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Relatério Descritivo da Patente de Invencédo para "MOLECULA
DE ACIDO NUCLEICO, CASSETE DE EXPRESSAO, VETOR, SEQUEN-
CIA PROMOTORA DE PLANTA DE MILHO, BEM COMO METODOS PA-
RA PRODUGAO DE UMA PLANTA TRANSGENICA DE MILHO, CON-
TROLE DE INSETOS PESTE ALVO E PROTEGAO DE TECIDOS REPRO-
DUTIVOS DA PLANTA DE MILHO".

A presente invencgéao refere-se a biotecnologia vegetal e se rela-
ciona com sequéncias reguladoras. Em particular, a invencao se relaciona
com uma sequéncia de nucleotideos reguladora, em que pelo menos parte
da qual tem uma funcao de iniciacao da transcri¢cao dirigindo a expressao de
polinucleotideo de interesse codificando proteinass operavelmente associa-
do em basicamente todos os tecidos vegetais, mas excluindo essencialmen-
te a expressdo nos tecidos das estruturas reprodutoras da planta, particu-
larmente nos tecidos do pélen e/ou do pendao, de modo que nenhum produ-
to de expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa.
A invencao se relaciona ainda com genes quiméricos e cassetes de expres-
sdo compreendendo a referida sequéncia reguladora em associacao com
um polinucleotideo de interesse codificando proteinas expressavel e com
plantas transgénicas compreendendo os referidos genes quiméricos e cas-
setes de expressao, respectivamente, expressando o polinucleotideo de in-
teresse codificando a proteina basicamente em todos os tecidos vegetais,
mas excluindo essencialmente a expressao nos tecidos das estruturas re-
produtoras da planta, particularmente nos tecidos do pélen e/ou do pendao
de modo que nenhum produto de expressao esteja presente nos referidos
tecidos de forma significativa.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Em muitas culturas agricolas tais como milho, pragas devastado-

ras tendem a se alimentar nos tecidos vegetativos tais como as folhas, cau-
les e raizes e também nos tecidos reprodutores tais como a espiga. Uma
técnica usada para proteger as plantas das pragas é a aplicacao de compos-
tos quimicos. Uma técnica alternativa envolve recombinagéo genética, em

gque um ou mais genes sao introduzidos na planta para expressar produtos
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de proteina que estao direta ou indiretamente envolvidos no controle de pra-
gas. Os produtos de proteina correntes produzidos por recombinagao gené-
tica sdo expressos constitutivamente, isto €, por toda a planta em qualquer
altura e na maior parte dos tecidos e érgaos. Esses produtos de proteina sao
também expressados especificamente, quer em resposta a estimulos espe-
cificos ou confinados a células ou tecidos especificos. Em contraste, a pre-
sente invengao inclui a expressao da proteina ou do polinucleotideo de inte-
resse em basicamente todos os tecidos vegetais, mas exclui essencialmente
a expressao nos tecidos das estruturas reprodutoras da planta, particular-
mente nos tecidos do polen e/ou do pendao de modo que nenhum produto
de expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa.

Varios genes com caracteristicas de controle de insetos visam a
fase larvar de desenvolvimento. Sob certas circunstancias, estas proteinas
afetam também insetos que ndo sao os visados, os quais nao sao pragas do
milho, mas que se alimentam ocasionalmente do pélen do milho. Estes inse-
tos podem ser prejudicados por proteinas inseticidas expressas no tecido do
polen. Isto foi visto como um problema nos primeiros casos de milho BT que
tinha elevada expressao de proteina inseticida no pélen. Esta questao foi
abordada em eventos posteriores de milho BT através do desenvolvimento
de sistemas de expressao transgénica alternativos. Estes novos eventos
permaneceram eficazes contra pragas-alvo e acumularam menos proteina
inseticida no pélen, mas sao ainda vistos como potencialmente perigosos
para pragas nao visadas devido a presenca de proteina inseticida no pélen.

Em alguns casos, genes uteis com caracteristicas de controle de
insetos podem também comprometer o desenvolvimento de estruturas re-
produtoras da planta tais como, por exemplo, o pendao.

E, deste modo, desejavel fornecer plantas, particularmente plan-
tas de milho que excluam a expressao do transgene nos tecidos das estrutu-
ras reprodutoras da planta tais como os tecidos do pélen e/ou do pendao.
Isto pode ser conseguido no escopo da presente invengcao fornecendo uma
sequéncia de nucleotideos reguladora, em que pelo menos parte da qual

tem uma funcao de iniciacdo da transcricao dirigindo a expressao de uma
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proteina operavelmente associada codificando um polinucleotideo de inte-
resse basicamente para todos os tecidos vegetais, mas excluindo essenci-
almente a expressao nos tecidos das estruturas reprodutoras masculinas da
planta, particularmente nos tecidos do pélen e/ou do pendao, de modo que
nenhum produto de expressao esteja presente nos referidos tecidos de for-
ma significativa. Esta sequéncia de nucleotideos reguladora pode entao ser
usada para desenvolver sistemas de expressao que permitem a acumulacao
efetiva do polipeptideo ou de proteina de interesse tal como, por exemplo,
uma proteina inseticida, em tecidos em que as pragas-alvo normalmente se
alimentam, e eliminar ou reduzir o acumulo de proteina inseticida em tecidos
ou 6rgaos nao alvo e/ou nos tecidos que podem ser comprometidos pelo
polipeptideo ou proteina de interesse.

SUMARIO DA INVENCAO

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta

transgénica compreendendo estavelmente integrado no seu genoma um
construto de polinucleotideo quimérico, particularmente um construto quimé-
rico, compreendendo um polinucleotideo de interesse, particularmente um
polinucleotideo de interesse codificando polipeptideo ou proteina, associado
a e/ou sob controle de uma sequéncia de nucleotideos reguladora, em que
pelo menos parte da qual tem uma fungao de iniciacao da transcricao diri-
gindo a expressao do referido polinucleotideo de interesse codificando prote-
inas em basicamente todos os tecidos da referida planta, particularmente os
tecidos de que os insetos-alvo normalmente se alimentam, mas excluindo
essencialmente os tecidos das estruturas reprodutoras da planta, particular-
mente os tecidos do pélen e/ou do pendao, de modo que nenhum produto de
expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa.

Em uma modalidade, o polinucleotideo de interesse, particular-
mente um polinucleotideo de interesse codificando polipeptideo ou proteina,
nao é transcrito de forma significativa nos tecidos das estruturas reproduto-
ras da planta, particularmente no tecido do pdlen e/ou do pendao da planta
transgénica de acordo com a invengao. Portanto, essencialmente nenhuma

expressao de polinucleotideo de interesse, particularmente um polinucleoti-
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deo de interesse codificando polipeptideo ou proteina, ocorre nos tecidos
das estruturas reprodutivas masculinas da planta, particularmente nos teci-
dos do poélen e/ou do pendao, e somente quantidades residuais do produto
de expressao, se houver, podem ser detectadas nos referidos tecidos, que
nao sao suficientes para o produto de expressdo cumprir a sua fungéo biolé-
gica prevista nos referidos tecidos, particularmente nos tecidos do polen e/ou
do pendao, e desse modo também nao exibe quaisquer efeitos tdxicos nos
insetos que se alimentam nos referidos tecidos ou nas estruturas reproduto-
ras da planta.

Em uma modalidade da invencéo, € fornecida uma planta trans-
génica como aqui descrito, em que um construto de polinucleotideo quiméri-
co, particularmente um construto de DNA quimérico, compreende um polinu-
cleotideo de interesse, particularmente um polinucleotideo de interesse codi-
ficando polipeptideo ou proteina, operavelmente associado a e/ou sob con-
trole operacional de uma sequéncia de nucleotideos reguladora, em que pe-
lo menos parte da qual tem uma funcéao de iniciagao da transcricao e é obte-
nivel a partir de um gene codificando um fator de despolimerizagcao de actina
3 (ABP3), cujo polipeptideo ou proteina € altamente expresso na maior parte
dos tecidos da planta, mas excluindo essencialmente os tecidos do pélen de
modo que nenhum produto de expressao esteja presente nos referidos teci-
dos de forma significativa.

Em uma modalidade, o referido gene de fator de despolimeriza-
cao de actina 3 (ABP3) é obtenivel a partir do milho.

Em uma modalidade da invencéo, € fornecida uma planta trans-
génica como aqui descrito, em que um construto de polinucleotideo quiméri-
co, particularmente um construto de DNA quimérico, compreende um polinu-
cleotideo de interesse, particularmente um polinucleotideo de interesse codi-
ficando polipeptideo ou proteina, operavelmente associado a e/ou sob con-
trole operacional de uma sequéncia de nucleotideos reguladora, em que pe-
lo menos parte da qual tem uma funcéao de iniciagao da transcricao e é obte-
nivel a partir de um gene representado por uma sonda de DNA, particular-

mente uma sonda de DNA exibindo uma sequéncia de DNA como mostrado

Peticsn 870180051551, de 15/06/2018, péag. 11/114



10

15

20

25

30

5/101

nas SEQ ID NOs: 47 até 56, cuja sonda de DNA mostra um padrao de sinal
nas amostras de tecidos, o qual é indicativo da expressao do referido gene
em todos os tecidos e sem ou substancialmente sem expressao no pélen.

Em uma modalidade, é fornecida uma planta transgénica, de
acordo com a invencgao, e como aqui descrito compreendendo uma sequén-
cia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinucleotideo, particu-
larmente um construto de polinucleotideo quimérico, compreendendo a refe-
rida sequéncia reguladora conforme aqui descrita, em que pelo menos parte
da qual tem uma fungéo de iniciagdo da transcricdo e medeia a expressao
de um polinucleotideo de interesse codificando uma proteina operavelmente
associada na maior parte dos tecidos da planta, mas excluindo essencial-
mente os tecidos do pélen de modo que nenhum produto de expressao este-
ja presente nos referidos tecidos de forma significativa, cuja sequéncia regu-
ladora pode ser obtida em uma reagdo de PCR a partir de um padrao de
DNA gendmico de Zea mays usando

i)um primeiro iniciador que tem pelo menos 90%, particularmen-
te pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nu-
cleotideos como descrito na SEQ ID NO: 1, particularmente um primeiro ini-
ciador da SEQ ID NO: 1; ou

ii) segundo iniciador que tem pelo menos 90%, particularmente
pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nu-
cleotideos como descrito na SEQ ID NO: 2, particularmente um segundo ini-
ciador de; SEQ ID NO: 2; ou

iii) um primeiro iniciador como um iniciador direto que tem pelo
menos 90%, particularmente pelo menos 91%, particularmente pelo menos
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia
com uma sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 1 e um
segundo iniciador como um iniciador reverso o qual tem pelo menos 90%,
particularmente pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma
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sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 2, particularmente
o iniciador direto de SEQ ID NO: 1 e o iniciador reverso de SEQ ID NO: 2.

