependendo da ori-
gem do T-DNA, da natureza de qualsquer modificagbes no mes~
mo, e da espécie de planta transformada. As células vege-
tals transformadas por um T-DNA do tipo Ri sfo répidamente
regeneradas, utilizando~se técnicas bem conhecldas de qual-
quer técnico do ramo sem experimentagfio indevida. As célu-
las vegetals transformadas por T-DNA do tipo T1 podem ser
regeneradas, em alguns casos, pela adequada manipulaglo dos
niveis hormonais na cultura. Preferivelmente, contudo, o
tecido transformado por T1 6 mals facilmente regenerado se
o T=-DNA tiver sido transformado num ou ambos os genes tmr
e tmg. A inactivag8o desses genes devolve ao normal o equi
1librio hormonal no tecido transformado e aumenta grandemen=-
te a facilidade e a manipulacfio dos nivels de hormonio na
cultura, levando a uma planta que é ficllmente regenerada
devido & sua fisiologla hormonal mals normel., E importan-
te notar que se as mutagOes em tmr e tms forem introduzidas
no T-DNi através de recombinac¢fo homéloga dupla com um vec~
tor de transporte, a incorporagio das mutagdes deve ser se-
leccionada de maneira diferente da incorporagfo do promotoy
/gene estrutural insecticida. Por exemplo, no primeiro ca-
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so poder-se-ia selecclonar para resisténcia ao cloranfeni-

col, ao passo que & Gltima selecg¢Bo poderia ser para resis-
téncia 3 kanamicina. A inactivagfio dos loci tms e tmr po-

deria ser realizada por uma inserclio supresséo,ou substitul
¢fo de um ou mais nuclebtldos dentro das regides de codifi-
caglo ou promotoras desses genes, sendo a mutagio projecta-
da para inéétivar o promotor ou interromper a estrutura da

proteina. (4 construgdo de mutagdes adequadas fol exempli~
ficada por T. C. Hall et al., nfmeros de série

485,613 e 485.614). Nalguns casos, as células tumorals sio
capazes de regenerar ramificagdes que contém T-DNA integra-
do e expressam genes de T-DN4i, tals como a sintase de nopa-
lina, e que também expre ssam um gene estrutural insecticida
inserido. As ramificagdes podem ser mantidas vegetativamen
te por enxérto em plantas arraigadas e podem desenvolver
flores férteis. As remificacdes servem assim como material
vegetal genitor para plantas de progénie normal que contém
o T-DNA e expressam do o gene estrutural insecticida inse-
rido nas mesmas.

0 genotipo do tecido vegetal transformado é frequente~-
mente escolhido pela facilidade com que as suas células po-
dem crescer e regenerar-se na cultura in vitro. Caso uma
cultura de interesse agronomico seja inadequada para essas
manipula¢des, uma variedade mais sensivel é primeiramente
transformada. Apds a regeneragdo, o gene de proteina insec|
ticida estranho recém-introduzido é féacilmente transferido
para o cultivo agronomlco desejado através de técnicas bem
conhecidas dos especialistas na arte de cultivo de plantas
o gendtica vegetal. O0s cruzamentos sexuais de plantas cul-
tivadas com as culturas agronomicas resultaram num hibrido
inicial., Esses hibridos podem entfo voltar a cruzar-se com
plantas possuidoras do fundo genético desejado. A progénie
& continuamente examinada e seleccionada quanto & presenga
continua do T-DNA integrado ou quanto & um novo fenotipo re|
sultante da expressfo do gene de proteina insecticida inse-
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rido. Desta maneira, apés um certo nimero de ciclos de
cruzamento de retorno e selecgfo, podem-se produzir plan-
tas com um genotipo idéntico aos pals agronomicamente de se-
jados, com o acréscimo do gene de proteina insecticida in-

serido.

Num método alternativo para conferir a uma safra a re-
sisténcla a insectos, pode-se infectar as plantas dentro de
um campo que deva ser protegido com uma célula de Agrobac-
terium abrigando um plasmidio TIP tendo T-DNA ndo Incapaci-
tado que contenha um gene de proteina insecticlda expre ssé~-
vel., Verificdmos que as larvas se alimentarfo com o teci-
do dos bugalhos. Quando as larvas de insectos que infestan
o campo se alimentarem de tecldo transformado contendo um
gene insecticida, serio afectadas pela proteina insectici-
da existente naquele tecido. O Agrobacterium e o TIP pode=~
riam ainda codificar genes de atraentes de lnsectos. A pre
senga de tals atraentes no tecido transformado aunentard a
preferéncia dos insectos por tal tecido come fonte de ali-
menta¢fo, relativamente ao resto do material de safra no

CampoOe

EXEMPLOS

0s Exemplos que seguem utilizam muitas técnicas bem
contecidas e acessiveis aos especlalistas nos ramos de blo-
logia molecular e manipulagfio de TIPs e Agrobacteriumjtals
métodos estfo totalmente descritos numa ou mais das referén
cias, citadas quando ndo descritos detalhadamente na presen
te descrigfo. AS enzimas sfo obtidas de fontes comerciais
e utilizadas de acordo com as recomendagdes do fornecedor
ou outras variantes conhecidas da técnica. Os reagentes,
tampdes e condigdes de cultura sio também conhecidas dos
técnicos do ramo. Trabalhos de referéncia contendo tais
técnicas padrio incluem os seguintes: R. Wu, ed. (1979)
Met. Enzymol. 68, R. Wu et gg,edsa983) Meth. Enzymol. 100
e 101, L. Grossman & K. Moldave, eds. (1980) Meth. Enzymol.
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65, J. H., Miller (1972) Experiments in Molecular Genetics,
R, Davis et al. (1980) Advanced Bacterial Gemetics, R. F.
3chleif & P. C. Wensink (1982) Practical HMethods in Molecu-
lar Biology, e T. Haniatis et al. (1982) Molecular Cloning.
Adlcionalmente, R. F. Lathe st al. (1983) Genet. Engin. 4:
1-56, fazem comentérios Gteis sobre manipulagdes de DNA.

0 uso textual isolado do nome de uma endonuclease de
restrigic, por exemplo uBcll"refere~-se ao uso daquela enzl-
ma numa digestéo enzimética, excepto num diagrama onde o mes
mo se possa referir ao locus de uma sequéncla susceptivel &
acglo daquela enzima, por exemplo, um locus de restricéo.
No texto, os loci de restrigfio sfo indicados pelo uso adiclo
nal da palavra "locus'" por exemplo, locus,Bellfuso adicional
da palavra "“fragmento", por exemplo, "fragmento Bcll", indi-
ca uwa molécula linear de LNA com entrangado duplo, com ex-
tremidades geradas pela acclo da enzima mencionada (por exem
plo, um frugmento de restrig¢fio). Uma frase como "fragmento
Bell/Smel" indica que © fragmento de restrigfio fol gerado
pela acglo de duas diferentes enzimas, aqul Bcll e Smal,
resultando as duas extremidades da acgfo de diferentes en-
zimas, HNote-se que as extremldades terdo as caracteristi-
cas de serem *rombudas" ou'aderentes" (isto é, terfo uma pro
tuberincia de ux sb corddo passivel de acoplamento de base
com um oligonucleétido complementar de corddo finice), e que
a sequéncia de uma extremidade aderente serd determinada pe-
la especificidade de enzima que a produz.

Nestes exemplos, sdo usados simbolos especlials para
tornar as sequéncias mals facilmente compreensivels. As se-
quéncias que codificam proteina estdo sublinhadas, & os o=
dons estfio separados por barras (/). As posigdes de secclo
namentos ou espagamentos em cada cordZo, causadosS por enda.
nucleases de restrigio ou de outro modo, s8o indicadas pela

colocaglo de asteriscos ().

0s plasmidios, e sémente os plasmidios, sdo precedidos
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de um "p", por exemplo, pTil5955 ou pKS-4, e a estirpe com
parénteses indica um plasmidio abrigado na meSma, por exem-
plo, 4. tumefaclens (1T115955) ou k802(pKS-4). A Tabela
4 prové um indies Util para ldentificar plasmidios ¢ seus
inter-relacionamentos, A Tabela 5 fornece uma relagfo de

estirpes depositadas,

Exemplo 1

0 primeiro estégin no desenvolvimento de uma safra re-
sistents a insectos fol clonar o gene de proteina insecti-
cida do B. thuringilensis var. Kurstaki HD-73, que estd de-
positado junto & Colecgdo de Culturas de Pesquisa Agricola
(Agricultural Ressarch Culture Collection), no Worthern Re
gional Research Laboratory, em Peoria, IL., & tem o nlumero
NRRL B-4438,

1.1 Clonagem do gen2 de proteina insecticlda do Bacillus

thuringiensis.

0 plasmidio de 50 megadaltons (MD) fol enriquecido a
partir do HD-72 por mein de centrifugaglo com gradiente de
sacarose, Fol construlda uma biblioteca de HDY3 digerindo
-se primeiramente este plasmlidio com HindIII, Os fragmen-
tos rasultantss foram misturados a, e ligados com pBR322
linearizado com HindIII (F. Bolivar et al. (1978) Gene
2:95=113) e transformado em E. coli HBLOl, Os transforma-
dores resistentes & amplicilina e sensivels & tetracilina
foram separados pela digest8o do DNA isolado do plasmidio
com HindIII e escolhendo~se oS clones com inser¢bes de pa-
res de 6,6 quilobases (kbp). As colédnias contendo os plas
midios pl23/58-3 e pl23/58-10 foram seleclonadas dentre a
biblioteca de HD-73 para andlise subsquente, usando um en-
salo biolégico com insectos (vide Exemplo 8). ZEsses clomes
foram alimentados em caldo L e uma suspensfo de células nu-
ma concentragfo de 250 vezes fol precipitada com ultra-sons
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e o extrato, aplicado & superficle da dieta dos inssctos.
Larvas recem-nascldas de Manduca sexta (larva do tabaco)
foram colncadas sobre a dista durante uma semand. hs lar-
vas de insectos alimentadas com extractos de estirpes con-
tendo o pl23/58-3 ou o 0123/58-10 nfio cresceram e todas &s
larvas morreram em 2 a 5 dias, Ndo houve diferenga aparen-
te entre as larvas alimentadas com esses3 extractos o as
slimentadas com proteina insecticida purificada de células

do B. thuringiensis.

A an4lise do enzima de restrigdo do pl23/58-3 e
pl23/58-10 mostrou que o3 dois plasmidios eram 1déntlcos
excepto quanto ao facto de terem o fragmento de DNi de B.
thuring iensis de 6,6 kbp inssrido no vector pBR322 em ori-
entagdes opostas. Note~se que ambos esses plasmidios podem
sar convertidos um no outro pela digestlo com HindIII, reli
gaclo, e transformaglo em HB 101, seguido de estiglos apro-

priades de selecgfo e separagdo.

0 pl23/58-10 fol ainda usado para sondar oS transfor-
mantes na bibliotsca de plusmidios HD-73. Dezasseis das
572 colénias hibridizaram-se na insercdo do clone pl23/58-10
6 todas tinham o fragmento caracteristico de HindIIl de 6,6
kbp., Uma subsequente andlise de enzima de re strigfo mostrm
que esses clones eram todos de uma das duas possiveis orlen
tagdes no pBii,22 do meSmo fragmento de DNi. Isto sugeria
gue poderia haver um sé gone de proteina cristalina na es-
tirpe HD-73. O facto do que e5s23 clones representam o Uni
co gene de proteina insecticida no HD-73 fol confirmado pe-
la hibridizacfo da sonda rotulada pl23/58-1C com borrdes
Sulinos de DNa de plasmidio HD-73 digerido com HindIII,
BglII ou Sall. Nenhuma desSsas enzimas tinha um locus de
restri¢fio em nossogene de proteina cristalina clonado. Cs
resultados da hibridizagfo mostraram um sé corddo de DNi ce
lular de B. thuringiensis hibridizado com pl23/58-10 e in-
dicaram ainda que o HD-73 possuia um sé gens de proteina
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cristalina insecticida. Identificlmos um certo nﬁmerolde
outros clones por hibridizaglo com uma sonda felta de
pl23/58-10. O mapeamento de restriglo mostrou que esses
clones sdo todns i1ddnticos quer ao pl23/58-3 quer ao
pl23/58-10, apolando ainda a conclusdo de que o HD-73 pos-
sul um sb gene de proteina crilstalina.