Em uma modalidade, a invencéo se relaciona com uma planta
transgénica como aqui descrito, em que a sequéncia de nucleotideos forne-
cendo a fungéo de iniciacdo da transcricdo tem pelo menos entre 80% e
85% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nucleotideos des-
crita na SEQ ID NO: 13, com todos os numeros inteiros neste intervalo es-
tando também aqui compreendidos, particularmente pelo menos entre 85% e
90% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nucleotideos des-
crita na SEQ ID NO: 13, com todos os numeros inteiros neste intervalo es-
tando também aqui compreendidos particularmente pelo menos 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia
com uma sequéncia de nucleotideos descrita na SEQ ID NO: 13, ou um fra-
gmento do mesmo, e em que a referida sequéncia de nucleotideos regulado-
ra ou seus fragmentos medeia a transcricao de uma molécula polinucleoti-
deo operavelmente associada, particularmente de um polinucleotideo de
interesse codificando uma proteina operavelmente associado de modo que o
referido polinucleotideo de interesse seja transcrito na maior parte dos teci-
dos da planta, mas excluindo essencialmente os tecidos do poélen de modo
que nenhum produto de expressao esteja presente nos referidos tecidos de
forma significativa.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta
transgénica como aqui descrito, em que a fita complementar da sequéncia
de nucleotideos fornecendo a fungéo de iniciacao da transcricao é capaz de
hibridizar com uma sequéncia de nucleotideos descrita na SEQ ID NO: 13,
particularmente sob condigdes de hibridizacdo moderadas, mais particular-
mente sob condigdes de hibridizagdo rigorosas, e em que a sequéncia de
nucleotideos reguladora aqui referida medeia a transcricao de uma molécula
de polinucleotideos operavelmente associada, particularmente um polinucle-
otideo de interesse codificando uma proteina operavelmente associado, de
modo que o referido polinucleotideo de interesse seja transcrito na maior

parte dos tecidos da planta, mas excluindo essencialmente os tecidos do
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polen, de modo que nenhum produto de expressao esteja presente nos refe-
ridos tecidos de forma significativa.

Em uma modalidade, a invencéo se relaciona com uma planta
transgénica como aqui descrito, em que a sequéncia de nucleotideos forne-
cendo a fungéo de iniciagdo da transcricao € a sequéncia descrita na SEQ
ID NO: 13 ou um fragmento do mesmo, que ainda exibe uma funcionalidade
completa como sequéncia de iniciacdo da transcrigao.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta
transgénica de acordo com a invencao e como aqui descrito compreendendo
uma sequéncia de nucleotideos reguladora ou uma cassete de expresséao
compreendendo a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um
construto de polinucleotideo, particularmente um construto de polinucleoti-
deo quimérico, compreendendo a referida sequéncia reguladora em que pelo
menos parte da qual tem uma funcao de terminacao da transcricao obtenivel
a partir de um gene codificando um fator de despolimerizagéo de actina 3
(ABP3), cuja sequéncia reguladora medeia a transcricdo de uma molécula
de polinucleotideos operavelmente associada, particularmente de uma mo-
lécula de polinucleotideo de interesse codificando proteinas operavelmente
associada de modo que o referido polinucleotideo de interesse seja transcri-
to na maior parte dos tecidos da planta excluindo os tecidos do pélen, mas
excluindo essencialmente os tecidos do poélen, de modo que nenhum produ-
to de expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa,
particularmente a partir de um gene de fator de despolimerizagéo de actina 3
(ABP3) de milho, em que

i) a referida sequéncia de nucleotideos reguladora compreende
uma sequéncia de terminacao da transcricao que tem pelo menos entre 80%
e 85% de identidade de sequéncia, com todos os numeros inteiros dentro
deste intervalo estando também aqui compreendidos, particularmente pelo
menos entre 85% e 90% de identidade de sequéncia, com todos os numeros
inteiros dentro deste intervalo estando também aqui compreendidos, particu-
larmente pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou

99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nucleotideos des-
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crita na SEQ ID NO: 14; ou um fragmento do mesmo, que exibe ainda a fun-
cionalidade de uma sequéncia de terminacgao; ou

ii) a fita complementar da referida sequéncia de nucleotideos re-
guladora hibridiza com uma sequéncia de nucleotideos descrita na SEQ ID
NO: 14, particularmente sob condigbes moderadas de hibridizagdo, mais
particularmente condigdes moderadas-rigorosas de hibridizacao, particular-
mente sob condi¢des rigorosas de hibridizagcdo e medeia a terminagao da
transcricao de um polinucleotideo de interesse codificando uma proteina
operavelmente associado; ou,

iii) a referida sequéncia de nucleotideos reguladora tem uma se-
quéncia como descrito na SEQ ID NO: 14, incluindo seus complementos.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta
transgénica, de acordo com a invencao, e como aqui descrito compreenden-
do uma sequéncia de nucleotideos reguladora ou um cassete de expressao
compreendendo a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um
construto de polinucleotideo, particularmente um construto de polinucleoti-
deo quimérico, compreendendo a referida sequéncia reguladora em que pelo
menos parte da qual tem uma fung¢ao de iniciagcao e uma fungao de termina-
¢cao da transcrigao, respectivamente, cuja sequéncia de nucleotideos regula-
dora é obtenivel a partir de um gene codificando um fator de despolimeriza-
cao de actina 3 (ABP3), que € expresso na maior parte dos tecidos da plan-
ta, mas excluindo essencialmente os tecidos do pélen, de modo que nenhum
produto de expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma signifi-
cativa, particularmente a partir de um gene de fator de despolimerizacao de
actina 3 (ABP3) de milho, e cuja sequéncia de nucleotideos reguladora com-
preende uma sequéncia de iniciacao da transcricdo e uma sequéncia de
terminagao da transcricdo, respectivamente, que tém pelo menos entre 80%
e 85% de identidade de sequéncia, com todos os numeros inteiros dentro
deste intervalo estando também aqui compreendidos, particularmente pelo
menos entre 85% e 90% de identidade de sequéncia, com todos os numeros
inteiros dentro deste intervalo estando também aqui compreendidos, particu-
larmente pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
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99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nucleotideos des-
crita na SEQ ID NO: 13 e SEQ ID NO: 14, respectivamente, ou um fragmen-
to do mesmo que ainda exibe a funcionalidade completa como uma sequén-
cia de iniciacao e de terminacgao da transcricao, respectivamente.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta
transgénica, de acordo com a invencao e conforme aqui descrito compreen-
dendo uma sequéncia de nucleotideos reguladora ou um cassete de expres-
sao compreendendo a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um
construto de polinucleotideo, particularmente um construto de polinucleoti-
deo quimérico, compreendendo a referida sequéncia reguladora em que pelo
menos parte da qual tem uma fungéo de iniciagdo e uma fungao de termina-
cao da transcricao, respectivamente, cuja sequéncia de nucleotideos regula-
dora € obtenivel a partir de um gene codificando um fator de despolimeriza-
cao de actina 3 (ABP3), que € expressado na maior parte dos tecidos da
planta, mas excluindo essencialmente os tecidos do pélen, de modo que ne-
nhum produto de expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma
significativa, particularmente a partir de um gene de fator de despolimeriza-
cao de actina 3 (ABP3) do milho, e cuja sequéncia de nucleotideos regulado-
ra compreende uma sequéncia de iniciacdo da transcricao como descrito na
SEQ ID NO: 13 e uma sequéncia de terminagdo da transcricdo como des-
crito na SEQ ID NO: 14.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta
transgénica, de acordo com a invencgao, e conforme aqui descrito compreen-
dendo uma sequéncia de nucleotideos reguladora ou uma cassete de ex-
pressao compreendendo a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou
um construto de polinucleotideos, particularmente um construto de polinu-
cleotideo quimérico, compreendendo a referida sequéncia reguladora em
que pelo menos parte da qual tem uma fungao de iniciagcdo e uma fungao de
terminagao da transcricdo, respectivamente, cuja sequéncia de nucleotideos
reguladora é obtenivel a partir de um gene representado por uma sonda de
DNA, particularmente uma sonda de DNA exibindo uma sequéncia de DNA

como descrito nas SEQ ID NOs: 47 até 56, cuja sonda de DNA apresenta
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um padrao de sinal em amostras de tecidos, que ¢é indicativo da expressao
do referido gene em todos os tecidos e nenhuma ou substancialmente ne-
nhuma expressao no poélen.

Em uma modalidade da invencéo, € fornecida uma planta trans-
génica conforme aqui descrito, em que o construto de polinucleotideo quimé-
rico, particularmente o construto de DNA quimérico, compreende um polinu-
cleotideo de interesse, particularmente um polinucleotideo de interesse codi-
ficando polipeptideo ou proteina, operavelmente associado a e/ou sob con-
trole operacional de uma sequéncia de nucleotideos reguladora, em que pe-
lo menos parte da qual tem uma funcéao de iniciagao da transcricao e é obte-
nivel a partir do DNA gendmico da planta, particularmente a partir do DNA
gendémico de milho, cujo polipeptideo ou proteina & expresso na maior parte
dos tecidos da planta, mas excluindo essencialmente os tecidos do pendao
de modo que nenhum produto de expressao esteja presente nos referidos
tecidos de forma significativa.

Em uma modalidade da invencéo, € fornecida uma planta trans-
génica como aqui descrito, em que o construto de polinucleotideo quimérico,
particularmente o construto de DNA quimérico, compreende um polinucleoti-
deo de interesse, particularmente um polinucleotideo de interesse codifican-
do polipeptideo ou proteina, operavelmente associado a e/ou sob controle
operacional de uma sequéncia de nucleotideos reguladora, em que pelo
menos parte da qual tem uma funcao de iniciagao da transcricao e € obteni-
vel a partir de um gene representado por uma sonda de DNA, particularmen-
te uma sonda de DNA exibindo uma sequéncia de DNA como descrito nas
SEQ ID NOs: 57 até 79, cuja sonda de DNA apresenta um padrao de sinal
nas amostras de tecidos, que é indicativo da expressao do referido gene em
todos os tecidos e de nenhuma ou substancialmente nenhuma expressao
nos tecidos do pendao.

Em uma modalidade, é fornecida uma planta transgénica, de
acordo com a invencgao, e como aqui descrito compreendendo uma sequén-
cia de nucleotideos reguladora ou um cassete de expressao compreendendo

a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinu-
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cleotideos, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, com-
preendendo a referida sequéncia reguladora como aqui descrito, cuja se-
quéncia reguladora pode ser obtida em uma reagéo de PCR a partir de um
padrao de DNA genémico de Zea mays usando

i) um primeiro iniciador que tem pelo menos 90%, particular-
mente pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 19, particularmente o iniciador
da SEQ ID NO: 19; ou

i) um segundo iniciador que tem pelo menos 90%, particular-
mente pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 20, particularmente o iniciador
reverso da SEQ ID NO: 20; ou

iii) um primeiro iniciador como um iniciador direto que tem pelo
menos 90%, particularmente pelo menos 91%, particularmente pelo menos
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia
com uma sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 19 e um
segundo iniciador como um iniciador reverso o qual tem pelo menos 90%,
particularmente pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma
sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 20, particularmente o
iniciador direto da SEQ ID NO: 19 e o iniciador reverso da SEQ ID NO: 20.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta
transgénica como aqui descrito, em que a sequéncia de nucleotideos forne-
cendo a fungao de iniciagao da transcricdo tem pelo menos entre 80% e
85% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nucleotideos des-
crita na SEQ ID NO: 35, com todos os numeros inteiros dentro deste interva-
lo estando também aqui compreendidos, particularmente pelo menos entre
85% e 90% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nucleotideos
descrita na SEQ ID NO: 35, com todos os numeros inteiros dentro deste in-

tervalo estando também aqui compreendidos, particularmente pelo menos
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90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de
sequéncia com uma sequéncia de nucleotideos descrita na SEQ ID NO: 35,
ou um fragmento do mesmo, e em que a referida sequéncia de nucleotideos
reguladora ou um fragmento do mesmo medeia a transcricao de uma molé-
cula de polinucleotideo operavelmente associada, particularmente um poli-
nucleotideo de interesse codificando proteinas operavelmente associado de
modo que o referido polinucleotideo de interesse seja transcrito na maior
parte dos tecidos da planta mas excluindo essencialmente os tecidos do
penddo de modo que nenhum produto de expressao esteja presente nos
referidos tecidos de forma significativa.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta
transgénica como aqui descrito, em que a fita complementar da sequéncia
de nucleotideos fornecendo a fungéo de iniciagdo da transcricdo é capaz de
hibridizar com uma sequéncia de nucleotideos descrita na SEQ ID NO: 35,
particularmente sob condicées moderadas de hibridizagdo, mais particular-
mente sob condi¢des rigorosas de hibridizacdo e em que a referida sequén-
cia de nucleotideos reguladora medeia a transcricdo de uma molécula de
polinucleotideos operavelmente associada, particularmente um polinucleoti-
deo de interesse codificando uma proteina operavelmente associado de mo-
do que o referido polinucleotideo de interesse seja transcrito na maior parte
dos tecidos da planta, mas excluindo essencialmente os tecidos do pendao
de modo que nenhum produto de expressao esteja presente nos referidos
tecidos de forma significativa.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta
transgénica como aqui descrito, em que a sequéncia de nucleotideos forne-
cendo a funcao de iniciagao da transcricdo € a sequéncia descrita na SEQ
ID NO: 35 ou um fragmento do mesmo, que ainda apresenta a funcionalida-
de completa como sequéncia de iniciagao da transcricao.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta
transgénica, de acordo com a invencao, e como aqui descrito compreenden-
do uma sequéncia de nucleotideos reguladora ou um cassete de expressao

compreendendo a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um
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construto de polinucleotideo, particularmente um construto de polinucleoti-
deo quimérico, compreendendo a referida sequéncia reguladora em que pelo
menos parte dela tem uma funcdo de terminacao da transcicdo obtenivel a
partir de um DNA gendmico de planta, particularmente um DNA genémico de
milho e medeia a transcricdo de uma molécula de polinucleotideos opera-
velmente associada, particularmente de um polinucleotideo de interesse co-
dificando proteinas operavelmente associado de modo que o referido polinu-
cleotideo de interesse seja transcrito na maior parte dos tecidos da planta,
mas excluindo essencialmente os tecidos do penddo de modo que nenhum
produto de expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma signifi-
cativa, em que

i) a referida sequéncia de nucleotideos reguladora compreen-
de uma sequéncia de terminagéo da transcricdo que tem pelo menos entre
80% e 85% de identidade de sequéncia, com todos os numeros inteiros den-
tro deste intervalo estando também aqui compreendidos, particularmente
pelo menos entre 85% e 90% de identidade de sequéncia, com todos os
numeros inteiros dentro deste intervalo estando também aqui compreendi-
dos, particularmente pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nu-
cleotideos descrita na SEQ ID NO: 36; ou um fragmento do mesmo que ain-
da apresenta a funcionalidade completa como sequéncia de iniciacao da
transcricao; ou

i) a fita complementar da referida sequéncia de nucleotideos
reguladora hibridiza com uma sequéncia de nucleotideos descrita na SEQ ID
NO: 36, particularmente sob condicées moderadas de hibridizacao, particu-
larmente sob condigcdes moderadas-rigorosas de hibridizagao, particularmen-
te sob condicées rigorosas de hibridizagao e medeia a terminagao da trans-
cricao de um polinucleotideo de interesse codificando proteinas operavel-
mente associado; ou

iii) a referida sequéncia reguladora tem uma sequéncia como
descrito na SEQ ID NO: 36, ou um fragmento do mesmo, que ainda apresen-

ta funcionalidade completa como sequéncia de iniciacao da transcri¢ao inclu-
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indo seus complementos.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta
transgénica, de acordo com a invencao, e como aqui descrito compreenden-
do uma sequéncia de nucleotideos reguladora ou um cassete de expressao
compreendendo a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um
construto de polinucleotideo, particularmente um construto de polinucleoti-
deo quimérico, compreendendo a referida sequéncia reguladora em que pelo
menos parte da qual tem uma fung¢ao de iniciagcao e uma fungao de termina-
¢cao da transcrigcao, respectivamente, cuja sequéncia de nucleotideos regula-
dora é obteniveis a partir de DNA gendmico de planta, particularmente a par-
tir de DNA de milho genémico, que € expresso na maior parte dos tecidos da
planta, mas excluindo essencialmente tecidos do pendao, de modo que ne-
nhum produto de expresséo esteja presente nos referidos tecidos de forma
significativa, cuja sequéncia de nucleotideos reguladora compreende uma
sequéncia de iniciacdo da transcricdo e uma sequéncia de termina¢ao da
transcricao, respectivamente, sequéncias essas que tém pelo menos entre
80% e 85% de identidade de sequéncia, com todos os numeros inteiros den-
tro deste intervalo estando também aqui compreendidos, particularmente
pelo menos entre 85% e 90% de identidade de sequéncia, com todos os
numeros inteiros dentro deste intervalo estando também aqui compreendi-
dos, particularmente pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nu-
cleotideos descrita na SEQ ID NO: 35 e SEQ ID NO:36, respectivamente,
incluindo um fragmento do mesmo, que ainda apresenta a funcionalidade
completa como uma sequéncia de iniciagdo e como uma sequéncia de ter-
minacao da transcricao, respectivamente.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta
transgénica, de acordo com a inven¢ao, e conforme aqui descrito compreen-
dendo uma sequéncia de nucleotideos reguladora ou um cassete de expres-
sao compreendendo a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um
construto de polinucleotideo, particularmente um construto de polinucleoti-

deo quimérico, compreendendo a referida sequéncia reguladora em que pelo
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menos parte dela tem uma funcdo de iniciagdo e uma funcao de terminacao
da transcricao, respectivamente, sequéncia de nucleotideos reguladora essa
que é obtenivel a partir de um DNA de planta gendmico, particularmente de
um DNA de milho genémico e é expressa na maior parte dos tecidos da
planta, mas excluindo essencialmente os tecidos do pendao, de modo que
nenhum produto de expressao esteja presente nos referidos tecidos de for-
ma significativa, sequéncia de nucleotideos reguladora essa que compreen-
de uma sequéncia de iniciacao da transcricao como descrito na SEQ ID NO:
35 e uma sequéncia de terminagao da transcricdo como descrito na SEQ ID
NO:36 respectivamente, incluindo um fragmento do mesmo, que ainda apre-
senta a funcionalidade completa como uma sequéncia de iniciacdo e como
uma sequéncia de terminacgao da transcricao, respectivamente.

Em uma modalidade, é fornecida uma planta transgénica, de
acordo com a invengao, e como aqui descrito, em que o polinucleotideo de
interesse codificando proteinas ou polipeptideos codifica um produto poli-
peptidico apresentando atividade inseticida, particularmente uma endotoxina
de Bacillus thuringiensis.

Em uma modalidade, a concentracao do produto polipeptidico
expresso a partir do polinucleotideo de interesse codificando proteinas nos
tecidos das estruturas reprodutoras da planta, particularmente nos tecidos
do pélen e/ou do pendao é tal que nenhuma atividade inseticida possa ser
detectada em um ensaio de alimentacao de inseto padrao. Em particular, a
concentragao do produto de expressédo no pendao € abaixo de um nivel ba-
sico nao superior a 10 ng/mg de proteina soluvel, particularmente nao supe-
rior a 5 ng/mg de proteina soluvel, mais particularmente ndo superior a 3
ng/mg de proteina soluvel, mas particularmente nao superior a 2 ng/mg de
proteina sollvel ou inferior.

Em uma modalidade, é fornecida uma planta transgénica de
acordo com a invengéo e como aqui descrito, em que o polinucleotideo de
interesse codificando proteinas ou polipeptideos codifica uma endotoxina de
Bacillus thuringiensis que tem pelo menos entre 80% e 85% de identidade

de sequéncia, com todos os numeros inteiros dentro deste intervalo estando
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também aqui compreendidos, particularmente pelo menos entre 85% e 90%
de identidade de sequéncia, com todos os numeros inteiros dentro deste
intervalo estando também aqui compreendidos, particularmente pelo menos
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de
sequéncia com uma sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID
NO:15.

Em uma modalidade, é fornecida uma planta transgénica, de
acordo com a invencgao, e como aqui descrito, em que o polinucleotideo de
interesse codificando proteinas ou polipeptideos codifica uma endotoxina de
Bacillus thuringiensis que tem a sequéncia de nucleotideos como descrito na
SEQ ID NO: 15.

Em uma modalidade, € fornecida uma planta transgénica de
acordo com a invengéo e como aqui descrito, em que o polinucleotideo de
interesse codificando proteinas ou polipeptideos codifica um produto poli-
peptidico contribuindo para o melhoramento da tolerancia a seca, particu-
larmente uma forma desregulada de uma H*-pirofosfatase, em que o referido
polipeptideo ou proteina esta sob controle de uma sequéncia reguladora de
acordo com a invengao em pelo menos parte dela tem uma funcao de inicia-
¢cao da transcricao que medeia a expressao de um polinucleotideo de inte-
resse codificando proteinas operavelmente associado na maior parte dos
tecidos da planta, mas excluindo essencialmente expressado nos tecidos do
polen e/ou dos tecidos do pendao, de modo que nenhum produto de expres-
sao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa.

Em uma modalidade, a planta transgénica, de acordo com a in-
vencao, e como aqui descrito € uma planta de Zea mays.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma sequén-
cia de nucleotideos reguladora ou um cassete de expressao compreendendo
a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinu-
cleotideo, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, com-
preendendo a referida sequéncia reguladora, em que pelo menos parte dela
tem uma fungéo de iniciacdo da transcricdo que medeia a expressao de uma

proteina operavelmente associada codificando um polinucleotideo de inte-
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resse na maior parte dos tecidos da planta, mas excluindo essencialmente
expressao nos tecidos das estruturas reprodutoras masculinas, particular-
mente os tecidos do pélen e/ou do pendao, de modo que nenhum produto de
expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa.

Em uma modalidade da invenc¢do, a sequéncia de nucleotideos
reguladora é obtenivel a partir de um gene representado por uma sonda de
DNA, particularmente uma sonda de DNA exibindo uma sequéncia de DNA
como descrito nas SEQ ID NOs: 47 até 56, sonda de DNA essa que apre-
senta um padrao de sinal em amostras de tecido que € indicativo da expres-
sao do referido gene em todos os tecidos e nenhuma ou substancialmente
nenhuma expressao no poélen.

Em uma modalidade da invencao, a sequéncia de nucleotideos
reguladora é obtenivel a partir de um gene codificando um fator de despoli-
merizacao de actina 3, que é expresso ha maior parte dos tecidos da planta,
mas excluindo essencialmente os tecidos do pélen, de modo que nenhum
produto de expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma signifi-
cativa, particularmente um gene do fator de despolimerizagéo de actina 3 do
milho.