1,2 Aandlise imunolégica

As andlises da proteina produzida por clones de E.
coli mostram gque a proteina codificada como pl23/58-3 e
pl23/58-10, que formou uma failxa de precipitina com o anti-
soro da proteina insecticida do B. thuringiensis em placas
ge difusfo de Ouchterlony. Os extractos de células foram
unalizados em geleias de SDS-poli-acrilamida a 10%, trans-
feridos para nitrocelulose, e reagdes imunolégicas feitas
com anticorpo e protefna 4 125 (Mancha Western, Exemplo 7)
Nenhuma faixa fol encontrada a 130 kD (quilodalton, onde é
nhservada a protoxina desnaturada, contudo, fol visto um
peptido de cerca de 65 KD, o qual vincula o anticorpo da
protefna cristalina (Manchas Western feitos como no Exemplo
7), e era de dimensfio identica 2 da toxina activada. Este
peptido representava aproximadamenteqlf da proteina total

do E. coli.

1.3 anélise sequéncial

Cowpmémos 03 mssos resultados sequénciais do DNa (fi-
gura 1), obtidos por métodos bem conhecidos dos especialis-
tas técnica de sequenciamento de DNA (por exemplo, vide A.
M. Maxam & W. Gilbert (1980) Meth, Enzymol. 65: 499-560),
com sequéncias publicadas (vide Histérico). 4s sequéncilas
publicadas apresentavam apenas uma homologia parcial com
nossa sequéncia. Fol observada uma moldura de leitura aber
ta de cérca de 2,8 kbp, que sstava vinculada & extremidade
5' por um sinal de partida de expressdo (ATG) e ndo parava
até encontrar o local HindIII na jungéo entre o DNiA do B.
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thuringiensis e o vector pBR322. 4 dimensfio da proteina
codificada por esta moldura de leitura aberta do ATG até
o local HindIII era malor que a da proteina de 67 KD que
observamos sstar expressamente no 8. coli, porém menor do
que é necessirlo para ccdificar a proteina cristalina na~-
tiva de 130 KD. 0 facto de o meio exacto de térumino da
expre ssfo no peptido de lelturs, codificado em pBR 322 ndo
ser importante é sugerido pela verificagfo de que a activi-
dade 1lnsecticida era codificada pelas insergdes de LNa do

B. thuringiensis com qualjuer uma das duas orientagdes

dentro do vector pBR322., Presumivelmente os residuos de
amino4dcido carboxi-terminais inicialmente trasladados para
o término carboxi final do polipeptido expresso foram remo-
vidos no & coll por um processo proteolitico semelhante ao
que activa naturalmente a proteina cristalina.

Lxemplo 2

Zste exemplo indica a inssrgdo do gene insecticida do
3acillus thurisgiensis entre um promotor de gene de T~DNA
e unm sinal de poliadenilagdo (acréscimo poll (&), a trans-
feréncia do gene insecticida a vérilas espécles vegetals
através de um plasmidio Ti, e a regeneragdo de plantas que
expressam este gene sob o controlo do promotor de T=DNa.
Uma grands parte da o stratégla usada nosta construgdo esta
diagramada na figura 3, que representa de maneira esquemati
ca plasmidios e ndo esta nece ssidriamente desenhada em es-

cala.

2.1 Introduclo do locus Bamil no gene de proteina iusscti-

cida,.

Un locus BamHIl é introduzida no gene de protefna in-
secticida do pl23/58-10 num locus logo 5' da partida da
sequéncia de codificagfio. 4 ssquéncia de base de tipo sel=-
vagem (b) e as bases alteradas num activador de oligonucled

tido (a) sdo como segue:
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BamiiI
a) 51 AGATGGAGRGATCCTT ATG GAT AAC 4AT 3¢

b) v o AGATGGAG GTALCTT/ATG/GAT/AAC/ e e
Met Asp Asn asn

.S bases alteradas sio a seguéncia iTG sublinaha em
(a). Note-se gque sdo asseguradas boas propriedades de hi-
bridizagio, porque apenas trés dentre 27 pares de bases sdo

altsrados,.

0 pl23/58-10 é digerido com HindIII e é misturado
com, e ligado a Dha mwB2344 RF (forma replicante) leneari-
zado com HindIII. 4 mistura transformada em JM103 e as co-
1énlas transfornadas sio separadas por isolamento de plas-
midio, seguldo de andlise de restrigfo quanto & prssenga
da insergio de uma dnica cépia do fragmento contendo gene
ds proteina insecticida. Os vectorss que contém as duas
possiveis orisntagdes sio rotulados M13-Bt-4 e M1l3-S.

Eles contém os corddes em contra sentido e em sentido dimcte
re spectivamente, dc gene estrutural insecticida quando na

forma virdtica.

¢ M13-Bta é hibridizado com o activador oligonucle b~
tido, 5' AGATGGAGGATCCTTATGGATAACAAT3', préviamente sinte-
tizado conforme descrito no Exemplo 10.1. O oligonucled~
tido:313=-Bt=a hibrido é clncubado com o fragmento Klenow
da polimerass I de DNA do E. coll, o DNa circular covalente
mente fechado (cceDNA) é enriguecido, e & mistura é trans-
formada em MJ103. 0s "virions" produzidos pelos transfor-
mantes sio isolados s usados para infecclonar eélulas a u-
ma baixa miltiplicidade de infecgfo. O DNa RF é 1solado
dentre um ndmero de colénias infectadas e é caracterizado
por mapeamento de restrigfo. Os clones derivados do mutan-
te oligonucledtido-corddo activado sdo identificados pela
presenga de um nove locus BamilI na extremidade 5' do gene
estrutural insecticida, e um tal vector é denominado M13-
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~5t=a(Bam).

0 DNi RF ¥13-Bt=-a(Bam) é digerido com Bamiil e HindlII, e &
misturado com, e ligado a um conector, sintetlzado cenfor-
me deserite no Exemplo 10.1, e tendo a segulnte estrutura:

HindIII BamHI
51 LGCTAGCTIACTAG!
3'"TCGACTGRICCTAGS!

Note-se que oste conector contém sinuls de parade d= eXpres|
s8 (sublinhudos) em todas us trés possivels fases de lel-
tura. Cs consctores sfo removidos por digestdo com BamHI

e un fragmento de LNa contendo o geus estrutural insectici-
da 6 purificadc por elstroforese de gel de agarose.

2.2 Construcfo e modificaclio de um veiculo promotor

0 gene de T-iNa "1,6" é§ resumldo como segue:

Clal 960 bp 250 bp ClaI 60 bp
51,0 TuCACCARTWCG/MIG/GAC/ATE/ v ooo /TGA/ v v s s ATACGAT o v
wnaTai? 0 PBautas, . 30

promotor M D M..... parada sinals de peliadenllacdo.
Lo remover o fragmentc Clal, a regifo promotora do gene
n1,6" pode ser trazida até proximo da regllo 3' a Jusante
do gene. BEsta regifo 3' inclul sinals de poliadenilacéo.
i estrutura resultante é resumida como segue:

5'. . .l\.TACACChﬁhT*GGAThGTn LRI R R RC oMa‘tT&;“AO s 0000 ofJMTJ‘AAA»o

3' pronotor sinals de poliadenilacgdo

¢ pK8111, que é wum clone de pRK29C corresponderte ao clo-
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ne de T-DN4 p403 (que codifica o gene "1,6" que fol descri-
to na Descrigfio Detalhada, transcrigdo 24 na figura 2, vi-
de também CRFink(1982), tese de ilestrado em Ciéncias, Unlver
sidade de Wisconsi-iadison), 4 digerido com Clel e entdo re
ligado, (alternativaments, estas mesmas manlpulagdes des-
critas aqul podem ser reslizadas directamente no p4C3, que
é un clone baseado em pBR322, substitulndo a tetrazciclina
pele ampiciling durante a selecglo). A misture de ligagdo

é trnsformada em E. coli KE02 (W. B, Wood (1966) J. Nol.
Blol. 1£6:11E) e seleccionada para resisténcia & tetracleli-
na. O0s plasmidies s3o 1solados fazendo "minipreparados"
(preparados de plasmidio de culturas de células de pequeno
volume) e obtém-se mapas de restrigfo para se provar a es-
truturs, 0 novo veiculo, pKS-prol (vide T. C. Hall et al,
pedido dos E.,U.ie. N® de série 485,614), pode ser linearlza-
do por Clal.

0 pKS-prol desenvolvido em K802 foi secclonado com
Clal misturado com, e ligado a um conector BamHI/Clal que
n&o tinha 5'-fosfato, 5'CGGATC3's 4 mistura resultante fol
digerida com Clal para remover o pKS-prol religado, e trans-
foruuda em KE02, 0s plasmidics dos transformantes resisten
tes 4 tetraciclina sdo separados por andlise de restriglice
um plasmidio com o locus Clal na partida de trenslaglo ATG

substituida por uma locus BamHI é denominado pKS-proI (Bam),

2.2 Introdugio de um Gene Resistente & Kanamicina no
pKS-prol(Bam),

B vantajoso ter um gene de resisténcia & kanamicina
(Kan) inserido peoximo da combinacfo de promotor/gemne insec-
ticida, de modo a permitir a seleccglo de recomblnantes du-
plos homélogos apés um acasslamento triplo. A fonte do Kan
fol o pKS-4 (Exemplo 2,5). No pKS-4 o gene Kan é flanquea-
do em cada lado por uma locus Clal. Para remover um gene
Kan contendo frugmento de pKS-4 com Clal (isto é num frag-
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mento "Clal/Kan"), é necessério introduzir uma Clal naque-
le plasmidio, no lado oposto ao Kan partindo do locus Clal
existente. Isso é realizado convertendo-se uma Bamil con-
venientemente colocada (5'.,.G*GATCC..e3') & especificide~
de de ClaIl (5' ...AT*¥CGAT..e3').

0 pKS-4 é linearizado por digestéo com BamHI, gerando
assim extremidades aderentes com as segulintes estruturss:

S'oooG GATCC.Q.S‘
3'...CGTAG C...3!

As extremidades reentrantes desta estrutura sfo preenchi-
das por incubagfo com o fragmento Klenow da polimerass I
do DN4 de E. coll, formando as seguintes extremldades rom-

budas:
se e GGATG GATCC e e
e e o CCTAG CTAGG...

Quendo essas extremidades estiverem rombudas e ligadas u-
mas 4s outras, a sutura resultante possul a seguinte se-

quéncia:

Clal
oo oGGAT ¥ CG ATCC. oo

«=~CCT4 GC ¥ TAGG e o

Note-se que a estrutura resultante é susceptivel & acglo
do Clal mas n&o & acglo do BamHI,

Alternativamente & construgdo acima, pode-se conver-
ter o locus BamH, ou outro locus de restri¢io conveniente-
mente locallizado, num locus Clal pelc uso dos conectores
apropriados. O pKS-4 foil digerido com Smal,misturado com
e ligado a Clal/ conectores de extremidade rombuda com a
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sequéncia 5' CATCGATG3', digerido com Clal, religado, e
transformado em K802, 0s plasmidios isolados de transfor-
mantes resistentes 4 Kanamicina foram examinados quanto &
presenca de uma novo locus Clal na posiglo anteriormente
ocupada por um locus posigdo Smal. Um fragmento Clal/Kan
pode ser isolado de tal plasmidio.

Quando desenvolvido no E. coli K802, o pKS-proI(Bam)
é metilado em dois loci Clal restantes: um est& a cercade
145 bases da junc8o de poliadenilagdo do promotor (isto é
cerca de 30 bases além do segundo locus de adenilagdo), o
outro esté a cerca de 200 bases da locus direita de p4(3
EcoRI (Vide figura 2). A metilaglo bloquela o seccionamen-
to pela endonuclease de restrigZo Clal num locus de outro
modo susceptivel, Portanto, essas metilagles protegem e s~
ses locals e efectivamente dirigem & acglo da enzima Clal
pera outros loci. O pK3-pro(Bam) é transferido para e de-
senvolvido no E. coll GM33, uma estirpe que ndo metila re-
siduos de adenosina no DNi, de modo que as loci Clal, de
outre modo metilados podem ser seccionados. Apdés a purifi-
cacdo desse plasmidio do GM33 (pKS-pro(Bam), € realizada
ura digestdo parcial com Clal e a mistura resultante é li-
gada ao fragmento Clal/Kan descrito aclma. Apés a transfor-
maglo em E. coll K802, os transformantes sfio seleccionados
em melos centendo tetraciclina e kanamicina., Apds o isola-
mento do plasmidio e o mapeamento de restriglo é identifi-
cado um clone com a construglo desejada e o plasmidio encon
trado neste clone é rotulado como pll-83a (figura 3).