Em uma modalidade da invencdo, a sequéncia de nucleotideos
reguladora é obtenivel a partir de um gene representado por uma sonda de
DNA, particularmente uma sonda de DNA exibindo uma sequéncia de DNA
como descrito nas SEQ ID NOs: 57 até 79, sonda de DNA essa que apre-
senta um padrao de sinal nas amostras de tecido, que é indicativo da ex-
pressao do referido gene em todos os tecidos e nenhuma ou substancial-
mente nenhuma expressao nos tecidos do pendao...

Em uma modalidade, a invencao fornece uma sequéncia de nu-
cleotideos reguladora ou um cassete de expressao compreendendo a referi-
da sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinucleoti-
deo, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, compreen-
dendo a referida sequéncia reguladora como aqui descrito, sequéncia essa que
€ obtenivel a partir de um padrao de DNA genémico de Zea mays usando

i) um primeiro iniciador que tem pelo menos 90%, particular-
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mente pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 1, particularmente um primeiro
iniciador da SEQ ID NO: 1; ou

i) um segundo iniciador que tem pelo menos 90%, particular-
mente pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 2, particularmente um segundo
iniciador da; SEQ ID NO: 2; ou

iii) um primeiro iniciador como um iniciador direto que tem pelo
menos 90%, particularmente pelo menos 91%, particularmente pelo menos
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia
com uma sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 1 e um
segundo iniciador como um iniciador reverso que tem pelo menos 90%, par-
ticularmente pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma se-
quéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 2, particularmente o
iniciador direto da SEQ ID NO: 1 e o iniciador reverso da SEQ ID NO: 2.

Em uma modalidade, a sequéncia de nucleotideos reguladora de
acordo com a invengao e como aqui descrito € modificada usando um ou
mais oligonucleotideos selecionados a partir do grupo de oligonucleotideos
descrito nas SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7 e SEQ ID NO: 8.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma sequén-
cia de nucleotideos reguladora ou um cassete de expressao compreendendo
a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinu-
cleotideo, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, com-
preendendo a referida sequéncia reguladora como aqui descrito, sequéncia
de nucleotideos reguladora essa que fornece uma fungéo de iniciagdo da
transcricdo, em que a sequéncia de nucleotideos fornecendo essa funcéao
tém pelo menos entre 80% e 85% de identidade de sequéncia, com todos os

numeros inteiros dentro deste intervalo estando também aqui compreendi-
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dos, particularmente pelo menos entre 85% e 90% de identidade de sequén-
cia, com todos os numeros inteiros dentro deste intervalo estando também
aqui compreendidos, particularmente pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma
sequéncia de nucleotideos descrita na SEQ ID NO: 13 e em que a referida
sequéncia de nucleotideos reguladora medeia a transcricdo de um polinu-
cleotideo de interesse codificando proteinas operavelmente associado na
maior parte dos tecidos da planta mas excluindo essencialmente os tecidos
do pdlen, de modo que nenhum produto de expressao esteja presente nos
referidos tecidos de forma significativa.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma sequén-
cia de nucleotideos reguladora ou um cassete de expressao compreendendo
a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinu-
cleotideo, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, com-
preendendo a referida sequéncia reguladora como aqui descrita, sequéncia
de nucleotideos reguladora essa que fornece uma funcao de iniciacao da
transcricdo, em que a fita complementar da sequéncia de nucleotideos for-
necendo a referida fungao hibridiza com uma sequéncia de nucleotideos
descrita na SEQ ID NO: 13, particularmente sob condigdes moderadas de
hibridizagdo, mais particularmente sob condicdes moderadamente rigorosas
de hibridizacdo e em que a referida sequéncia de nucleotideos reguladora
medeia a transcricdo de um polinucleotideo de interesse codificando protei-
nas operavelmente associado na maior parte dos tecidos da planta, mas ex-
cluindo essencialmente os tecidos do pélen, de modo que nenhum produto
de expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa.
Em particular, a referida hbridizacdo ocorre sob condi¢des rigorosas de hi-
bridizagao.

Em uma modalidade da invencao, a sequéncia de nucleotideos
fornecendo a fungéo de iniciacdo da transcricdo € a sequéncia descrita na
SEQ ID NO: 13, ou um fragmento do mesmo que ainda apresenta funciona-
lidade completa como uma sequéncia de iniciacao da transcricdo, e seus

complementos.
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Em uma modalidade, é fornecida uma sequéncia de nucleoti-
deos reguladora ou um cassete de expressdao compreendendo a referida
sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinucleotideo,
particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, compreendendo
a referida sequéncia reguladora de acordo com a invengéo e como aqui des-
crito, compreendendo aproximadamente 1 kb da sequéncia de nucleotideos
a montante do sitio de inicio da transcricdo ZmABP3 de um gene ZmABP3,
particularmente a montante do sitio de inicio da transcricao ZmABP3 do ge-
ne ZmABP3 como descrito na SEQ ID NO: 17.

Em uma modalidade da invencéao, a referida sequéncia de nu-
cleotideos reguladora compreende adicionalmente a sequéncia ZmABP3 5'
nao traduzida, o primeiro éxon ZmABP3, o primeiro intron ZmABP3 e uma
porcao do segundo éxon ZmABP3, particularmente uma porgao do segundo
éxon ZmABP3 terminando no cédon de iniciagcao da traducgao, particularmen-
te uma porcéo do segundo éxon ZmABP3 compreendendo entre cerca de 10
até cerca de 20 nucleotideos, particularmente entre cerca de 12 e cerca de
16 nucleotideos, particularmente cerca de 14 nucleotideos, do segundo
éxon.

Em uma modalidade, é fornecida uma sequéncia de nucleoti-
deos reguladora ou um cassete de expressdao compreendendo a referida
sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinucleotideo,
particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, compreendendo
a referida sequéncia reguladora, em que pelo menos parte da qual tem uma
funcao de terminacao da transcricdo, cuja sequéncia & obtenivel em uma
reacédo de ampliagcdo de PCR a partir de um padrao de gDNA, particularmen-
te um padrao de gDNA de milho, usando um iniciador direto (P3 (5'-
tatatagagctcgcatcatgatcatgcatcatggact-3') o qual tem pelo menos 90%, parti-
cularmente pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma se-
qguéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 9 e um iniciador re-
verso (P4 (5'-atatatactagtggcgcgccacactttctgtcgcatgtgatttgca-3') o qual tem

pelo menos 90%, particularmente pelo menos 91%, particularmente pelo
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menos 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequén-
cia com uma sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 10. Em
especial, a referida sequéncia de nucleotideos reguladora compreende um ter-
minador transcricional e um sinal de poliadenilacdo. Em especial, € usado um
iniciador direto (P3 (5'-tatatagagctcgcatcatgatcatgcatcatggact-3')) o qual tem
uma sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 9 e um inicia-
dor reverso (P4 (5'-atatatactagtggcgcgccacactttctgtcgcatgtgatttgca-3') o qual
tem uma sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 10.

Em uma modalidade da invengéao, é fornecida uma sequéncia de
nucleotideos reguladora ou um cassete de expressao compreendendo a re-
ferida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinucleo-
tideo, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, compre-
endendo a referida sequéncia reguladora a qual compreende uma sequéncia
de terminacéo da transcricao obtenivel a partir de um gene codificando um
fator de despolimerizagdo de actina 3 (ABP3), cuja sequéncia reguladora
medeia a transcricdo de uma molécula de polinucleotideo operavelmente
associada, particularmente de uma molécula de polinucleotideo de interesse
codificando proteinas operavelmente associada, de modo que o referido po-
linucleotideo de interesse seja transcrito na maior parte dos tecidos da plan-
ta mas nao ou substancialmente nao transcrito nos tecidos do pélen, de mo-
do que nenhum produto de expresséao esteja presente nos referidos tecidos
de forma significativa, particularmente a partir de um gene de fator de despo-
limerizagao de actina 3 (ABP3) de milho, em que

i) a referida sequéncia de nucleotideos reguladora compreen-
de uma sequéncia de terminagao da transcricdo, cuja sequéncia reguladora
tem pelo menos entre 80% e 85% de identidade de sequéncia, com todos os
numeros inteiros dentro deste intervalo estando também aqui compreendi-
dos, particularmente pelo menos entre 85% e 90% de identidade de sequén-
cia, com todos os numeros inteiros dentro deste intervalo estando também
aqui compreendidos, particularmente pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma

sequéncia de nucleotideos descrita na SEQ ID NO: 14; ou
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i) a fita complementar da referida sequéncia de nucleotideos
reguladora hibridiza com a sequéncia de nucleotideos descrita na SEQ ID
NO: 14, particularmente sob condigbes moderadas de hibridizagdo, mais
particularmente condigdes moderadas-rigorosas de hibridizacao, particular-
mente sob condi¢des rigorosas de hibridizagcdo e medeia a terminagao da
transcricdo de um polinucleotideo de interesse codificando proteinas opera-
velmente associado; ou

iii) a referida sequéncia de nucleotideos reguladora tem uma
sequéncia como descrito na SEQ ID NO: 14, ou um fragmento do mesmo
que ainda exibe funcionalidade completa como uma sequéncia de termina-
¢éao, incluindo complementos do mesmo.

Em uma modalidade da invencéao, é fornecida uma sequéncia de
nucleotideos reguladora ou um cassete de expressdo compreendendo a re-
ferida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinucleo-
tideo, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, compre-
endendo a referida sequéncia reguladora em que pelo menos parte da qual
tem uma fungéo de iniciagdo e uma fungdo de terminagdo da transcri¢ao,
respectivamente, cuja sequéncia de nucleotideos reguladora é obtenivel a
partir de um gene codificando um fator de despolimerizagdo de actina 3
(ABP3), que é expresso na maior parte dos tecidos da planta, mas n&ao ou
substancialmente nao € express € expresso nos tecidos do pdélen, de modo
que nenhum produto de expressao esteja presente nos referidos tecidos de
forma significativa, particularmente a partir de um gene de fator de despoli-
merizacao de actina 3 (ABP3) de milho, e cuja sequéncia de nucleotideos
reguladora compreende uma sequéncia de iniciagdo da transcricdo como
descrito na SEQ ID NO: 13 e uma sequéncia de terminagao da transcricao
como descrito na SEQ ID NO:14.

Em uma modalidade da invencao, a sequéncia de nucleotideos
reguladora € obtenivel a partir de DNA genémico de milho, particularmente a
partir de um gene putativo no genoma de milho, que é altamente expresso
na maior parte dos tecidos da planta, mas ndo ou substancialmente ndo é

expresso nos tecidos do pendao, de modo que nenhum produto de expres-
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sao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa.

Em uma modalidade, é fornecida uma sequéncia de nucleoti-
deos reguladora ou um cassete de expressdo compreendendo a referida
sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinucleotideo,
particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, compreendendo
a referida sequéncia reguladora de acordo com a invengao e como aqui des-
crito compreendendo aproximadamente 2,6 kb da sequéncia 5' incluindo
aproximadamente 2 kb da sequéncia $'-nao-transcrita, da 5-UTR, e éxon 1 e
parte do éxon 2 e intron 1, particularmente aproximadamente 0,6 kb repre-
sentando o éxon 1, intron 1 e cerca de 16 pb de éxon 2.

Em uma modalidade, a invengao fornece uma sequéncia de nu-
cleotideos reguladora ou um cassete de expressao compreendendo a referi-
da sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinucleoti-
deo, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, compreen-
dendo a referida sequéncia reguladora em que pelo menos parte da qual
tem uma funcao de iniciacdo da transcricao como aqui descrito, sequéncia
reguladora essa que é obtenivel a partir de um padrao de DNA gendémico de
Zea mays usando

i) um primeiro iniciador que tem pelo menos 90%, particular-
mente pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 19, particularmente o iniciador
da SEQ ID NO: 19; ou

i) um segundo iniciador que tem pelo menos 90%, particular-
mente pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de
nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 20, particularmente o iniciador
reverso da SEQ ID NO: 20; ou

iii) um primeiro iniciador como um iniciador direto que tem pelo
menos 90%, particularmente pelo menos 91%, particularmente pelo menos
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia

com uma sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 19 e um
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segundo iniciador como um iniciador reverso o qual tem pelo menos 90%,
particularmente pelo menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma
sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 20, particularmente o
iniciador direto da SEQ ID NO: 19 e o iniciador reverso da SEQ ID NO: 20.

Em uma modalidade, a sequéncia de nucleotideos reguladora,
de acordo com a invengéo, e como aqui descrito € modificada usando um ou
mais oligonucleotideos selecionados a partir do grupo de oligonucleotideos
descritos nas SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO:
24, SEQ ID NO: 25 e SEQ ID NO: 26.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma sequén-
cia de nucleotideos reguladora ou um cassete de expressao compreendendo
a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinu-
cleotideo, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, com-
preendendo a referida sequéncia reguladora como aqui descrito, sequéncia
de nucleotideos reguladora essa que fornece uma funcao de iniciacao da
transcricdo, em que a sequéncia de nucleotideos fornecendo a referida fun-
cao tem pelo menos entre 80% e 85% de identidade de sequéncia, com to-
dos os numeros inteiros dentro deste intervalo estando também aqui com-
preendidos, particularmente pelo menos entre 85% e 90% de identidade de
sequéncia, com todos os numeros inteiros dentro deste intervalo estando
também aqui compreendidos, particularmente pelo menos 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com
uma sequéncia de nucleotideos descrita na SEQ ID NO: 35 e em que a refe-
rida sequéncia de nucleotideos reguladora medeia a transcricado de um poli-
nucleotideo de interesse codificando uma proteina operavelmente associado
na maior parte dos tecidos da planta, mas excluindo essencialmente os teci-
dos do pendao, de modo que nenhum produto de expressao esteja presente
nos referidos tecidos de forma significativa.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma sequén-
cia de nucleotideos reguladora ou um cassete de expressao compreendendo

a referida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinu-
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cleotideo, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, com-
preendendo a referida sequéncia reguladora como aqui descrito, cuja se-
quéncia de nucleotideos reguladora fornece uma fungéao de iniciagdo da
transcricdo, em que a fita complementar da sequéncia de nucleotideos for-
necendo a referida fungao hibridiza com a sequéncia de nucleotideos descrita
na SEQ ID NO: 35, particularmente sob condigbes moderadas de hibridizacao,
mais particularmente sob condi¢des de hibridizagdo moderadamente rigorosas
e em que a referida sequéncia de nucleotideos reguladora medeia a trans-
cricado de um polinucleotideo de interesse codificando a proteina operavel-
mente associado na maior parte dos tecidos da planta, mas excluindo es-
sencialmente os tecidos do poélen de modo que nenhum produto de expres-
sao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa. Em especial,
a referida hibridizagao ocorre sob condi¢des de hibridizagéo rigorosas.

Em uma modalidade da invencao, a sequéncia de nucleotideos
fornecendo a fungéo de iniciacao da transcricdo € a sequéncia descrita na
SEQ ID NO: 35, ou um fragmento do mesmo, que ainda exibe a funcionali-
dade completa tal como uma sequéncia de iniciagcdo da transcricdo e com-
plementos do mesmo.

Em uma modalidade, é fornecida uma sequéncia de nucleoti-
deos reguladora ou um cassete de expressdao compreendendo a referida
sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinucleotideo,
particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, compreendendo
a referida sequéncia reguladora em que pelo menos parte da qual tem uma
funcao de terminacao da transcricdo, cuja sequéncia & obtenivel em uma
reacéo de amplificacdo de PCR a partir de um padrao de gDNA, particular-
mente um padrao de gDNA de milho, usando um iniciador direto que tem
pelo menos 90%, particularmente pelo menos 91%, particularmente pelo
menos 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de se-
guéncia com uma sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO:
29 e um iniciador reverso, que tem pelo menos 90%, particularmente pelo
menos 91%, particularmente pelo menos 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,

98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nucleoti-
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deos como descrito na SEQ ID NO: 30. Em particular, a referida sequéncia
de nucleotideos reguladora compreende um terminador transcricional e um
sinal de poliadenilagdo. Em particular, sdo usados um iniciador direto, o qual
tem uma sequéncia de nucleotideos como descrito na SEQ ID NO: 29 e um
iniciador reverso, o qual tem uma sequéncia de nucleotideos como descrito
na SEQ ID NO: 30.

Em uma modalidade da invengéo, é fornecida uma sequéncia de
nucleotideos reguladora ou um cassete de expressao compreendendo a re-
ferida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinucleo-
tideo, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, compre-
endendo a referida sequéncia reguladora em que

i) a referida sequéncia de nucleotideos reguladora compreen-
de uma sequéncia de terminagao da transcricdo a qual tem pelo menos en-
tre 80% e 85% de identidade de sequéncia, com todos os numeros inteiros
dentro deste intervalo estando também aqui compreendidos, particularmente
pelo menos entre 85% e 90% de identidade de sequéncia, com todos os
numeros inteiros dentro deste intervalo estando também aqui compreendi-
dos, particularmente pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nu-
cleotideos descrita na SEQ ID NO: 36; ou

i) a fita complementar da referida sequéncia de nucleotideos
reguladora hibridiza com uma sequéncia de nucleotideos descrita na SEQ ID
NO: 36, particularmente sob condicées moderadas de hibridizacao, particu-
larmente sob condigcdes moderadas-rigorosas de hibridizacao, particularmen-
te sob condicées rigorosas de hibridizagao e medeia a terminagao da trans-
cricao de um polinucleotideo de interesse codificando uma proteina opera-
velmente associado; ou

iii) a referida sequéncia reguladora tem uma sequéncia como
descrito na SEQ ID NO: 36, ou um fragmento do mesmo, que ainda exibe a
funcionalidade completa como uma sequéncia de terminagao, incluindo
complementos das mesmas.

Em uma modalidade da invencéao, é fornecida uma sequéncia de
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nucleotideos reguladora ou um cassete de expressdo compreendendo a re-
ferida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinucleo-
tideo, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, compre-
endendo a referida sequéncia reguladora, em que pelo menos parte da qual
tem uma funcgéo de iniciagcdo e a funcao de terminacao da transcricao, res-
pectivamente, cuja sequéncia de nucleotideos reguladora € obtenivel a partir
de um DNA gendmico de milho, a qual é expressa na maior parte dos teci-
dos da planta, mas ndo ou substancialmente nao é expressa nos tecidos do
pendao, de modo que nenhum produto de expressao esteja presente nos
referidos tecidos de forma significativa, e essa sequéncia de nucleotideos
reguladora compreende uma sequéncia de iniciacdo da transcricdo e uma
sequéncia de terminagao da transcricao, respectivamente, que tém pelo me-
nos entre 80% e 85% de identidade de sequéncia, com todos os numeros
inteiros dentro deste intervalo estando também aqui compreendidos, particu-
larmente pelo menos entre 85% e 90% de identidade de sequéncia, com
todos os numeros inteiros dentro deste intervalo estando também aqui com-
preendidos, particularmente pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nucleoti-
deos descrita nas SEQ ID NO: 35 e SEQ ID NO:36, respectivamente.

Em uma modalidade da invencéao, é fornecida uma sequéncia de
nucleotideos reguladora ou um cassete de expressdo compreendendo a re-
ferida sequéncia de nucleotideos reguladora ou um construto de polinucleo-
tideo, particularmente um construto de polinucleotideo quimérico, compre-
endendo a referida sequéncia reguladora, em que pelo menos parte da qual
tem uma funcgéo de iniciagcdo e a funcao de terminacao da transcricao, res-
pectivamente, essa sequéncia de nucleotideos reguladora é obtenivel a par-
tir de um DNA gendmico de milho, que é expressa na maior parte dos teci-
dos da planta, mas nao ou substancialmente nao é expressa nos tecidos do
pendao, de modo que nenhum produto de expressao esteja presente nos
referidos tecidos de forma significativa, e que a sequéncia de nucleotideos
reguladora compreenda uma sequéncia de iniciagdo da transcricdo como

descrito na SEQ ID NO: 35 e uma sequéncia de terminagao da transcricao
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como descrito na SEQ ID NO: 36.

E evidente para o versado na técnica que, com base na sequén-
cia de nucleotideos mostrada na SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO 14, SEQ ID
NO: 35 e SEQ ID NO: 36, os fragmentos de varios comprimentos possam
ser obtidos a partir das referidas sequéncias, por exemplo usando quaisquer
combinacgdes de iniciadores de interesse para gerar fragmentos que ainda
exibem a fungéo especifica reguladora de acordo com a invengao que é diri-
gir a expressao de um polinucleotideo de interesse operavelmente associa-
do na maior parte dos tecidos da planta excepto nos tecidos do pélen e do
pendao, respectivamente. A invencao inclui assim fragmentos derivados de
um promotor da transcricdo de comprimento completo e um terminador de
comprimento completo da invencdo e como aqui descrito, respectivamente
que funcionam de acordo com a invengéo, isto €, sdo capazes de conferir
expressao e terminacao de uma sequéncia de nucleotideos operavelmente
associada na maior parte dos tecidos da planta, mas excluindo essencial-
mente os tecidos do pdélen, de modo que nenhum produto de expressao es-
teja presente nos referidos tecidos de forma significativa e/ou no pendao.

A funcao dos fragmentos promotor e terminador, uma vez obtida,
pode ser facilmente testada fundindo-os a um gene marcador selecionavel
ou rastreavel e ensaiando os construtos da fusao quanto a retencao da ativi-
dade do promotor especifico. Esses ensaios estdo no dmbito do conheci-
mento comum de uma pessoa versada na técnica.

Em uma modalidade, a invengéao se relaciona com fragmentos
de nucleotideos, particularmente com fragmentos de nucleotideos obteniveis
a partir de sequéncias reguladoras de um gene de fator de despolimerizacao
de actina 3 (ABP3), cujos fragmentos de nucleotideo sao de pelo menos
cerca de 50 bases, preferencialmente de entre cerca de 400 bases e cerca
de 650 bases, mais preferencialmente de entre cerca de 200 bases e cerca
de 400 bases e o mais preferencialmente de cerca de 350 bases de compri-
mento e que ainda exibem a funcao reguladora especifica, de acordo com a
invencgao, que é dirigir a expressado de um polinucleotideo de interesse ope-

ravelmente associado na maior parte dos tecidos da planta, mas excluindo
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essencialmente os tecidos do polen e/ou do pendao, de modo que nenhum
produto de expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma signifi-
cativa.