0 pll-83a possuil um fragmento que contém gene kan, 1i-
gado na locus Clal "mediana" cerca de 30 bp além do segun-
dc locus podiglo de poliadenilagéo. O fragmento BamHI do
gene insecticida, isolado do vector modificado construido
no Exemplo 2.1, é agora ligado na posigdo BamHI do pll-83a
linearizado com BamlHI que fol transferido para e desenvol-
vido no K802 e é metiludo. 4pbs transformaglio em K802, se-
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lecgéo por tetraciclina e kanamicina, lsolamento do plas-
midio e mupeamento da enzima de restrigdo, a construglo de-
se jutla Com O gene estrutural insecticida inserido entre o
promotor nl,6" pT115955 e o locus de poliadenilagéo é iden
tificada, & © plasmidio abrigado na mesma é rotulade pll-

-33b (figura 3).

2.4 Eptroduqﬁo do<pll-83b nos plasmidios Ti

0 pll-836 é introduzido no pTi15955, pT1i66 (equiva-
lente a pTily95H, mas com um gene tms ndo funcional), e oS
mutantes sdo cancelados em regeneracgioc que afecta ©0S gene s,
através de reccmbinagéo homéloga (Bxemplo 10). A4S plantas
de tabaco sé@o transformadas por um sistema descritc no
Exemplo 6, e oS transformantes sdo jdentificados por bor-
rdes Southern o Forthern (técnicas bem conhecidas dos espe-
cialistas do ramo), com sondas apropriadas e pela presenga
de octopina e prote {na cristalina. O tecido de tabaco
transformado é letal 4s larvas do tabaco. A4S plantas de
tabaco sdo regensradas de células transformadas, conforme
descrito no Exemplo 6, e sdmitidas em programas de cultivo,
0s campos de plantes rogeneradas e seus de scendentes que
contém proteina insectlcida sfo resistentes & infestagéo
por lavras de insectos tals como as larvas do tabaco, em
virtude do efeito téxlco sofrido por tals larvas ao alimen

tarsm-se do tecido de tals plantas.

2.5 Clonagen © {solamento de um gene de rosisténcia &

kanamicing.

0 pkz102 (R. 4. Jorgenson et al, (1979) Mol Jox. Genet.
177:65=72), um plasmidio ColEl que contém uma cdpia do
n¢ransposon” Tng, fol digerido cou Bamil e HindIII, mi stura-
do com pBR322 anteriorments linearizado com as mesmas duas
enzimas, ligado, @ transformado em k802, 0s plasnidios,
i1solados de transformantes selacclonados para resisténcla

tanto & ampicilina como & kanamicina, foram mapeados quan=
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to & restrigdo e um, tendo a estrutura mostrada na figura
3, fol rotulado pKS-4.

Examglﬁ 3

Este sxemplo ensina outro método para inserir ua gene
expressivel para a proteina insecticida do B. thuringlensis
nuwa penoma de .planta. O vactor de transporte é semelhante
ao usado por C. L. Fink (1982), tese de Mestrado em Ciénci-
s, Universldade de Wisconsin-Madison, para colocar, o gene
nos num plasmidio T1 de octopina. No pre sente invento, as
sequéncias de codificagfio de proteina para nos sdo removi-
das o substituidas por um gene insecticida antes da Inssr-
¢80 no plasmidio Ti. O resultado eventual é um plasmidio
71 tipo octopina contendo um gene insecticilda expressével
em célnlas vegetals sob o controle de um promotor da sinta-

se da nopalina.

3.1 EovimentacZo do gene nos para o interior do 1l3mp?

0 pCF44 (Fink, supra) fol digerido com Xhol, religado
a sl préprio, e transforaado de novo em k802. O DN4 do
plasmidio 1solado de transformantes resistentes &4 amplcili-
na fol analizado com enzimas de restrigdo. Um plasmidio
com um Gnico ponto Xhol dentro das suas sequéncias de DNi
derivadas de plasmidio Ti fol denomlnado pCF444. 4 Unica
posig8o Yhol foi o resultado do cancelamento de um fragmen-
to de DNi entrs as duas posigdes pCF44 Xhol. A expressdo
deste fragmento Xhol resultou na completa remoglo de dois
loci Clal inconvenlentss.

0 pCF44.; fol digerido com HindIII e Bamidl, misturado
com e ligado ao pBR322, que havia sldo digerido com as mes-
mas duas enzimas de restrigfio e transformado em k802. Os
transformantes resistentes & amp icilina foram seleccilona-
do3 e examinados por anillse de enzima de restrig&o do DNA

-58-




Mod. 71 - 10 000 ox. - 09-84

55.710
Ref:384116

de plasmidins e fol identificada uma colénia que continha
um plasmidio tendo o gene nos, rotulado pNS5.-

0 pN35 fol digerido com Bcll e BamHI e fol misturado
com e ligado a uma forma replicante circular de corddo du-
plo (RF) do vector de DNi de corddo tnico M13mp7, que havia
sido linearizado com BamHI. 4pés a transformaglo da mistu-
ra em JM1l03 e. a selecglo de placas brancas, foram identi-
ficadas duas colénias por mapeamento de restriglo apds iso-
lamento de RF, denominadas M13-1l e M13-3, que continha os
corddes nos sentidos directo e retrdgrado respectlvamente,

quando em forma de cordio Gnico.

3.2 Colocuc8o do locus Ncol atrds do promotor nos

Um activador oligonucledtido tendo a sequéncia 5'
AGTCTCATACTCACTCTCAATCCAAATAATCTGCCATGGAT3! fol sintstiza-
do conforme descrito no EZxemplo 10.1, Este oligonuclodti-
do foi alterado na base sublinhada na sequéncia de ocorrén-
cla natural, na extremidade 5' do gene estrutural nos.

4 alteragfo resultou na introduglo de uma posigdo Neol,
51eeeC™ CATGG...3'y, no inicio de translaglio do 4ATG do gene
nos. 0 oligonuclsétido fol hibridizado ao DNA M13-3 circu-
lar de corddo Unico isolado de"virions" que haviam sido re-
movidos do meio de cultura por sedimentagZo. 0 oligonuclad
tido M13~3 hibrido fol incubado com ligase de DNA e o frag-
mento Klenow da polimerase I do DNa de Z. coll, DNA circu-
lar covalsntemente fechado (cccDNA) fol enriquecido, e a
mistura fol transformada em JM103. Os"viriond' produzidos
pelos transformantes foram isolados e usados para infectar
células a uma baixa multiplicidade de infecglo. O DNA de
RF fol isolado de um certo nimero dessas colénias infecta-
das e caracterizado por mapeamento de restriglo. Os clones
derivados do cordéo activado com oligonucledtido mutante fo
ram identificados pela presenga de uma ftnica posigfo NecoI,
o que permitia aos mesmos serem linearizados por aquela en-

mutados
zima, Os clones/foram ainda caracterizados para localizar
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o locus Ncol pela digestdo com ClaIl, BamHI (para ldentifi-
car moléculas linearizadas), e Clal juntamente com Ncol.
0 vector M13-3 mutado fol denominado M13-34/Bl8a

3:3 Movimentac8o do gene insecticida para o interior de
M13mp8

0 gene pl23/58-10 (Exemplo 1.1) foi digerido com
EcoRI e misturado com, e ligado ao DNA de KF M13mp8 linea-
rizado com EcoRI. Apbs a transformagfo da mistura em
JM103 e a selecgHo das placas brancas, duas colénias tendo
o fragmento portador do gene insscticida inserido em orlen
tagOes opostas foram identificadas por mapeamento de res-
trig8o. Zlas foram rotuladas MBT14 e MBT3 e tinham, res-
pectivamente, os corddes em sentido directo e retrégrado

quando em forma de corddo Gnico,

3.4 Colocacdo de um locus Ncol no inicio da translacgdo
do gene insecticida

Um activador oligonucledtido com a sequéncia 5!
GAGGTAACCCATGGATAACAAT3' é sintetizado como descrito no
Exemplo 10.1, Este oligonucledbétido é alterado nas duas ba-
ses sublinhadas a partir da sequéncia de ocorréncia natu-
ral na extremidade 5' do gene estrutural insecticida., 4
alteragdo resulta na introdugdo de um locus NeoI, 5'...
C™CATGG.+. 3"y no iniclo da translagfo de ATG do gene in-
secticida. O oligonucledtido é hibridizado em DNA MBT3 cir |
cular de corddo finico isolado de virions que haviam sidore-
movidos do melo de cultura por sedimentagfo. 0 hibrido oli-
gonucledtido: MBT3 é incubado com ligase de DNA e o frag-
mento Klenow da polimerase II do DNa do E. coli, ccDNi, 6
enriquecido, e a mistura é transformada em JM103., Os"vi-
rions" produzidos pelos trnaformantes sdo isolados e usados
para infectar células a uma baixa multiplicidade de infec-
Gdo. O DNa de RF é 1solado de um certo nimero dessas co-
lénias infectadas e caracterizado por mapeamento de restri-
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gio os clones derivados do cordio activado por oligonuc4 6~
tido sZo identificados pela presenga de um Gnico locus
Ncol que permite aos mesmos sS8r linearizados por aquela en-
zima, O clone mutado § caracterizado, além disso por ané=-
1ise de enzima de restrigfio e a presenga da sequénclia do
mutante 6 confirmada por sequénclamento. O plasmidio com
a sequdncia desejada é rotulado MBT3 (Ncoj.

3.5 Montagem ds um gense insscticida expressivel em plan-
ta num vector de transporte.

0 DNA do RF de MBT3(Nco) digerido com Ncol s HindII1I
& misturado com, e ligado a um conector, sintetizado con-
forme descrito no Exeamplo 11l.1, tendo a ssguinte e estrutu-
ra: extremidade HindIII BamHI
51 a3CLGACTALCTAG3'
31CTGATTGATCCTATS

Este conector codifica os codons de paragem ( sublinhados)
em todas as trés fases de leitura, e é terminado por ua lo-
cus Bamil funcional e uma extremidade zdssiva compativel can
HindIII e incapaz de reconstruir um locus HindIII. O frag-
mento de DN. portador do geno lnsecticida é entdo aparado
por digestafio com Ncol e Bamil e é isolado por eletroforese

em gel deo agaross.

pK3111-N (Fink, supra) é un plasmidio com um gene

nos 1nserido no DNia Tn5 (de pK3-4), que tews um gene kan fun
cional, que estd ele proprio, inserido no T-DNA do pKSlll-
-N.0 pKS111-N é linearizado com Sstll e digerido até o fim
com BamHI. C M13-34/B18a é digerido com Ncol e Sstll e o
fragmento promotor Sstll/Ncol é 1solado por sletroforess de
gel de agaross, O promotor 3stI1/Nccl e os fragmentos de
gene Ncol/Bamil sfo misturados com, @ ligados aos produto-
res de reacgfo pKS111-N SstII/BamHI., 4 mlstura de ligagZo &
ontio transferida para o interior de E. coli k802. C plasmi
dio isolado de transformantes resistentss & kanamicina edte
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traciclina é submetido & anidlise de enzimu de restrikfo e
sdo ldentificadas as colenias contendo plasmidios 1dénti-
cos an pKS111-N, excepto pela substituig8o de uma parte 5
do gene nos com um gene estrutural insecticida. Tal ples-
midiec € denominado pKS1l1-NpBt.

2.6 Insercdo dentro de plasmidlies TIP, infeccfo de planta

e regeneraclo,

0 E. coli k802 (pKS111-FpBt) é acasalado com h. tume-

faclens conforme descrito no Exemplo 9., 4Ls estirpes de A=

grebacteriunm escolhidas abrigam plasmidios TIP, baseados
em pIl'il15959, contendo mutagdes, tais como as descritas no
Histérico, que facilitam = regerersgfo. Recowbinuntes ho-
mélogos s8o escolhidos conforme descrito no Exemplo 9 e ca-
racterizados por mapesmento de restricfio. A eficécia da
construgéo é rapidamente testada pela infecgfio de hastes

de girassol. O0s bugalhos resultantes sfo ensaiados por
ELISL e borries Western confcrme descrito no Exemplo 74 ©
por andlise biolégica, conforme descrito no Exemplo 8,

De acordo com o descrito no Exemplo 6, as estirpes de agro-
bacterium s8c usadas para Infecter células de tabaco que
s8o ent8o regeneradas. As plantes resultantes sfo usadas
como material reprodutor a ser cruzade com diversas varie-
dades comercials, para as quais se desejam propriedades de
resisténcia a insectos., As plantes regeneradas e os campos
dos seus descendentes que contém proteina insecticida sdo
resistentes & infestagfo por lavras de insectos tals como a
larve do tabacc, em virtude de efeito téxico sofride por
tals lavras ao alimentarem-se de tecido de tals plantas,

Exemplc 4,

Zste exenple ensina outro método de inserg¢So de um gene
expressivel da pretefna insecticida do B. thuringiensis
num genoma de planta. 4 estratégia § semelhante & descrita
no Exemplo 3, mas difere pelc facto de ser usado um prono-
tor vegetal ao invds de um promotor de T-DNA., O gens vege-

-2




Mod. 71 - 10 000 ex. - 09-84

55.710
Ref:284116

tal que fornece o promotor é a faseolina, que tem demonstra
do ser actlva em espécies diferentes da sua origem, o fel-

Jéo Phaseolus vulgaris L.