Em uma modalidade, a invencéao se relaciona com fragmento de
nucleotideo compreendendo uma sequéncia de nucleotideos compreenden-
do uma extensao consecutiva de pelo menos 50 nt, particularmente de entre
cerca de 400 nt e cerca de 650 nt, particularmente de entre cerca de 200 nt
e cerca de 400 nt, particularmente de cerca de 350 nt em comprimento da
sequéncia de nucleotideos descrita na SEQ ID NO:13 e SEQ ID NO: 35,
respectivamente, em que as referidas sequéncias de nucleotideos ainda exi-
bem a funcao reguladora especifica, de acordo com a invenc¢ao, que & con-
duzir a expressao de um polinucleotideo de interesse operavelmente associ-
ado na maior parte dos tecidos da planta mas excluindo essencialmente os
tecidos do pdélen e/ou do pendao, de modo que nenhum produto de expres-
sao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa.

E também claro para o técnico versado que sequéncias variaveis
possam ser obtidas sem afetar as propriedades especificas das sequéncias
reguladoras, de acordo com a invenc¢ao, através da introducao de mutacées,
isto &, insercbes, delegbes e/ou substituicdes de um ou mais nucleotideos,
nas sequéncias de DNA das SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO 14, SEQ ID NO: 35
e SEQ ID NO: 36, respectivamente, usando métodos conhecidos na técnica.
Adicionalmente, uma sequéncia de nucleotideos nao modificada ou modifi-
cada da presente invencao pode ainda ser modificada através de embara-
Ihamento da sequéncia da invencgao. Para testar uma funcéao das sequéncias
de DNA variaveis, de acordo com a invengao, a sequéncia de interesse é
operavelmente ligada a um gene marcador selecionavel ou rastreavel e a
expressao do gene marcador é testada em ensaios de expressao transiente
com protoplastos ou em todos tecidos da planta completa ou em plantas es-
tavelmente transformadas. E conhecido de um técnico versado que as se-
quéncias de DNA capazes de dirigir a expressao de uma sequéncia de nu-
cleotideos operavelmente associada sdo construidas de modo modular.

Consequentemente, os niveis de expressao dos fragmentos mais curtos de
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DNA podem ser diferentes dos do fragmento mais longo e podem ser dife-
rentes uns dos outros. Por exemplo, a delegcdo de um elemento a montante
de regulagao descendente vai conduzir a um aumento nos niveis de expres-
sao da sequéncia de nucleotideos associada enquanto que a delecao de um
elemento regulagcdo ascendente vai baixar os niveis de expressao da se-
guéncia de nucleotideos associada.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com um cassete
de expressdao compreendendo uma sequéncia de nucleotideos reguladora
ou um cassete de expressao compreendendo a referida sequéncia de nucle-
otideos reguladora ou um construto de polinucleotideo, particularmente um
construto de polinucleotideo quimérico, compreendendo a referida sequéncia
reguladora, de acordo com a invengao, e como aqui descrito.

Em uma modalidade, o cassete de expressdo, de acordo com a
invencao, compreende cerca de 2,3 kb da sequéncia 5' de ZmABP3 que
consiste em cerca de 1,1 kb da sequéncia 5' ndo-transcrita, cerca de 0,25 kb
de 5-UTR e cerca de 0,98 kb representando intron 1 ZmABP3, cerca de
1,013 kb da sequéncia 3' que comeca logo a seguir ao cédon de paragem da
traducao de ABP3 incluindo cerca de 0,3 kb de 3'-UTR e cerca de 0,7 kb da
sequéncia nao transcrita, a qual funciona como o terminador transcricional e
sinal de poliadenilacao.

Em uma modalidade, & fornecido um cassete de expressao, de
acordo com a invenc¢ao, em que o cédon de iniciagao da tradug¢ao natural €
silenciado e movido para o segundo éxon, particularmente movido em até 15
nucleotideos da extremidade 5' do éxon 2 de ZmABP3.

Em uma modalidade, & fornecido um cassete de expressao, de
acordo com a invencao, em que o cddon de iniciagao € precedido pela se-
quéncia Kozak 5'-...CCACC...-3".

Em uma modalidade, o cassete de expressao, de acordo com a
invengéao, compreende uma sequéncia de nucleotideos reguladora compre-
endendo aproximadamente 2,6 kb da sequéncia 5', que consiste em aproxi-
madamente 2 kb da sequéncia 5' nao transcrita, e cerca de 12 pb de 5-UTR,

aproximadamente 0,6 kb representando o éxon 1, intron 1 e cerca de 16 pb

Peticsn 870180051551, de 15/06/2018, pég. 37/114



10

15

20

25

30

31/101

de éxon 2; e aproximadamente 1 kb da sequéncia 3' que comeca logo a se-
guir ao cdédon de terminagao da traducao e inclui aproximadamente 0,6 kb
de 3'-UTR e cerca de 0,4 kb da sequéncia nao transcrita, e funciona como
terminador transcricional e sinal de poliadenilacéo.

Em uma modalidade, & fornecido um cassete de expressao, de
acordo com a invenc¢ao, em que o cédon de iniciagao da tradug¢ao natural €
silenciado e movido para o segundo éxon.

Em uma modalidade, é fornecida uma sequéncia de nucleoti-
deos codificando um polipeptideo ou uma proteina que codifica uma endoto-
xina de Bacillus thuringiensis que tem pelo menos 80% de identidade de se-
guéncia, particularmente pelo menos 85% de identidade de sequéncia, parti-
cularmente pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%
ou 99% de identidade de sequéncia com uma sequéncia de nucleotideos
como descrito na SEQ ID NO: 15.

Em uma modalidade, é fornecida uma sequéncia de nucleoti-
deos codificando um polipeptideo ou uma proteina que codifica uma endoto-
xina de Bacillus thuringiensis que tem uma sequéncia de nucleotideos como
descrito na SEQ ID NO: 15.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com uma planta
transgénica compreendendo um cassete de expressdo de acordo com a in-
vengao e como aqui descrita.

Em uma modalidade, a invengao proporciona uma planta trans-
génica, particularmente uma planta transgénica de milho compreendendo a
sequéncia reguladora, de acordo com a invengao, e como aqui descrito.

Em uma modalidade, a invencao fornece uma planta transgéni-
ca, particularmente uma planta transgénica de milho compreendendo uma
sequéncia reguladora de acordo com a invengdo e como aqui descrito em
associagao com um polinucleotideo de interesse, particularmente um polinu-
cleotideo de interesse codificando polipeptideo ou proteina.

Em uma modalidade, a invencao fornece uma planta transgéni-
ca, particularmente uma planta transgénica de milho compreendendo um

cassete de expressao, de acordo com a invengao, e como aqui descrito.
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Em uma modalidade, é fornecida uma planta transgénica, de
acordo com a invencgao, e como aqui descrito, em que a sequéncia de nu-
cleotideos codificando polipeptideo ou proteina codifica uma endotoxina de
Bacillus thuringiensis que tem pelo menos 80% de identidade de sequéncia,
particularmente pelo menos 85% de identidade de sequéncia, particularmen-
te pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de
identidade de sequéncia com uma sequéncia de nucleotideos como descrito
na SEQ ID NO:15 e esta sob o controle de sequéncias reguladoras opera-
veis na referida planta.

Em uma modalidade, é fornecida uma planta transgénica, de
acordo com a invengao, e como aqui descrito, em que a sequéncia de nu-
cleotideos codificando polipeptideo ou proteina codifica uma endotoxina de
Bacillus thuringiensis que tem uma sequéncia de nucleotideos como descrito
na SEQ ID NO: 15 e esta sob o controle de sequéncias reguladoras opera-
veis na referida planta.

A invencao fornece também meétodos para preparar cassetes de
expressao compreendendo a sequéncia reguladora, de acordo com a inven-
cao, compreendendo ligar um polinucleotideo expressavel codificando um
polipeptideo ou uma proteina de interesse com a sequéncia reguladora, de
acordo com a inveng¢ao, e como aqui descrito para obter um construto de
expressao, em que o polinucleotideo de interesse é operavelmente ligado ou
associado a sequéncia reguladora, de modo que a expressao do polipepti-
deo ou da proteina de interesse € mediada pela sequéncia reguladora de
acordo com a invencgao e resulta na expressao do referido polipeptideo ou
da proteina de interesse essencialmente em todos os tecidos da planta, mas
exclui essencialmente a expressao nos tecidos das estruturas reprodutoras
da planta, particularmente nos tecidos do pélen e/ou do pendao, de modo
que nenhum produto de expressao esteja presente nos referidos tecidos de
forma significativa.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com um método
para produzir uma planta transgénica expressando uma sequéncia de DNA

de interesse em um tecido que nao de pdélen, mas sem ou substancialmente
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sem expressao nos tecidos do pélen e/ou do pendao, compreendendo

a. transformar um cassete de expressao, de acordo com a in-
vengdo, e como aqui descrito em uma célula vegetal a qual compreende
uma sequéncia de nucleotideos reguladora, em que pelo menos parte da
qual tem uma funcgéo de iniciagdo da transcricdo que medeia a expressao de
um polinucleotideo de interesse codificando proteinas operavelmente asso-
ciado na maior parte dos tecidos da planta, mas excluindo essencialmente
os tecidos do pélen e/ou do pendao, de modo que nenhum produto de ex-
pressao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa; e

b. regenerar a célula vegetal transformada na etapa a) em uma
planta.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com um método
de controle de pragas alvo de insetos que se alimentam nos tecidos vegeta-
tivos da planta tais como a folha, o caule e a raiz e/ou nos tecidos reproduto-
res tais como a espiga, mas protegendo as pragas nao-alvo que se alimen-
tam de polen compreendendo

a. crescer uma planta, de acordo com a inveng¢ao, e como aqui
descrito em uma area que esta infestada com a praga-alvo;

b. expressar um polipeptideo ou uma proteina que & capaz de
controlar a referida praga-alvo sob o controle de uma sequéncia reguladora,
de acordo com a inveng¢ao, e como aqui descrito.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com um método
para proteger os tecidos reprodutores de uma planta, particularmente os te-
cidos do podlen e/ou do pendao contra danos causados pela expresséo nos
referidos tecidos de um polipeptideo ou proteina de interesse compreenden-
do

a. crescer uma planta de acordo com a invengao e como aqui
descrito;

b. expressar na referida planta um polipeptideo ou uma proteina
de interesse sob o controle da uma sequéncia reguladora, de acordo com a
invengao, e como aqui descrito.

Em uma modalidade, a presente invencao se relaciona com o
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uso de uma sequéncia reguladora, de acordo com a presente invencéo, e

como aqui descrito para proteger os tecidos reprodutores de uma planta,

particularmente os tecidos do pélen e/ou do pendao contra danos causados

pela expressao nos referidos tecidos de um polipeptideo ou proteina de inte-

resse compreendendo expressar na referida planta o referido polipeptideo

ou proteina de interesse sob o controle de uma sequéncia reguladora, de

acordo com a invengao, e como aqui descrito.
BREVE DESCRICAO DAS SEQUENCIAS

SEQ ID NO:

1

SEQID NO: 2
SEQ ID NO: 3
SEQID NO: 4
SEQ ID NO: 5

SEQ ID NO: 6

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

10
11
12
13

14

15
16
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representa a sequéncia de nucleotideos do iniciador direto P1
representa a sequéncia de nucleotideos de iniciador reverso P2
representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo Patg
representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo Pnco
representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo
ADPc-1

representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo
ADPc-2

representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo
ADPc-4

representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo
adp3-a

representa a sequéncia de nucleotideos de iniciador direto P3
representa a sequéncia de nucleotideos do iniciador reverso P4
representa a sequéncia de nucleotideos de iniciador direto Tnco
representa a sequéncia de nucleotideos de iniciador direto T2
representa a sequéncia de nucleotideos de sequéncia regulado-
ra ZmABP3 modificada incluindo a sequéncia de iniciacido da
transcricao

representa a sequéncia de nucleotideos de sequéncia terminal
ZmABP3

representa a sequéncia de nucleotideos de Cry1AbG6
representa a sequéncia de nucleotideos de sequéncia codifican-
do AtAVP1D otimizada de milho
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SEQ ID NO: 17

SEQ ID NO: 18

SEQ ID NO: 19

SEQ ID NO: 20

SEQ ID NO: 21

SEQ ID NO: 22

SEQ ID NO: 23

SEQ ID NO: 24

SEQ ID NO: 25

SEQ ID NO: 26

SEQ ID NO: 27

SEQ ID NO: 28

SEQ ID NO: 29
SEQ ID NO: 30

SEQ ID NO: 31

SEQ ID NO: 32

SEQ ID NO: 33

SEQ ID NO: 34
SEQ ID NO: 35
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representa a sequéncia de nucleotideos do gene ZmABP3
representa a sequéncia de nucleotideos do plasmideo pNOV1321
representa a sequéncia de nucleotideos de iniciador direto ABT
P1 forw

representa a sequéncia de nucleotideos do iniciador reverso
ABT P2 rev

representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo
pABT mut1

representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo
pABT mut2

representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo
pABT mut3

representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo
pABT mut4

representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo
pABT mut5

representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo
pABT mut6

representa a sequéncia de nucleotideos de iniciador direto pABT
amp1

representa a sequéncia de nucleotideos do iniciador reverso
pABT amp2

representa a sequéncia de nucleotideos de iniciador direto ABT P4
representa a sequéncia de nucleotideos do iniciador reverso
ABT P5

representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo
ABTt m1

representa a sequéncia de nucleotideos de oligonucleotideo
ABTt m2

representa a sequéncia de nucleotideos de ZmABT1 cDNA
representa a sequéncia de nucleotideos de ZmABT2 cDNA

representa a sequéncia de nucleotideos do promotor ZmABT
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SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
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representa a sequéncia de nucleotideos da sequéncia terminal
ZmABT.

representa a sequéncia de nucleotideos do construto de monta-
gem ZmABP3-Cry1AbG6.

representa a sequéncia de nucleotideos do construto binario
ZmABP3-Cry1AbG6.

representa a sequéncia de nucleotideos do construto binario
ZmABP3-Cry1AbG6 melhorada.

representa a sequéncia de nucleotideos do construto de monta-
gem ZmABP3-AmCyan.

representa a sequéncia de nucleotideos do construto binario
ZmABP3-AmCyan.

representa a sequéncia de nucleotideos do construto de monta-
gem ZmABP3-AtAVP1D.

representa a sequéncia de nucleotideos de construcdo binario
ZmABP3-AtAVP1D.

representa a sequéncia de nucleotideos de plasmideo 15772
(Montagem ZmABT)

representa a sequéncia de nucleotideos de plasmideo 15773
representa a sequéncia de nucleotideos de ZmABT gDNA
representa a sequéncia de nucleotideos de Ctrl_ZMU45855-3_at
representa a sequéncia de nucleotideos de AF032370_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm001747_s_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm005803_s_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm007728_s_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm009722_s_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm015335_s_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm021004_s_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm058948_s_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm061393_s_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm016864_s_at

representa a sequéncia de nucleotideos de Zm018791_at
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SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
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representa a sequéncia de nucleotideos de ZMMETALL_x_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm000019_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm002987_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm002990_s_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm002990_x_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm004433_at
representa a sequéncia de nucleotideos de Zm005761_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm006285_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm006481_s_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm010323_s_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm011554_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm011554_x_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm021403_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm028405_s_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm032921_s_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm033444_s_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm035082_s_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm040564_x_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm054116_s_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm066342_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Zm051284_at
descreve a sequéncia de nucleotideos de Vetor 15289
descreve a sequéncia de nucleotideos de ZmABP-948-binario
descreve a sequéncia de nucleotideos de ZmABT-990-binario
descreve a sequéncia de nucleotideos de iniciador 5’ Bfr1
descreve a sequéncia de nucleotideos de iniciador 3’ Xba1
descreve a sequéncia de nucleotideos de iniciador 5 Gfix
descreve a sequéncia de nucleotideos de iniciador 3'Gfix
descreve a sequéncia de nucleotideos de iniciador 5’1Ab5Xbal
descreve a sequéncia de nucleotideos de iniciador 3'1Ab3d6
descreve a sequéncia de nucleotideos de cy2’

descreve a sequéncia de nucleotideos de cy1
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SEQ ID NO: 91  descreve a sequéncia de nucleotideos de cy2
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
Definicdes
As expressodes e termos técnicos usados no escopo deste pedi-

do sao geralmente para darem o significado que comumente € aplicado na
técnica relativa a biologia molecular de plantas se nao se indicar de outro
modo aqui a seguir.

Como usado nesta especificagdo e nas reivindicagdes juntas, as
formas singulares "um", "uma", e "0" incluem os plurais referentes a menos
qgue o contexto claramente determine de outro modo. Assim, por exemplo, a
referéncia a "uma planta" inclui uma ou mais plantas, e a referéncia a "uma
célula" inclui misturas de células, tecidos, e similares.

Como usado nesta especificacao e nas reivindicagdes juntas, a
forma plural "tecidos", inclui também a forma singular a menos que o contex-
to claramente determine de outro modo. Assim, por exemplo, a referéncia a
"tecidos do pendao" inclui um ou mais tecidos presentes no pendao.

Como usado nesta especificacao e nas reivindicagdes juntas, a
frase "a maior parte dos tecidos da planta" ou "essencialmente todos os teci-
dos da planta" é usada intercambiavelmente e se refere a maior parte dos
tecidos presentes na planta com a exceg¢ado dos tecidos das estruturas re-
produtoras, particularmente os tecidos do poélen e do pendao. Em particular,
"a maior parte dos tecidos" se refere aqueles tecidos da planta onde os inse-
tos-alvo se alimentam principalmente, com a excec¢ao dos tecidos das estru-
turas reprodutoras masculinas, tais como os tecidos do caule, das raizes,
das folhas, da espiga, da bainha da espiga, as sedas e os nucleos de de-
senvolvimento.

O termo "polinucleotideo" é aqui entendido para se referir a mo-
lécula polimérica de elevado peso molecular, a qual pode ser de fita simples
ou fita dupla, composta de mondémeros (nucleotideos) contendo um acucar,
fosfato e uma base que € purina ou pirimidina. Um "fragmento de polinucleo-
tideo" € uma fracao de uma dada molécula de polinucleotideo. Nas plantas
superiores, o acido desoxirribonucleico (DNA) é o material genético enquan-

to que o acido ribonucleico (RNA) esta envolvido na transferéncia de infor-
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macao contida no DNA nas proteinas. Um "genoma" é o corpo completo do
material genético contido em cada célula de um organismo, incluindo os ge-
nomas das mitocondrias e dos plastideos. O termo "polinucleotideo" se refe-
re, portanto, a um polimero de DNA ou RNA o qual pode ser de fita simples
ou dupla, contendo opcionalmente bases de nucleotideo sintéticas, ndo na-
turais ou alteradas capazes de incorporagao nos polimeros de DNA ou RNA.
A menos que indicado de outro modo, uma sequéncia particular de acido
nucleico desta invencao implicitamente também inclui as suas variantes con-
servativamente modificadas (por exemplo, substituicbes de cédon degene-
rado) e sequéncias complementares e assim como sequéncia explicitamente
indicada. Especificamente, substituicdbes de cédon degenerado podem ser
obtidas através da formacao de sequéncias, nas quais a terceira posicao de
um ou mais coédons selecionados (ou todos) é substituida por residuos de
base mista e/ou desoéxi-inosina (Batzer, et al.,, Nucleic Acid Res. 19:5081
(1991); Ohtsuka, et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); e Rossolini, et
al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)). O termo polinucleotideo é usado alter-
nativamente com acido nucleico, sequéncia de nucleotideos e pode incluir
genes, cDNAs, e mRNAs codificados por um gene, etc.

Uma "sequéncia de nucleotideos reguladora, em que pelo me-
nos parte da qual tem uma funcao de iniciacdo da transcricao", € aqui enten-
dida para se referir a uma sequéncia de nucleotideos, que controla a ex-
pressdao de uma sequéncia codificadora operavelmente associada, forne-
cendo o reconhecimento para a RNA polimerase e outros fatores necessa-
rios para a transcricao correta e esta localizada geralmente a montante (%)
da sua sequéncia codificadora. "Sequéncias de nucleotideo reguladoras"
incluem elementos de sequéncias reguladoras 5’ localizadas proximalmente
ou mais distalmente a montante da regido de codificacdo associada, que
influencia a transcricdo, o processamento ou a estabilidade do RNA, ou a
traducado da sequéncia codificadora associada. "Sequéncias de nucleotideo
reguladoras" podem incluir ainda sequéncias 3’, incluindo sequéncias 3’ nao
traduzidas e/ou 3’ nao transcritas localizadas a jusante da regido de codifi-

cacao associada, e podem incluir um sitio de terminacéo da transcrigao.
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"Sequéncias de nucleotideo reguladoras" podem incluir intensificadores,
promotores sequéncias lider nao traduzidas, , introns, e sequéncias de sinal
de poliadenilagao. Incluem sequéncias naturais e sintéticas assim como se-
quéncias que podem ser uma combinacao de sequéncias sintéticas e natu-
rais. Um "intensificador" € uma sequéncia de DNA que pode estimular a ati-
vidade promotora e pode ser um elemento inato do promotor ou um elemen-
to heterélogo inserido para aumentar o nivel ou a especificidade para um
tecido de um promotor. E capaz de operar em ambas as orientagdes (normal
ou invertida), e é capaz de funcionar mesmo quando mudada para montante
ou para jusante do promotor. O significado do termo "sequéncias de nucleo-
tideo reguladoras" inclui sequéncias de "iniciagao da transcricao" ou "promo-
tora" e "sequéncias reguladoras promotoras". Estes termos sao usados in-
tercambiavelmente de aqui em diante.

Para os fins desta invencao, a definicao do termo "sequéncia 3’
nao transcrita" inclui modificacbes da sequéncia de nucleotideos de uma
sequéncia 3’ nao transcrita derivada de um gene-alvo, desde que a sequén-
cia 3’ ndo transcrita modificada nao reduza significativamente a atividade da
sequéncia reguladora 3’ associada. A sequéncia 3’ nao transcrita se estende
aproximadamente 0,5 até 1,5 kb a jusante de um sitio de terminagcao da
transcricao.

O polinucleotideo da invencao é entendido para ser fornecido na
forma isolada. O termo "isolado" significa que o polinucleotideo aqui descrito
e reivindicado nao € um polinucleotideo tal como ocorre no seu contexto na-
tural, se ele realmente tiver uma contraparte de ocorréncia natural. Assim
sendo, os outros compostos da invengao descritos adicionalmente abaixo
sao entendidos para serem isolados. Se reivindicado no contexto de um ge-
noma de planta, o polinucleotideo da invencao se distingue das contrapartes
de ocorréncia natural pelas, isto €, modificacées introduzidas na sequéncia
de contraparte de ocorréncia natural e/ou no lado da inser¢do no genoma e
nas sequéncias que flanqueiam o lado da insercéo.