4, 1 Mudenca do geits faseollna para o irterior do Mlamp?

Conectores BawHI, tendo a sequéncia 5' GGaTCC3', sdo
temperados pare former estrutures de corddo duplo, e liga-
des em extremicade rombuda para formar concatenadores. Es-
tes concatameros s8o parcialmente digerldos com Banil para
expor as extremldades adesivas 5'GaTC...3', que sfo compati
vels com as extrumldades adesivas geradas peles enzlnas
BamHI, 3CII, BglII, MboI, Sau3al, e XhoII (5'GATC...3')M
wa clone de faseolirna 177.4 faghcito de Charon 244 (S, M,
Sum et al., (1%81) Nature 289:37-41, J. L. Slighton et al,
(1983) Proc, Natl, icad. Sci. USs 80:1897-16C1, também
designodo como £G-PVPL177.4) 6 digerldo com BglIl e BamHi,
mlsturado com: e ligado @«os conectores concatenadons, e conm-

pletanente digericdo com PamHI, parsa aparar os conectores e
expor as extremidades adesivas BamHI, um fragmento de 3,8
kbp contendo o gene da fuseolira e sequéncilas laterais 5! e
3' é isolado por eletroforese de gel de agarose seguldo de
eluigdo. Iste fragmentc possul loci BamHI em qualquer uma
das duas extremldades, visto que o local de conexfo BamHI/
/BglIl ndo é suscetivel & acglo de qualguer uma das enzimas,
C fragnento de BglIT/BawHI de 3,8 kbp pode também ser obti-
do de pB.E, um sub-clone de 177.4 baseado em pBR222,

0 fregmento de 3,8 kbp 6 misturado com e ligado ao
M13mp?7 RF linearlzado com BamHI. Apbs a transformaclo da
mlstura em JM103 e a selecglo de placas brancas, sdo selec-
cionadas duas colénias apds a caracterizagfo por andlise de
restric8o e hibridizagfio dos RFs e do DNa fagdelto. A4As for-
mas virais do M13-3,84 e ¥13-3,83 demonstrem  conter res-
pectivamente, dos corddes de sentido retrogrado e directo
do ge da faseolina.
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4.2 Colecacgdo do locus Kcol atr4s de promotor de faseolina

0 Dnu do Phaseolus do ¥13=3,84 possul uma posicéo
NeoI cerca de 450 bp a montante da partida de transcerigdo
da faseolina. & presenga deste locus serd inconveniente
gquando se desejar clivar o plesmidic no Ncol para que se ja
irtroduzido no inicio de trenslacglo da faseolina. 0 IN&
de RF do M13-3,7& isolado é linearizado com Ncol e as extre-
midades salientes §' séo preenchidas pelo fragmento Klenow
da polimerese I do INa do E. coll. Lpbds ligac8o da extreml-
dade Tombuda e transformagdo em JM103, os DN&is de KRF séo 1sg
lados e caracterlzados por mapeamelito de restrigio. E esco-
1hide wma colénia gue wbrigue um vector, denominado ¥13-3.
gac, que carece do locus Neol do DNi do Phaseolus, mas que
de outro modo fica inulterado em relagdo ao ¥13-d, Bi.

Um activador oligonucleétido com & sequéncila
5! ATACTACTCTACQATGQTGAGAGCLAGGG3‘ é alterado nas bases sub
1inhadas em relacdo & sequéncia de ocorréncia natural na ex-
tremldsde 5' do gene Gu faseolina. 0 oligonuclebtido é hi-
bridizado com DNa de M13-d,8Ac de corddio anico circuler iso-
lado de"virions" que haviem sido removidos do meic de cultu-
ra através de sedimentacZo. O hibrido oligonucledtido:
M13-3,8sac é incubado com ligase de DNA e o fragmento klenow
de polimerase I de DNA do Z. cold, cceDNA é enriquecldo, e
o mistura é trensformada eu Ju103, Os'virlons" prcduzidos
pelcs transformantes sfio 1solzdos e usados para Infectar cé-
lulas & uma baixe multiplicidade de infecglo. O DNa de RF
é isolado dentre um certo ntwero dessas colénias infectadas
e caracterizado por mapeamento de restricfo. Os clones de-
rivados do cordfo mutante activado por oligonucleétido séo
jdentificados pela presenga de um novo locus Ncol posiclo-
nado na extremidade §' da sequéncia de codificac8o. 0s clo
nes sio, além disso caracterizados para localizarolocus
Ncol por digestfo com Clal e Clal juntamente com Ncol. 0
vecter k13-3,%c §é rotulado M13-3,84a.
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4.2

~

Colecac8do de um locus HindIJT na extremidade 3'’do

gene da faseolina.

Para introduzir convenlentemente o gene insecticida

no gene da fuseollna, duas alteracgdes adicionais devem ser
feitas nayuele gene de faseolina, A primelra alterucldo en-
velve a adig8o do locus HindTTT (5'...4%AGCTT...3') 5' ao
locus de poliadenilacéc -+ préHximo da extremidade 3' do ge=~
ne de faseolina. 4 outra alteraglo importante envolve a co-
locagfo de paragem de translagZo (por exemplo, Tais,TAG, ou
TGa, sublinhados ubalixo) em todas astrés molduras de lei-
tura. Quando o oligonucledtido

51 AGGGTGCATTTGAAGCTIGAATAAGTAAGAACTAAAATGC3 ! (a) 6 compara~
do com a extremldade 3' da sequéncia de codificacfio do gene
de faseolina (D), pode-se ver que o mesmo tem as proprieda

des desejadas, como Segue:

HindIII
a)  5'AGGGTGCATTTGA* sGCTTGAATAAGTAMGARCTALLATGCS !

) +e.aGGGTGCATTIOT GTACTGAATAAGTATGAACTAAAATGC, ..
ndo ccincidéneias: 4 M1 T

Note-se tamhém que este 38~-mero tem apenas 6 nfo coincidén-
clas, assegurando assim boas propriedades de hibridizaglo
durante a activacfio. 0 oligonucledtido

5 'uGGGTGCATTTGALGCTTGAATAAGTAAGAACTAAAATGC3 Y, sintetizado
como descrito no Zxemplo 10.1, é hibridizado em DN& de
M13~-3.84a circular de cordfo tnico purificado de virions
isclados pela centrifugac8o do melo de cultura. O higrido
de oligonucleétido/M13-3.8ia é incubado com ligase de DNA
e o fragmento klenow de polimerase I de DNA de E. coli,
cccDNA é enriquecido, e & mistura é transformada em JN103.
0s virions produzidos pelos transformantes sdo isolados pa=-
ra infecclonar células a uma balxa multiplicidade de infec-
¢80, O DNi de RF é isolado dentre um certo nlmero das cold
nias infectadas e caracterizado por anilise de enzima de res
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trigfo. O0s clones derivados do corddo mutante activado por
oligonucleétido sfo identificados pela presenga de um tra-
gado de locus HindIIT ne extremidade 3' do gene da faseoli-
na, e a presenga de sequénclas mutantes em ambas as extremi-
dades do gene estrutural é confirmada por sequénciamento.

U vector contendo as desejadas sequéncias é rotulado como

Ml:j" 3 ] 8&'& Lo

4.4 Inserciic o gens insectlcida

0 CNA de R de dBT3(Nco) 6 digerido com Ncol e HindIII
e & misturado com, e ligado ao DNA de i13-3.84b digerido com
ticol & Hindiil « 4 mistura § transformada em K802 ¢ o DN.

de plasalliio de transforawantss reslstentes 3 Kanamicina e/ou
tetraciclina € isolado e caractsrizado por anilise de enziua
de restrigfv. Um plasuidio tendo o gene sstrutural lnsecti-
clda inserilo entre o promotor de faseollnza e o local de po-
liadenilagfio € rotulado 413PpBt, e & escolhlda uma coldnia

abirigando o mesmo.

4,9 kudanca do gena de faseolina modificado para dentro de

un vector de transporte,

0 pK3111-K (Fink, supra ) possul o gene kaun Tn) do
pKS-4 inserido entre o3 locals iindIII do T-DNA do prsill.
0 DNi de RF/M13-PpBt & digerido com Bamll e nisturado com,
s ligado ao pKS1ll-k linearizado com Bamil (Fink, supra ).
0s plasmidios de transformantes de k802 resistentss a kana-
micina e/ou & tetraciclina sfo isolados e caracterizados
por tragado de restrigio., E escolhlda uma colénia que abri-
zue um plasmiilo rotulado pKS11l-PpBt, que contém a combi-
ragio de promotor de faseolina/gens estrutural insecticida/
/local de poliadenilacfo, que, juntamente com um gen» Xan,

6 envnlvido por T-DNa de octopina.

4,5 1Insercfo dentro de plasaidios TIP, infacg8o da planta,

e rereneracfo.
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0 &, coli K802 (pKSlll-PpBt ) § acasalado com A.
mefaciens conforme descrito no Sxemplo 9. As estirpes de
agrobacterium escolhidas abrigam plasmidios TIP, baseados
em pT115955, contendo mutagdes, tais como as descritas no
Histdrico, jue facilitam a regenerag%o. Recombinantes ho-
mélogos sdo selecclonados conforme descrito no Exemplo 9 e
caractsrizados por mapsamsnto de restrigfio. A eficécia da
construgfo 4 rapidamente testada pela infecg8o de hastes de
glrassol. 0s bugalhos resultantes sfo snsaiados por ZLISA e
borrdes ¥Western, como é descrito no Exemplo 7 e por ensalo
‘blolégico, comc se descrsve no Zxemplo 8. Conforme descrito
no ixeuwplo 6, as estirpes de igrobacterium sfo usadas para
infactar células de tabaco que sfo entfo regeneradus, 4s
plantas resultantes sfo usadas como material de criacfo pa-
ra serem cruzadas com diversas varisdades comerclals, para
ad quals se desejam propriedades de resisténciz a insectos.
Os campos de plantas regeneradas e seus descendentes conten-
do proteina insecticida sfo resistentss 3 infestacfo por
larvas de insectos tals como a larva do tabaco, em virtude
do efeito tdxlco sofrido por tals larvas ao alimentarem-se
com o tecido de tals plantas,

tu-

Exemglo E

Nests Lxemplo z regeneragfio envolve tumores da cenoura
despertados por plasmidios TIP bassados em Ri e § efectuada
essenclaluments conforme é descrita por K-D, Chilton et al.
(1982 ) Nature 299:432-434,

9.1 Infscc8o com ralz fibrosa

Discos de cenoura sfc lnoculados com cerca de 109 ba-
ctérlas em 0,1 ml de 4gua . S&Z cortados segmentos de wm a
1,5 cm das extermidades das rafzes obtidas , colocadas em

meio Monier séildo (1-1,5% agar) carente de hormonas (Do 4.
Tepfer & Jo Co Tempe (1981) Cx. hebd. Seanc, Acad. Sci., Pa-

ris 299:153~150), e desenvolvidos entrs 25 C e 27 C no escu-
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ro. 45 culturas nfo contaminadas por bactérlas sfo transfe-
ridas a cada 2 a 3 semanas ¢ sHo sub-cultivadas em melo

Monier sem horménios nem agar., &S raizes transformadas po-
dem ser reconhecidas pela sua morfologia aberrante e selsc

clonadas .

5.2 Regeneracfo de rafzes em plantas

0 tecido de rafzes cultivado descrito no Exemplo 5.1
€ colocado em meio Monisr solidificado (0,8% agar) suple-
mentado com 0,3 uM 2,4-D e 0,72hi de cinetina. Apés 4 se-
manas, o tecido calosso resultante é colocado em meio
sonisr 1liquido sem hormonas. Durante a incubaglio a 22-25°C
nwo agitador (150 ro. p. m. ) durante um més, o calo disas-
socia=se numa cultura em suspensio da qual se diferenclam
embrides que, quando colocados em discos de Petrl contendo
meio Honier desprovido hormdnio, se desenvolvem em planti-
nhas. Essas plantinhas sfo desenvolvidas em cultura, ¢ apés
ngndurecimento" por exposiglio a atmosferas de humldade pro-
gressivamsnte decrsscents, s8o transferidas para o solo,
quer numa estufa quer num lote no campo.

2.3 0 uso de vectores de ralz ndo flbrosa

Cs vectores baseados em T1 que nfo tém genes tur fun-
clonals sfo usados em vez de vectores baseados em Ri, con~-
forms descrito por T. C. Hall et al., pedldos dos EUi ni-
meros de série 48%.613 e 485.614, A construgdo de mutantes
adequados pode ser feita pelos especialistas na arte, e §
revista no Histdérico.

Exemplo 6

& regeneraglo deste Exemplo envolve tumores de tabaco
incitados por um plasmidio TIP bassado em Ti e & essencilal-
mente efectuada conforme descrito por K. 4. Barton ot al.
(1983) Cell 32 :1033-1043.

~£8-
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6.1 InfeccHBo com bugalho

0 tecido de tabaco & transformado segundo uma aborda-
gem gue utiliza segmentns de haste invertidos, primeiramen-
te descritos por s. C. Lraun (1956) Canc, Res, 16:53-56. is
superficles das hastes esterilizadas com uma soluglo que erg
de 7% de Chlorox comercial e 80% de etanol, enxaguada com
4dgua destilada estdril, cortada em segmentos de 1 cm, colo~-
cada com a extermldade basal em discos de Petrl contendo
meio M3 solificado com agar (T. Kurashige & F. Skoog (1962)
Physiol. Plant, 15 : 473-497 ) desprovido de horménios. 4
inoculag8o & efectuada perfurando-se a superficis basal cor]
tada da haste com wmna agulha de seringa e injectando bacté-
rias, a4s hastes sfo cultivadas a 25“C com 16 horas de luz
por dia, a4s calosldades que se desenvolvem sfo removidas
da superficie superior dos segmentos de haste, colocados
sobre meio MS solidificado coniendo 0,2 mg/ml de carbenicili
na e desprovidos de hormonios transferidos para meio fresco
de MS-carbeniciclina, trés vezes a intervalos de cerca de
um més, e testados para assegurar que as culturas estfo 1i~
vres de bactérias., 03 tecidos axémicos sfo mantidos sobre
meios MS solldificados desprovido de suplementos, sob as
condi¢8es ds cultura (25°C;16 h.:8h., luz/escuro) descritas

aclma,

6,2 Cultura de tecido transformado

Os clones s%o0 obtidos dos tecidos axémicos transfor-
mados conforme descrito por 4. Binns & F. Meins (1979)
Planta 149:365-369. as calosidades sfo convertidas em sus-
pensdes de cédlulas atruvds de cultura em MS liquido tendo
0,02 mg/1l de &cido acético denaftaleno (Nai a 29°C durante
2 ou 3 dias snyuanto sfo agitados a 135 r.p.m., & filtran-
do-se alternadamente, atravds de malhas de ago de 543 e 213

ol
0 filtrudo passado é concentrudo, colocado em 5 ml de melo

MS contendo ¢,5% de agar derretidn, 2,0 mg/l Niia, 0,3 mg/l
de cinetina e 0,4 g/l de extracto de levedo Difco a uma dan

- o
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sidade ds cérea de 8 x 103 células/ml. Quando as colénias
alcancam wn difmetro de cérca de 1 mm sfo recolhidas a pon-
ta de bisturi, colocadas sobre e cultivadas em melo K35 ten-
do 2,0 mg/1 Na4, 0,3 ng/l de yuinetina e cerca de 1C ug/ml
de S-(2-zminoetilo)-L-cistefna (u4EC)., (B tentuada uma gama
de concentrag¢des de 4AEC, entre cerca de 2ug/ml e cerca de
30ug/ml, visto que a concentragio eficaz exacta para a sele¢
Gdo dependeréd da variedade de tabaco usada e das condigdes
de crescimento &s quails a plantz de fonte e os tecidos deri
vados da mesma sfo submetidos)., 4 AEC tem demonstrado ser
un agente capaz de seleccionar tecido contendo sintase dJe
octopina (Ge 4. Dahl &4 J. Tempé (1983) Theor. Appl. Genet.,
no prelo). slternativamente, o filtrado é colocado = baixa
densidade (vérias centenas de cédlulas por ml) sobre um papel
de filtro sobrepondo-se & uma camada de alimentagfo de célu-
las de tabaco crescendo sobre o meio de MS/Nis/ quinetina/
extracto de levedo., Suando ccldénias do 1 mm tiverem sido
formadas, tode o papel de filtro é transferido para uma pla-
ca de Petrl contendo o meie MS/Naa quinetina/ABC solidifica
doo Cs calos resultantes, que ndo apresentem o efelito de
toxicldade pela AEC sdo seleccionadas, divididas em pedagos,
e testadas quanto a outros fenntipos transformados tais co-
mo a produgfio de octopina e o crescimento Independente de
hormonio.

6.3 Regeneracfo da2 plantas

0s clones transformados sfo colocados sobre mein MS
solidificado com 0,3 mg/l quinetina, e cultivados conforme
descrito no Exemplo 6.1. 4is remificagdes que se formam sdo
enrsizadas colocando-as num meio sélido 1,0% agar) contendo
sals de meio LS com 1/10 de forga, 0,4 mg/l de tiamina, ca-
rente de sacarose e horménics, e tendo um pH de 7,0. A4s
plantinhas arraigadas sdo desenveolvidas em cultura, endure-
cidas conforme descrito no Exemplo 5.2, e transferidas para

-7
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~ solc , quer numa estufa quer nun lote no campoe. &S p;antas
sfo examinadas quanto 3 retencfo dos fenotipos transfofmades
por métodos Dbem conhecidos dos especialistas do Tramc, tals
como manchas Southern, Northern e de pontc coml sondas aproe-
priadas, ensaios de octopina, ensalos imunolégicos (Vide
Exemplo 7), ou blolégicos (Exemplo &) quanto 3 presengs da
prote fna cristalina.

é.4 Vectores usade S

s construgdes descritas pol T, Co Hall et ale, pedl-
dos dos EUa Niémeros de drie 485.613 e 485,614 sfo vectores
baseados em Ti adequado s, carecendo de genes tmT funcionais.
¢ método descrito no sxenplo 6.1 para 2 infecgfo de seguen-
tos de haste invertidos & frequentemente §til para o esta-
pelecimento de linhas de células vegetals transformacas pox
T1P,

Exewplo 7

Um anticorpo de proteina anti-insecticida foi produzi-
do por métodos bem conhecidos dos especlalistas do ramo da
imunologia. Manchas wijesternt, pere detectar antigenics
apés slectroforese Com gel de SDS-poliacrilamida, foram
feltos e ssencialmernte conforme descrito poX R, P. legockil
& Do P, 8, Verma (1981) 4nalyto Riochem, 111 :389-392,

Ensalos micro~ELISA (ensaio imuno- sorvernte de enzima

encadeada) sfo feilos atilizando~se placas tipo Immulon com
96 cavidades, através dos seguintes estéglos:

7ol vinculec8o do anticorpo 3s placas

No dia 1, as cavidades <8 revestidos com ume diluiglo
s 1:100C de anticorpo (proteina IgG anti-insecticida de co-
elho) em tamplo de reve stimernto. 200, ml/cavidades sfo 1n-
cubadcs a 37°C durente 2-4 horas. As placas s8o cobertas
com Envoltéric Seran durante esta incubagio. Subsequente~
me +e, as placas sdo erxaguadas trés vezes Coml Tween salino
~71-
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temponzdn com fasfatn (PE3~-Tween) com uma espera de 5 minu-
entre cuda estégic de luvagem. REnt&o é acrescentado albumi
na de serum com borina a 1% (BSA) ao enxagusmerto e, apds
adiglio & cavidade e deixada em repouse durante 20 minutos
antes de ser descartada. O enxaguamento é repetido muls cin
Cn vezes com PBS-Tween.

7.2 Homcgenelzaclo do tecldo

0 tecldo é cortudn em pequenos pedagos e entio homoge-
nelzado com um politren usande 1 gm tecido/ml de Tween sali-
ne tampanado com fosfeto-polivinilo pirrelidona~4C (PRS-
~Tween-25% PVP-4C) Tndas «s amostras sdo mantidas em gelo
antes e «pds a mragem e sfo obtidas curvas padrio. Ume cur-
va padréo é obtida dos homogenatos de tecido e uma curva pa
dréo é também obtide no tampZo para se verificar recupera |
glo da protefna insecticida de tecldo ou células homogeniza-
das. apés « centrifugaglo das células homogenizadas, 100ul
de cada amoStrz s8o colocadas num fure e deixadas durante a
noite @ 40C, Para evitar érros, sdo felitas céplas de cada
amostra durante & incubacglo. 4s placas sdo seladas.

Ze2 Enzima de vinculacéo

Apés a incubagle durante & noite, o antigenio é descar-
tado e as cavidades sdn lavados cince vezes com PBS-Tween
esperando-se 5 minutos entre cada enxaguamento.

Um conjugado (proteina anti-insecticida IgG de coelha
encadeada com fosfatase alcalina) é entdo diluldo a 1:32000
no PBS-Tween-z% PVP contendo 0,2% de BSA e acrescentam-se
a cada cavidade seguldo de incubacfo durante 3-6 horas a
379C., 4pbés a incubag¢fo, o conjugado é descartado e as cavi-
dades sdoc enxaguados clnco vezes com PBS-Tween, &sperando-se
cinco minutos entre cada enxaguamento, como anterlormente.
7.4 Ensalo

-T2
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Imediatamente antes de reallzar o ensalo, um compri-
mido de 5 mg de fosfate de P-nltrojenlito (obtido da Sigma e
guardado congelado no escurn) é acrescentado, para cada 10
ml. de substracto e centrifugado até que o comprinide seja
dissolvido. 200 ul da soluglio & temperatura ambiente séo
rapldemente acrescentados a cada furc. 4 reacglo € medida
en vérios tempos, por exemplo, t-0, 1C, 20, 40, 60, 90,e 12¢
ninutos, usando-se um leiter Dynatech Mlcro-TLISA. Quando o
fosfato de p-nitrofenile que é incolor, for hidrclizado pela
fasfatase alcalina em fosfato inorgénice e p-nitrofencl, o
G1timo ccmposto confere uma cdr amarela 3 solugdo, que pode
ser lida espectrnfotomdtricamente a2 410 nm,

?XamElo 8

Insectos de fontes comercials foram obtidos e mantides
essencialmente conforme desciito por R. 4. Bell & F. G. Joa~
chim (1976) inn, Entemel Sec. amer. 69:365-373, ou R.T.
Yamamote (1969) J. Bcon, Entomol. 62:1427-1431. “insaios bi-
olégices de proteina insecticlda foram realizados allmentan |
de larvas de Manduca sexta com extractes daquela,virtuslmen-
te conforme descrito por J. H. “chesser et al. (1977) appl.
Enviren. liicrebinl, 33:878-880,

Zxemple 2

Lcasalamentos triplos ferem geralmente realizades con-
Terme d-scrite abalxo; outras varlaghes conhecldus dos es-
pecialistas do ramo sio também aceitévels, 0 E. crlil k802
(vector de transporte baseado em pRK290) fol acasalade com
E. ccli (pkK2013) e um plasmidio TIP portader da estirpe ce-
pa de i, tumefaciens resistente & estreptomlicina. 0 pRK2013
fol transferido & estirpe levando o vector de trancporte e
mobllizou o vector de transperte para transferéncia ac igro-
bacterium, 0 crescimento num mele contendo simultaneamente
a estreptomicina e a medicagfo & qual o vector de transperte
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¢ resistente, freguentemente kanamicina ou cloranfenicol,
resultou na saleccln de cédlulas de sgrebacterium cem sequén
clas do vector de transporte. Um acasslemente dessas célu-
las cem 2. enli ( p”lTl‘ resultou ne transferancia de
PhlJl Ls célolas de agrobacterium. Os vectores de trens-
porte baseadns em pPH1JL1 e RY290 nfo padem coexistir por
nmuito tempe na mesme célula. 0 crescimento em gentamicina,
% qual o pFH1JL trés um gene de resisténcia, resultou na
selecclio de células que tinham perdido as sequénclus
pRE29C,  is dnlcas células resistentes & estreptomicina,
pentamicing, e kanamicline sfc aquelas que tém plasmidios
71 que foram stbmetldns a recombinagdc homnloga dupls com
n vecter de transporte e agora sfo portadores da censtrugio
dese jadu., O pRK29C e o pRE2013 foram divulgades por 5. Di-
tta et al. (1980) Proc. Matl. .cad. Sci. USh 77:7347-7357,
e o pPHLJ1 por P. R Hirsch (1978) Tese, Univ, E. inglia.

ExmnEln 10

Tste exemplo descreve técnicas para a sintes: e uso de
nligonucleétides sintétices. Outras referéncias tteis po-
dem ser encontradas na lista de trabalhos citados na secglo
introdutéria a estes Exemplos,

10,1 Sintese de oliggnucloétidos

48 téenicuas de sintese quimica de fragmentns de DNA
usadas nestes Zxemplos utilizam um certo nfimero de técnicas
bem cpnhecidas dos especialistas do ramo da sintese do DNa.
i modificuc8o de novleosidecs é descrita por Mo Schallor

st al. (1303) J. amer. Chem, 3oc. §5:3820, 3 i. Buchi & Ho

G. kKhorana (1365) J. amer. Chem., Soc. 57:2990. » preparacgic
de fosforumiditas de desoxi-nucloosideos é descrita por 3.
L. Beaucsge < . . Caruthers (1381) Letrahedron Lett.
22:1859. & preparaclo da resina de fase sdélida & descrita
por S. P, Adams et _l (1983) J. hmer, Chem, Os processos

-
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de hidbridagins Gtels durante a formagde de conectoces si
ticos de corddo duplo estin descritns por J. J. Rossi el
(1782) J. Biol, Chem, 257:11C7C,

10.2 Uso dos 0ligonucledtidss

C usec de nlirenucledtides sintéticos para rsconstrulr
wr segmentc canceladn da um zsns tem sido sxemplificado por
ilall st al., pedide dos EUa nlmero de séris 485,614, © uso
de niigonucledtidos para cenectar extreiridades adersntes do
loci de restrigfio de nutro modo incompativels tem siio exem-
plificado por Hall ¢t 1., podido dos ZUa nlmero de sdérie
405,614 2 ¢ bem cortw:iln dos especialistas na arte de manl-

ruliugées de Dila recosnbinante,

10,3 utagenese diripida por Cligonuclsdtides

Hétndos gerals de mutagensse dirigida foram vevistos
recentemonte por Do Shortle st al. (19¢1) inn., Rev, Genst.
19:205-294, De especizl utilidade na manipulagfn de rene 4
a mutugeness dirigida por nligonucledtlidos especifica a uma
p0s$izdo revistu recentsmente por . J. 4nller « i, Smith
(1)£3) leth, Enzymol, 100:468-500 e . 3mith & S. Gillam
(1381) in Genetic Ingineering; Principals and Methods; Vol
3y eds: Ty K. Setlow o« ue. Hnllaender, e ., Suith (19&z)
Tr=nds in Blochem, 7:440-442, HEsta técnlca permite a zlte-
rugo de um ou mais parss de bases numa sequéncia de DNa ou
4 introduglo de pequenas insergdes ou cancelamentas., sxem-
pios recantes dn uso da mutagenese dirigida por nucledtidos
incluem iloJs Zoller & M. Smith (1983) supra), ¥. J. Zoller
% Mo Smith {1982) Nuclaic .cids Res, 10:6487-6500, G. Dalba-
die-MeFarland et wl. (1982) Proc, icad. Sci. USa
79:6409-8413, G. Fo i, Simons ot al., (1982) Nucleic acids
Res. 10:£21-832, e C. 4. Hutchison III et al. (1978) J.Biol
Chom, 293:6551=-3560. Vectores Gteis baseados em M13 (por
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exampln, mwWB2344) ferwa relatades por We WM. Barnes et al,
Yeth, Enzymel, 101:98—122, e W. VM. Barnes & M. Bevun

QUEEY
(1983) Nucleiec acids Res. 11:249-3068,

seauénela a ser meadificada & introduzida usualmente
rum veater dacterldfoge de cordln slmples, aqul um Zerivado
de Mlc, pexr tdéenileas padrio bem cenhecida dos que se dedi-
cam 2p rume. O vector Dna estd geralmente na fooua repli-
canto de ceudlleo duplo (&), vists que a forme viral de cop~
dde dnize n3o pode arli.iciamente ser Yeertada e miapradu!
por enzynas do rastricis o ligascso apos a ligacdo in vitm
do fraguents ae &y, tronsformaglde num Laspedeire wdeyuado,
ssllla) como parte de ci-

e pondugis de INa de enpdlo Gnice

~

7N
ﬂ

cim vital da vecter, O s2DFL isclude dus partisulus do

L*utn‘i‘fa~ns e hitrilado cem uin ~ligonuclodtido com sufleid
ente cemprinente o hicanleogia de sequéreia puru se hibridar
wo vactor nu lecalizagle wprepriadas 0 nlizenucledtido de-
verd ter ¢ sequénelz dessjoda como produte final a,eutros-

-

sim, nle difzrir de meds zlgunm da “ejuénels a ser alterada,

€

Tin ves que sejo Crrvade wn bibrlie cempreendende um circu-
1o de 3sDNa 1igade com basc Ge parss ao eliponuciedtiie que
certém A sequénela mutanic, o nllgenucledtide uctiva a sin=-
tese de um cardia do DNa Complementar pelo fragmento Klenow
de pollueruse I do DA do E.ccll, uma polimerase sem wctivi
dude de exonuclaiss S'-a=3', C vecter §, nncionalmente, in-
cubade cam ilgass do Ila e a3 reacgres de polimerasc e liga
se pedem scr feitas simultaneamonte, inldculus do DNa de cel
d3o duple clrcular (cocLlu),preferivelmente fechadas de ma-
teira covalente, poden ser seleccionudas untes da transfnr
maglde pes técnicas que incluewm centrifugagfo com gradiente

do sacarnse alcelina, oxtracgie cem fenel seb condigRes zl-
¢ s, ¢ Incubsajfe cem nucleass Sl. 0 vectsr pode agora

snsfarmado nwia célula bacterians heospedsira especiald

tall
A
48 particulas de virus desta infacclfe inicial sfo 1snladas

)
4

e
[#2
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e usadas para fermar placus, infectando-se uma cemada de
bactérias., Nas casns em que se ssteja mudands um lncus de
restrigio, prde-se rapldemente examinar os R¥Fs por anilise
ds enzima de restrijfo. Pode-se também fazer separagie pay
hibridugfo =am condigles culdadnsamente escnlhidas, usando

o activador nligonucledtide mutante sintético como uma son-
da, ou por sequénciamento de DNi. Quande um clene centsnde
a alteragén desejada f~r 1snlado, pode-se manipular ~ nevo
DNA mutante conferme dessjadn, usando-se técnicas bem cnnhe
cidas dos especlalistas.

sxemple 1l: Canstrucla, transfarmacie e expressies do gene

insecticida

Para reconstruir um gene ds protexina cemplete, foram
ldentificados locals de restrigio ds flanqueaments DNa por
interuddin de berrdes "Seuthern" de dissolugln de restrigée,
uma técnica bew conhecida, e foram esc~lhidos clrnss de sn-
brepnsigldn as uma biblierteca Pstl feita de 50 MD ds DN. de
plaszidin enrijuecide, us extreazidades 5'~ e 3'- dn gene
dé protexina feram, em segulda, fundidas em conjunte local
Gnico HindIII para fermar um gens completo de protoxina,
como serd cempreendido pelos peritos na arte, transprrtads
por um plasmidie denominade pBt73-16. O E. coli HB1Ol
(pBt73-15) est& depesitade ceme NRRL B=15799,

C pKS-prol fel censtruide essencialuents conferme se
descreveu nn fxemplo 2.2, 0 DNa pK3-prel fol digerido com
ClaIl, preenchido com pnlimerase de DNA TH e ligads a um co-
nsctor 5'CGGaTCCG3', para farmar a pKS-prol (Bam), C DNa
PBR325 (F.Belivar (1978) Gens 4:121-136) tendr crescide em
2o ceoli GidE (idG. Marinus (1973) Melec. Gen. Genet,
127:47-55), fol digerido com Bel I e 3amH I, religado a si
proprin, formando per isse um plasmidis deneminado pBR325EB
carente de frugmente Bel I/BamHI de pBR325. Um fragmento
de 4,2 Kbp ZcoRI de pK3-prol {Bam), fnil clonado no ponte
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EcoRI de pBR32S a BB, frrmandn assim um plasmidio denemine-
do p403B, que pnssul n T-LNa de PKS-prol(Bam) transferide
do vectmr baseade em pRK 290 para un vectsr baseado em

pkit325.

gm seguida ~ LNi pBI73-16 foi digerids com Ndcl e as
extremidades trrnadas rembudas cem pnlimerase de DN. de T4.
0 DNA Bacillus de extremidades rombudas fol misturade com
e ligadn @ um DN¥. RF M13apl9 de cerddn duplo, linearizado-
-5mal (J. Herrander et al. (1983) Gene 26: 101-106) ,for-
mando un vectnr, den~minazde 1l.6.4, possuindo um DNa Bacil-
lus 3.6 kpb, de tal madn ~rientade que & forma de cordio
simples eru complementur & proteina crigalina mRN. (istn é,
4 fase que transperta o cardie de sentidn retrégadn). Uma
prsiglo Bumlll el intraduzidn ne Interler do DNid Bacillus
préxime de §'-para @ pnsicgfo de partlda translactiva da
protefina crsitalina, essenclalmente confrrme descrite ne
Exemple 10, utilizande um lncal Bauwil que continha activa-
dor ds nligomurledtide com a extremidade 5'- do gene estru-
turul 1oeeoticida da sequdnela 5'GAGATITAGGATCCTTATIGATALC S,
que resultu num vecter deneminade 1.£.4B-3.8.3. 0 gene es-
trutural de preatefna insecticida pnde ser remevids do DNA
RF 1.6.4B=3,8.,3 de cordds duplo num fragmente BamHl do
3)75 kph.

Os DNas p 403B e 1,6,4B-3.8.3 digeridas com Bamil fo-
ram misturadns um cem o outre e ligades em cenjunto, forman
do um plaswidie, den~minade p'03B/BIB# 3, pnssuinss um com-
primenta total de gene estrutural de proteina insecticida,
situadn entre a premeter "l.6" e a posigldn de pnliadenila-
¢fe. L orientagle desta construgln resulta na sintese de
proteina cristalina com o cAdlge mRNa quande transcrita de

promatear "1,6%,

0 E. ¢nli C 600 (pRK-203~-kan-103-Lec), que estéd depe-
sitadn comn NRRL B-1£821, é um dsrivade pRK290 que centém
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as sequénciss T-DNa de pTil5955 de entre os lacals EcnRI
nas pnsiches 4,494 e 12, 823, conferme defiride pnr R.F.
Barker ot al, (1983) Plart Wnl, Binl, 2:335-35C, exceptn
para a substitulgfe de um gene kan derivedn de Tnd e un ge-
ne lectir pora T-DVi entre o lnacel de pesicie £,512 HindITI
e n lacal de prsigle 9,002 Daniil. O gene lectinas é supri-
wldn Je pRE-203~kan-103-Icc per digestdn com HMindIIT seguil-
da de relipgacln, que resulta nun vecter denemineda pRE-203-
~kan=103. 0 pRY~203-kan-103 fni 4intreduzide num ATCC15495

As tumeficlens essenclolnente cenfriue descrite ne Ixemple &

Tdentificnu~ce um duple reconbinante hnuclego, denheminude
R32014, prssulnde um T=-Dia pTi159990 mediflcade. Iste subs-
titicir~ suprire clgumes sequéncics tmr o tms, confelme reles
ride na Zescrigdn Parmenerizodu. 0 T=DITA RS2014 transferma
~ tecidn vegetal Inncitlade sem conferir o~ fenntipn de cres-
clpenta independerte e hermenss, 08 tecidms de tabuce
teansfermadns por derivedns de RS2014 prdem ser reger@radns
e plentes narumeis ntilizande registes bem conhecides da

técnica,

He aprobacterlun, es derivades pBR325 sin ‘'vecteres
sulcidas" cenferme descrite na Secgln FistArice em Vactneres
ufcldas. Feram wcasslades E. cnll MC1061 (p403/BTB# 3),
Z. enll (pRE2C13) e 4. tumsfacliens, T'nl 1senlada ume estir-
pe delinmirada R3-11, centendn células de s.tumefaciens que
prssver. péC3/BTRY 3 cnintegrades em pTil5955 tmr tms ™, per
meln de uma recrmbirecde hemAlega siwples num lade du pnsi-

¢ie de prlizdenilzgln, 1ste 4, pare a esquerds, do gone es-
trutural "1,6". (0 zere "1.6" crrrespende @ ORF24 de Baker

S_E '2_1_0 Su El'u‘s) .

- - -

foram ineaculudns cem células de R3-11 essencialwsnte confer
ze descrite nem Axesipla 6. Uma vez livres da bactéric de ind
cltamentn, ~s tecldns vegetals trunsfermadns sdn prstens em
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cultura, clenndes com célulu Unica e regeneradns em plan-
tas nermais utilizand~ precessns bem conhecides do téenica
da cultura de tecidns vegetals.

Larvas de tabuce wulimentadas crw tecide de calesidade
de tahace, que cantinha o comprimente tetal do gene de pre-
tefna insecticida expressdvel em vegetal feram observadas
a revelar sintemas atribuiveis & texicldude da proteina cris
talina B. thuringlensis.

Barrfes de "pente! imenulégicns andlegens ans berrdes
wlestert” (Exemple 7) indicaram que ~ antigénie de pretei-
na cristalina B, thuringiensls estava presente em extractes

de tecids trensfermade contendo n cemprimento tetal de gene
da pratefina insecticide expressével em vegetsl.

-8




MOD. 71 ~ 3.000 EX. — 03-84

59+
Aot 384116

710

Talela 1

Insectes susceptiveis 4 protefna insecticida do B. thurin-

glenals

s st i

COLZOPTZRa

Poapillia Japenica (bessurns japenés)
Sitophilus granarius (lugerta de sile)
DIPTERA

sedes aegyptl ( mesquite du febre amarela)

4 atlanticus
4 cantans
secapsius

the

cineveus

L Carmzunis

sie
Ao
‘ib L
s
feo
b
Qe

Lo

detritus

drrsalls

dupreei

nenalinen _

nigremaculis (mesquits da pastagem)

puncter

sierrensis {(mrsquitn de Acn Jde &rvere ~cidental)
sellicitans (mrsquite castanhe de péntane sulgade)

aedes sp.

he
L
Ao
o

He

Taenlerhynchus (msqulte negre de pantann salgade)
tarsulics

terwentear

triseriatus

vexans (rosquite de alagade cnutinental)

anliopheles cruclens

aefreeberni

He

quadrimaculatus (mesquite cemun da mwaléria)

assergenti]

e

stephensi

annpheles sp.
Crilvenemus plumnsus (Chirennmuss mrsquite=-pélvers)

- 81-
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Chirsnemus Sp.

C., tumi

Culex exraticus

Ce Inernata

C. nigrup-ius

C.peus

Co pipiens (mesyulte drméstice de nnrte)

C. quinguefasciutus (C. pipiens fatigans) (mesquite demés-
tica dn sul).

C. restuanc

Culex sp

Cetritaenisrhynchus

C. tarsalis (mmsguite da encefelite ~cldental).

C. territans

Ce inivittatus

Culiseta incidens (Culiseta: mrsgultes)

Ce inernata

Diame ssa sp.

Dixa sp. (Dixa: mnasquite pAlvara)

Busimulium {Simulium) latipes (Zusimulium: mrsquitas)

Greldichirmnemus halerprasinus

Haemuatebla irritans (mesguite trembeteira)

Hippelates calluser

Ogdamia nrrata

Pales povide

Polprmyla so. (Pnlprlylas masquite pAlvera, merdeder)

Pser~phara ciliata

P. cnlumize (cenfinnis)(mesquite dns Glades da FlArida,
mnsquite negre dn arrnzal).

P. ferex

Simuliun slcecki (Simulium: pulgRes dn algnddn)

Se argus

3. corvicearnutum

Se deamnesun

S. jenningsi

3. piperi.
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S, tescerum

S.tuberecsum

S. unicernutum

5. venustum

S. verecundum

Se vittatum

Uranntaenia inguieulata

U. lowiil

Wyeomia mitchellii (Wyeemyla: mnsquites)

W. vanduzeel

HYWENCPTERA

sthalla resse (as enlibril)

Nematus (Ptercnidea) ribesii (lagarta da greselha lupertada)

Nendiprion banksiasnae {mesca de pinheire)

Priepherus tristis

Pristiphera erichsenii (mdsca dn larige)

LEPIDOPTERA

aAChaaea janata

schreia grisella (traga du cera, pequena)

achyra rantalls

acleris variana (logurta deshretes de cabega negra)

scrabasis sp.

acrelepla allislla

acrnlepinpsis (acrnlepia) assectella

idoxophye s crana {snrmnladere da ferlha de maclelra)

segeria (Senninnldea) exitiecsa (perfuradera de folha de.
pe ssegueirn)

aglais urticus

agriopsis (Zrannis) aurantiaria (Erannis: larvas)

ae (E.) leucophaeariz

&s marginaria

sgrotis ipsilen (as ypsilern) (lagarta certadera negra)

Ae segetun

slabama argilaces (lagarta da felha do algedeeire)

alsophila aescularia,
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ie pometaria (lagarta dn cancre de nutenn)

Amerbia assigana

anadevidia (Plusia) pepenis

aniseta senateria (lagarta dn carvalha riscada, cor de la-

ranja)

anemis flava

4s (veosmaphila) sabulifers

Antheraea pernyl

inticarsis gemmatalis (lagarta aveludada do feijZn)

apncheima (Bisten) hispldaria

te pilasaria (pedaria)

iprria crataegl (traga branca com velns negras)

Archips argurrspilus (enr~ladrra de felha de 4rveres fruti-~
feras).

he corasiveranus (lagarta de ninhe feie)

ne Crataegana

se Peodana

Ae (Cacrecia)rnsana

£e Xylasteana

arctia caja

srgyrntaenia mariana (enrnladera de folhas de risca cinzenty

4Le velutinana (enrnladers de fnlhas de risca vermslha)

Ascia (Pieris) menuste nrseis

Ascotis selenaria

sAtteva aurea {laganta de teia de allunto)

Autegrapha califernica(larva da alfafa)

Ae Plusia) gamma

A nigrisigna

Autoplusia egena (deveoradora de feolhas de feijfo)

szochis gripusalis

Bissetia steniella

Bembyx morl (blcho da seda )

Brachyonicha sphinx

Bucculatrix thurberiella (perfuradora da folha do algodoeir)

Bupolus piniarius (Bupolus:larva)

Cacoecimorpha pronubana
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Cauctoblastis cactorum
Caliptilia (Gracillaria) invariabilis
C. (G.) syringella (mineira da folha de 1ilés)
Co (Gs) thelvora
Canephora aslatica
Carposina niponensis
Ceramidia sp. .
Cerapteryx graminis
Chilo auricilius
C. sacchariphagus indicus
C. suppressalis (perfuradera de haste dn arrezeire)
Charistoneura fumiferuna (lugarta den hretes do abetn verme-
lhe)
Co murinanz (enrcladrra de brete de abeto)
Clrysndeixis (Plusia) chalcites
Clepsis spectrans
Cnaphalacrncis medinalis
Cnlentechnites (Recurvariu)milleri(aineira de agulha das
estucus)
Ce nenella
Colias eurytheme (lugarta da alfafa)
C, lesbila
Crlatrls pennaria
Crembus brnifautellus (traga fulva dns relvadns lagarta da
ETana).
Ce sperruellus
Crumbus spp.
Crypteblabes gnldiella
Cydia furebrana
Co (Graphalitha) mnlesta(traga mriental da fruta)
Ce (Laspeyresta) pemenella (traga des promidens)
Datana integerrime (lagarta da nez)
Dy ministre (logarte de geola amarela)
Pendralimus pini
D, sibiricus
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Depressuria marcella (ume lagarta teceld)

Desnia funeralis (enraludera dec frlha da uva)

Diachrisia (Plusia) mrichalcea (uma semi-larve)

Diacrlsia virginica (lagarta lonmsa amarela)

Diaphanic (Mergarenia) indiea

D. nitidalis (lagarta de plcles)

Diaphnra mendica

Diatraea grandinsella (brnca de milhe do sudeeste)

D. saccharalis (trnca da cana de agucar)

Dicrmeris marginells (lagarta teceld de junipern)

Drymania ruficernls (as channia)

Drymenia sp

Dryn~campa rubicunda

Earlss insulana

Eetropis (Brarmia) crepuscularia

Ennemes subsignarius (lagarta do onlmo)

Ephostis (Cadra) cautella) (traga da amendreira)

E. Elutella (traga do tabaco)

E. {(anagasta) kuehnlella (traga meditsrrdnica de farinha)

Epinetia tsugana (una d2veradrra de fnlhas)

ipiphyas postvitanna

Erannis defaliaria (traga mesqueadsa castanha)

%o tiliarie {larva da tilia

sBriany sis ¢1la

Brisgaster henkei

3. laenestris

Sstigmene ucrea (lagarta des péntanos salgados)

Eublemna anmabilis

Buphydryas chalcednna

Supoacilia ambiguella

Bupractis chryserrhoss (Mygaul phaserrheex; (traga de cauda
castanha)j

3. fruterna

4. pseudocanspersa

Znpterate fabhla

—G6m
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Zutbemia (Simzethis) pariana

Tuxna messaria {lugarta cartadera de flances A Scuras)

galleris molleonella (traga da céra, grands)

Gastrapacha quarcifalla

Halisdnta argentata

de cuaryue (traga deos tulfes da negeulra)

varrlsing trillians (devoradoru das folhas da uve ocidental

dedya nubifsrana {traga tertrix das 4rveres frutiferas)

delisthis (Helicaverpa) argigera (delinthis Chloridea)
(breca da vugem do gréo de bice)

4 (He) assulta

Hellathis pe2ltigesra

Ho virescens (lagarta do broto de tabaca)

de Viriplaca

e zea (lagarte de aulgedie, lugarta de milhe, lagarta da

soja, lagarta do temuts, lagarta do sergn, etc.)

Lellule undalils (lagartz teceli do repolhn)

derpstogramma phas~pterulis

deterpcunpa guttivitta (sullente selada)

o wantes {lararta variivel da feolha do carvalha)

Anlemcera pulversa

dompeesainy alectellum traga de glrassel

Homons .0z nanima

dyvloicus pinastrl

dypearyntis cericnpa

iyphantria cunea (lagarta teceld do nutnnn)

Hypogimnu morie

Itame (Thaaenema) wanaria (uma lagarta)

Junonia ceenia (lagartas de castanheliras)

kakivoria flavofasclata

Keiferia (unerismoschema) lycopsrsicella (lagarta do trmate)

Lacanobla (Palia) oleracea

Lo fiscellariu fisesllarla Qarva do abetin)

L. fisellaria lugubresa

Le fiscellaria snmnlaria

Lampides bosticus
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leucomz (Stllpnotis) saliecia (traga de cetim)

L. wiltshirei

Lobesia (= Palychrasis) botrana

Loxostege wammixtalis (lzgarta tsceli da alfafa)

L. sticticalls (lagerta teceld da beterraba)

Lymanteia (Prrthetria) dispar (traga cigana) (Lymantria
tragas das meitas)

Ly monacha (lugsrta da traca freira)

LalecoSomy awericana (lagarta de tenda rriental)

M. Disstria (lagarta de tenda du fl~resta)

de fragilis (=fragile) (lagzrta de tenda da Grande Bucia)

Mo neastria (lagarta de tenda, traga lacailo)

M. neustriu var. testuacea

e pluviale (lagerte de tenda acidental)

Mamerstrea brassicae (trage de repnlho)

Kanduca (inotopurce) guinguemaculata (lagarta do temate)

ile (Ie) sexta (lagarta do tabaco)

Waruca testulalis

ielancliphla imitata

Me srgraphu frrficalis

Mocls ro,wuda (Mociss semi~larva)

Wolippa subina

¥onema flavescsns

¥ythinsa (Pseudaletia) unipuneta (lugarta militar)

Nephantis serinopa

Nectua (Triphaena) pronuba

Nortephila noctuella (truge da lucerna)

Nymphalis zntlapa (berbeleta de lutn)

Ciketicus mayanai

Crmmatepteoryx texans ‘

Operophtera brumata (traga de invernc)

Opsophanes sp,

O. fagata

Orgyia (Hemerocampa) antiqua

Os leucostigma (traga das moitas, com marcas brancas)
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O¢ (o) pseudetsugata (traga do tufo 4o pinheiro Deuglas)

¢ thyellina

Orthesia gothica

Cstrinla (pyraustra nubilalis (broca de nilhe sucepsia)

Palsacrita vernate (lagarta de cancre de primavera).

Pammene juliana

Pandemis Duwetana

P. purusana

Panolis flamuea

Papillo crespnentes (cio laranja)

P. demoleus

P. philenor

Parulipsa (aphemia) gularis

Paralohesls viteans

Paruuyelols transitella

Parara guttata

Pectinophora gossypisla (lugarta cér de rosa)

Pericailis ricini

Peridroma seucia (lagarte cortadora variegada)

Phalara bucephala

Phlogophora meticulosa

Phryganidia califernica (lagarta do carvalhe da Califnrnia)

Phthinrimaca (=Gnorimoschema)operculslla (lagartas do tubsr-
culo da batata)

Piiyllonarycter (Lithocelletis) blancardella

Pisris brussicae (borboleta branca grande)

P. canidia sordide

Po rapae (lugarta do repolho importada, borbolsta brance

pequena)
Pluthypena scabra (larva verde dn treva)

Platynotea sp.

P, stultana

Platyptilia Carduldactyla (traga de pluma de alcachofra)

Piodia interpunctslla {(traga da comida india)

Plutslla xylostella us maculipennis (traga de costas em dia-
mante )
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Prays citri{traga da flor dos citrinos)

0. oleae (trzga da nliveira)

Pseudnplusia Includens (larva da scja)

Pygaera anastomnsis

Rechiplusis nu

Rhyacionia bucliana (traga eurnpeia do brote de pinheira)

Sabulodes caberata

Samia cynthia-

Saturnia pavania

Schizura conclnna (lagarta de corcova vermelha)

Schasnabius bipunctifer

Selenephera lunizera

Se samia inferens

oibine apicalis

Sitotrnga cerealella (maripesa angeumnls dos cereais)

Sparganotl pilleriana

Spilonota (Tmetocera) ncellana (traga dns brotes com manchas
de nlhos)

Spilrsema lubricipeda (as menthastri)

S. virginica

Spilescma sp.

Spodnptera (prodenia) aridania (lagarta militar sulina)

S, exigua (lagarta da beterraba, lagarta da lucsrna)

S. frugiperda

S, litteralis

S. litura

S, mauritia

So (Pe) ornithegalli (lagarta de faixas amarelas)

Se (P.) prasfica

Syllapte derngata

Se silicalis

oymierista canicesta

Thaumetnpres pityncampa (lagarta processioniria do pinheire)

Te processionea

T. wauaria (lagarta teceld da groselsira)

Thymelicus lenenla (saltadera eurapeia)

- 90~
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Thyridepteryz ephemeraeformis (lagarta de sacon)

Tineola bisselliella (tragas das roupas)

Tertriz viridana (tertricida dn carvalho)

Trichoplusia ni (larva do rspnlhe)

Udea profundalls (amarradera de folha do aipe)

U. rubigalis

Vanessa cardul (dama pintada)

V. io ’

Jdanthepastis timals

Xestla (amatheu, Agrotis) c-nigrum (lagarta certadeiras

manchada)

vponoumeuta cognatella (=U., evonyul) (yponeutra = Hyponomeu~
ta).

Yo svonymella

Y. mahalebella

Y, malinclla (pequena traga arminha)

Y. padella (pequena traga arminho)

Y. rorrella

Zeiraphera diniana

MALLOPH.GA

Bovicala bovis (plolhna do gado)

B. crassipes

B. liubhata

Bse ovis

Lipeurus caponls (pinlho alado)

Menacnathus straminsus

lenopon gallinae (plolho das drveres)

TRICAOPTERA

Hydropsyche pellucida

Ptamophylax rotundipennis
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ThBula 2

Plantas recemendadas para prnteccdn pela proteina insecti-

cldado B. tauringlensis

alfafu
amendne iras
magas
alcachnfras
abacates

bananas
feijées
Betarrabas
eTas Nn3gres
mirtilos
braculns
couve Ge Bruxe=-
las

repolho
oxlcocons
cenouras

couve=flnar

aipo
acelga
cers jas

répelho chirés

crisantemns
citrines
¢ollards (Bras-
sica Oleracea
var., acephala)

escarnla

milhe de campo
aveleiras

flares

plantagres de for-
ragemn

drveorss florestais
drvores frutiferas
alho

uve. 3

feno

cali

kiwi

couve rébans
lentilhas
alface

melres

horteld

folhas de mnstarda
nectarinas(var, pe s~
segoy

cebolas

laranjes
&rveres ornamentals
salsa

batatas
rabanetes
pastagens
frambee sa
agafrdo

drvores de snmbra
shingiku

cereals pegquenns
Snje

esplnafre
ababora

frutas de carogn

milho ensilados
cereals ensiladns
sementes oleaginesad
armazenadas
amendoins armazena-
dos

Soja armazenada
tabace armazenado
MOrangos

beterrabas agucare i-
ras

bordo agucareire
girassel

milho doce
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alface ces
algodio
oxicocn
plantagfes de
sementes
pepines
groselha
“meras negras
berinjela
eudivia

T.BSla 3

Varicdades de B,

alesti
alzawai
cnadensis
daknta
darmstaediensis
dendrelimnus
entemacidus
finitimus
fewleri
galleriae
indiana
israelensis
kenyae
kurstaki
kyushuensis
mecrisani
r~3trinize
paesistani

sntte

pastagem
pésssgns
ame ndnim

ervilhas
nogueira~peca
plm=ntas
prumidies
Tomd

batata dece
tabaco
tomate s

relva

falhas de nabo
nnzes
melancia
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thompsont
tuuringiensis
tolworthi
townanoffi
wuharensis

m nii
TaBiin 4

Indize de plasmidics e estirpes

Zstirpe Plasuldie

Construide

~u usadn Vide

ne Zxample Figura Feite de (& Crmentérics)

4o tumefaciens

he rhizngenes

B, thuringiensis var,

kurtaki HD-73

ColEl
E. Coli GNM33

E. coll HB1O1
E. coli JH103

E. cnll K802

MBI3
MBT3(Nco)
MBT14
riB2344

m\/B2 344
¥13-Bt-4
M13~Bt-a(Bam)

1.1 1

2.5

2.3
1.1
201

-0l

(ubique)

(vide tzmbém o histérica)

M13mp8, pl23/58-1C
¥BT3
¥13mp8, pl23/58-10

mWB2344, p123/58-10
¥13-Bt-A
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Indice de plasmldlies e estirpes

Construide
~r usade Vide

Estirpe Plasmidin nn Exenple Figura Feitn de (& Comentéries)

A g

K13-Bt-3 2,1
i1 3mp? 301

M1 3mp8 . 33
¥13-PpBt 4,4

»1l3-1 3]

M13=3 361
M13-3.4/Bl8a 362
W13-3.84 41

113-3. Cia : 4,2
¥13-3.84D 4,3
M13-3.8ac 4,2
113-3.83 4e1

pRK322 1.1

PCFi4 2.1

rCl44.. 30l
LE3-prol 2.2 3
PES-prol(Bdii) 262 Col
pPKS=4 2.5 2
pKS111 2,2 2,3
pK8111-K 4.5
pkS111-N 3.5
pE3111-NpRt 3.5
pKS1l11-PpBt 4,5

pNS) 3.1

pPhIjl b

pPRK29C 2:,2,9
PREZ013 9

pRZ102 2,5

pTisd6 2.4

pTi595% 2¢4 2

m¥B2344, pl23/58-10

MBT3(Neo), M13-3.84D
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TABELA 5

3stirpes Depnsltadas

NERL B-4488 Bucillus thurirglensis var. Kurstaki HD-73

NERL B-14394 Escherichla cnli C600 (pKS-4)

NERL B-11371 © Escherichia cnll HBICL

NERL B-12014  Escherichia cnli RR1 (pBR322)

ATCC 37017 pBR322
4TCC 15955 Agrobacterium tumefacians (pTil5955)

NZRL B-15393 Escherichia cnli HB 101 (pb.8)

NERL B-15612 Zscherichia enli HB1C1 (pl23/58-1C)
I

NRRL B-1 » cnli TRIC1 (pBt73-1€)

Q
W
)
[5

NiRL B-15821 « ¢oll C6C0 (pRK~2C3-Kan-103-Llec)

It

0 dephAsita dn primelre pedidn pare o 1lrvents acima
descrite feil efectuuadn nes Tstadns Unidns da américc em 24
de Seteubre de 1983 snb ~ nf. £35,.3543

~-REIVINDICAGCOES -

13, Precessn para nndificar geneticamente uma célula
vegetal, caracterizade pele factn de se transfermar u cé-
lula que pessul um gene estrutural insecticlda e um preme=-
tor expressivel vegetal, per mels dn qual n gene é expres-
sdvel ne célula vegetal sab ~ contrela dn premnter,

22, - Prrcessn de acerdm com a reivindicagde 1, carac-
terizado peln fucte de ~ gene Insecticlda estar seb A con-

-0
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trole de um premntor vegetal.

3%, -~ Prncessn de acnrdm crm & reivindicacdn 2, carsc
terizadms pele focte de ~ gene insecticida estar sab ~ con-
trnle de uw preneter sscnlhlde de grups de geresvegetals
crnstituidea por fasenlina e a sub-unldade pequena de ribu-

lnsa=1l,5=bisfrsfatncaerboxilase.

48, -~ Processn de acnrrde €am a reivindicagds 1, carac-
terlzade peln facte de ~ gene estrutural insecticida estar

sob o cantrele de um premet~r de T-DNA.

58, - Prncessa de acerdm com & reivindicacle 4, carac-
terizade pele factr de n gene estrutural estar seb ~ Cen-
trole de um promrter escelhide de um grupn de genes de
T-DNa cn~nstitulde per tmr, tml, tms, nos, ncs e a transcri
gﬁn ul,én.

68, ~ Prrcesse de ucrrda com & reivindicaclna 1, carac-
torizadn peln fucto de e~ gene insecticida estar sob n con-
trele de um premrter sscnlhlde de gruprn de promnterres de
CaMV yue cmntrnlam as transcrigfes 353 e 198,

78, = Prncessa de uacnrdn crm a reivindicagle 1, em que
~ gene insecticida é mrdificadn, caracterizado pelr factn
de a mndificacén ser obtida prr uma insergde, uma supressdn
~u uma substituicfn de um ~u mais nuclentidas na sequéncia
de nuclentide d~ gene estrutural,

8¢, = Prrcessn de acnrde cem a reivindicaglo 1, carac-
terizadn peln facte de n gene ser inseride em T=-DNA.

98, ~ Prncesse de acerdm com a reivindicagfio 8, em gue
se mndifica ~ T-DNA, caracterizadn peln facte de a medifi-
cagldo ser uma inserg¢ldn, uma supressdn ~u uma substituicle
de um ou mals nuclentidas na sequéncia dn nuclentide de

~98~
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T-~DNA

10¢, = Precesse de acerds cem a reivindicagdn 8, carac
terizadn pele facte de a célula transfrrmada ser de uma gi-

mne Spe rme.,

11#, - Prncess~ de acnrde crm a relvindicacle 8, carac
terizaGm pele’ facta de a célula transfrnrmada ser de uma an=-

g lrsperma,

122, - Prncessn de acrrdr com a relvindlcacde 11, ca-
racterizade pele facte de a anglnsperma ser uma mrnncetile-

dénea,

138, -Prncesse de acnrdn cem a reivindlcagle 11, ca-
racterizade pele facte de a anglnsperma ser uma dicotiledé-

neaes

148, - Prncesse de acnrdm cem a relvindicagén 13, ca-
racterizade peler fact~ de a dlcntiledénea ser um membro da
fanflia das Snlanaceue,

15¢, ~ Prncessn de acarde com a reivindicacln 13, ca~
racterizade pelo facte de @ dicetiledénea ser um membre da
fanf{lia das Cempositeus.

168, - Pracesse de acordm com a reivindicagle 13, ca-
racterizade pele facte de a dicotlledénea ser um membro da
familia das Leguminoseae,

178, = Prncesse de acorde com a relvindicacds 13, ca-
racterizado peleo facte de a diceotileddnea ser um membre da
fam{lia das Malvaceae,

182, - Prrcessn de acorde cem a reivindicagls 11, ca-
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racterizade pelo facteo de a dlcentileddénea ser um leguma,

19¢. - Processe de acordo cem a reivindicaglo 8, carac
terizade pele facto de o gene insecticlida ser inseride num
local transerite activamente ne interier do gene tml ou do
gene ocs, ou da reglic "1.,6" do T-DNA,

20%, -Processo de acnrdn com a reivindicagfe 8, carac-
terizado pelo factn de a célula vegetal ser transfermada
por transferéncia de DNa de uma bactéria para a célula ve-

getal,

2l®. - Pracesse de acerde com a reivindicaglde 1, carac
terizade peln facte de a célula vegetal ser transfermada
Por captagie directa de DNi nu micre-injeccio de DNi na cé-
lula vegetal.

228, - Processo de acerde com a relvindicagfe 1, carac
terizade pelo fucto de compreendsr ainda a fase de regena-
rar a referida cédluvla transferidaz para prenduzir tecidn ve-
getal regenerado, transfermade, capaz de expressar n gene
e strutural insecticigda,

238, - Processe de acnrde com a relvindleagdo 1, curac
terizade pelo facto de o gene estrutural insscticida se nb-
ter a partir de B, thuringiensis.

24%, - Processe de acordo cem a reivindicagfo 23, ca-
racterlzado pele facte de o gene estrutural insecticida ser
hibridizével com o encentrade ne pl23/55-10.

Entrelinheis na pge. 30 "usado" e na pge 59 "mutados".
Lisbra, 24511904
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