"Operavelmente associado" e "operavelmente ligado" sdo usa-

dos intercambiavelmente e se referem a associagao de sequéncias de acido
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nucleico em um unico fragmento de acido nucleico de modo que a funcao de
um é afetada pelo outro. Por exemplo, um promotor esta associado ou ope-
ravelmente ligado com uma sequéncia codificadora ou RNA funcional quan-
do é capaz de afetar a expressao da sequéncia codificadora ou do RNA fun-
cional (isto €, que a sequéncia codificadora ou o RNA funcional esta sob
controle transcricional do promotor). Sequéncias codificadoras orientadas no
senso ou no antissenso podem estar operavelmente ligadas a sequéncias
reguladoras.

O termo "presente de forma significativa" como aqui usado no
contexto da presente invencao se refere ao fato que s6 ocorre no pélen uma
expressao negligenciavel resultando somente em quantidades minimas do
produto de expressao no tecido do pdlen em concentracées que podem ser
detectaveis por métodos de deteccdo de alta resolugdo tais como HPLC,
ensaios a base de ELISA, analise Western, ensaios de alimentacao de inse-
tos, ensaios de atividade enzimatica, etc., mas ficam em um determinado
limiar que é o necessario para afetar a fungao biologica pretendida do produ-
to de expressao. Por exemplo, no caso da endotoxina Cry1AbG6 de Bacillus
thuringiensis, o limiar € um intervalo entre 5 ng/mg de proteina solivel e 60
ng/mg de proteina soluvel, particularmente em um intervalo entre 20 ng/mg
de proteina soluvel e 50 ng/mg de proteina soluvel.

O termo "gene quimérico" refere-se a qualquer gene que conte-
nha 1) sequéncias de DNA, incluindo sequéncias reguladoras e codificado-
ras que nao sao encontradas juntas na natureza nesta combinagao especifi-
ca ou 2) sequéncias codificando partes de proteinas naturalmente nao adja-
centes, ou 3) partes de promotores que ndo sao naturalmente adjacentes.
Deste modo, um gene quimérico pode compreender sequéncias reguladoras
e sequéncias codificadoras que derivam de origens diferentes, ou compre-
ender sequéncias reguladoras e sequéncias codificadoras derivadas da
mesma origem, mas arranjadas em um modo diferente daquele encontrado
na natureza.

Os termos "sequéncia de DNA heter6logo," "segmento de DNA

exdégeno" ou "acido nucleico heterélogo," como aqui usados, cada um se
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refere a uma sequéncia originaria de uma fonte estranha a uma célula hos-
pedeira particular ou, se tiver a mesma origem, € modificada em relacéo a
sua forma original. Portanto, um gene heterélogo em uma célula hospedeira
inclui um gene que é enddgeno da célula hospedeira particular, mas que foi
modificado, por exemplo, através do uso de embaralhamento de DNA ou
mutacao. Estes termos incluem também multiplas cdpias que nao ocorrem
naturalmente de uma sequéncia de DNA que ocorre naturalmente. Portanto,
os termos se referem a um segmento de DNA que é estranho ou heterélogo
a célula, ou homologo a célula, mas em uma posig¢éao dentro do genoma da
célula hospedeira em que o elemento nao é comumente encontrado. Seg-
mentos de DNA exdgenos sdo expressos para produzirem polipeptideos
exdégenos. Uma sequéncia de DNA "homdédlogo" € uma sequéncia de DNA
gue esta naturalmente associada a célula hospedeira na qual é introduzida.

Um "transgene" se refere a um gene que foi introduzido no ge-
noma por transformacao e € mantido estavel. Transgenes podem incluir, por
exemplo, genes que sao heterélogos ou homélogos aos genes de uma plan-
ta especifica a ser transformada. Adicionalmente, os transgenes podem
compreender genes nativos inseridos em um organismo nao nativo, ou ge-
nes quiméricos. O termo "gene endégeno" se refere a um gene nativo na
sua localizacao natural no genoma de um organismo. Um gene "estranho"
se refere a um gene normalmente nao encontrado no organismo hospedeiro,
mas que é introduzido por transferéncia de gene.

"Cassete de expressao" como aqui usado significa uma sequén-
cia de DNA capaz de dirigir a expressao de uma sequéncia de nucleotideos
particular em uma célula de hospedeiro adequada, compreendendo um pro-
motor operavelmente ligado a um polinucleotideo de interesse codificando
proteinas que esta ligado operavelmente a um terminador. Ele tipicamente
também compreende sequéncias necessarias para a traducao correta da
sequéncia de nucleotideos. A regido de codificagdo geralmente codifica uma
proteina de interesse, mas pode também codificar um RNA funcional de inte-
resse, por exemplo, RNA antissenso ou um RNA néo traduzido, na direccéo

senso ou antissenso. O cassete de expressao compreendendo o polinucleo-
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tideo de interesse codificando proteinas pode ser quimérico.

"intron" se refere a uma secéo interveniente de DNA que ocorre
quase exclusivamente em um gene eucariético, mas que nao é traduzido em
sequéncias de aminoacidos no produto do gene. Os introns sao removidos
do mRNA pré-maduro através de um processo chamado "splicing", o qual
deixa os éxons intactos, para formar mRNA. Para fins da presente invencgao,
a definicao do termo "intron" inclui modificagbes a sequéncia de nucleoti-
deos de um intron derivado de um gene-alvo, desde que o intron modificado
nao reduza significativamente a atividade da sua sequéncia reguladora 5’
associada.

"Exon" se refere a uma secdo de DNA que transporta a sequén-
cia codificadora para uma proteina ou parte dela. Os éxons sao separados
por sequéncias nao codificadoras intervenientes (introns). Para fins da pre-
sente invencao, a definicdo do termo "éxon" inclui modificacées na sequén-
cia de nucleotideos de um éxon derivado de um gene-alvo, desde que o
éxon modificado nao reduza significativamente a atividade da sua sequéncia
reguladora 5’ associada.

Os termos "proteina", "peptideo" e "polipeptideo" sao aqui usa-
dos intercambiavelmente.

Uma "sonda" como aqui usada se refere a um fragmento de aci-
do nucleico definido (DNA ou RNA) de comprimento variavel, que pode ser
usado para detectar, em amostra contendo DNA ou RNA, sequéncia de nu-
cleotideos que sdo complementares a sequéncia representada pela molécu-
la de sonda.

As moléculas de sonda podem ser usadas na configuracéo de
um microarranjo, onde sao ligadas covalentemente a uma matriz quimica em
uma superficie inerte, tais como laminas de vidro revestidas ou chips de ge-
nes a base de silicone. A hibridizacao das moléculas de sonda com um aci-
do nucleico alvo, em uma amostra, ocorre geralmente sob condi¢cdes muito
rigorosas. A hibridizacdo da sonda-alvo é geralmente detectada e quantifica-
da por deteccao a base de fluorescéncia de alvos marcados com fluoréforo

para determinar a abundéancia relativa de transcrito de sequéncias de acido
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nucleico no alvo. Os microarranjos de DNA podem ser usados em experi-
mentos de perfil de expressao para quantificar a abundancia do transcrito de
uma molécula-alvo em amostras de tecido tais como os tecidos do pdlen
e/ou do pendao, calculada com base na for¢ca do sinal detectado nas respec-
tivas amostras.

O termo "hibridizar" como aqui usado se refere a condi¢des de
hibridizagdo convencionais, preferencialmente condi¢des de hibridizagdo nas
quais a solugcao 1xDenhardts, 5xSSPE, 1% SDS, é usada como uma solu-
¢cao e/ou as temperaturas de hibridizagcao sao entre 35°C e 70°C, preferenci-
almente 65°C. Apds a hibridizacao, a lavagem é preferencialmente realizada
primeiro com 2xSSC, 1% SDS e subsequentemente com 0,2xSSC a tempe-
raturas entre 35°C e 75°C, particularmente entre 45°C e 65°C, mas particu-
larmente a 59°C (com vista a definicdo de SSPE, SSC e solucdo de De-
nhardts ver Sambrook et al. loc. cit.). As condi¢cdes de hibridizacado muito ri-
gorosas como, por exemplo, as descritas em Sambrook et al, supra, sao par-
ticularmente preferidas. Condi¢cées de hibridizagcao rigorosas, particularmen-
te preferidas, estdo, por exemplo, presentes se a hibridizagdo e a lavagem
ocorrerem a 65°C como indicado acima. Condi¢bes de hibridizagdo nao rigo-
rosas, por exemplo, com hibridizacao e lavagem realizadas a 45°C sdo me-
nos preferidas e ainda menos a 35°C.

"Homologia de Sequéncia ou Identidade de Sequéncia" é aqui
usada intercambiavelmente. Os termos "idéntico" ou percentagem de "iden-
tidade" no contexto de duas ou mais sequéncias de acido nucleico ou prote-
ina, se referem a duas ou mais sequéncias ou subsequéncias que sao a
mesma ou tém uma percentagem especificada de residuos de aminoacidos
ou nucleotideos que sdo o0 mesmo, quando comparados e alinhados para
correspondéncia maxima, como medido usando um dos seguintes algorit-
mos de comparagcao de sequéncia ou por inspeccao visual. Se duas se-
guéncias que sao para ser comparadas uma com outra diferirem no compri-
mento, a identidade de sequéncia se relaciona preferencialmente com a per-
centagem de residuos de nucleotideos da sequéncia mais curta que € idén-

tica aos residuos de nucleotideo da sequéncia mais longa. A identidade de
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sequéncia pode ser determinada convencionalmente com o uso de progra-
mas de computador tais como o programa Bestfit (Wisconsin Sequency
Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, Univer-
sity Research Park, 575 Science Drive Madison, WI 53711). O Bestfit utiliza
o algoritmo de homologia local de Smith e Waterman, Advances in Applied
Mathematics 2 (1981), 482-489, com vista a encontrar o segmento que tem a
mais elevada identidade de sequéncia entre duas sequéncias. Quando se
usa o Bestfit ou outro programa de alinhamento de sequéncia para determi-
nar se uma sequéncia particular tem, por exemplo, 95% de identidade com
uma sequéncia de referéncia da presente invengao, os parametros sao pre-
ferencialmente ajustados, de modo que a percentagem de identidade seja
calculada ao longo de todo o comprimento da sequéncia de referéncia e que
sado permitidas lacunas de homologia até 5% do numero total de nucleoti-
deos na sequéncia de referéncia. Quando se usa o Bestfit, os chamados
parametros opcionais sado preferencialmente deixados como valores predefini-
dos ("padrao"). Os desvios que aparecem na comparac¢ao entre uma dada se-
guéncia e as sequéncias da invencao acima descritas podem ser causados, por
exemplo, por adicdo, delegcao, substituicdo, insercado ou recombinacao. Tal
comparacao de sequéncia pode preferencialmente ser também realizada com
o programa "fasta20u66" (versao 2.0u66, Setembro 1998 por William R. Pe-
arson e a University of Virginia; ver também W.R. Pearson (1990), Methods
in Enzymology 183, 63-98, exemplos anexos e http://workbench.sdsc.edu/).
Para este fim, podem ser usadas as definicées de parametros "padrao".
Outra indicacao de que duas sequéncias de acido nucleico séao
substancialmente idénticas € que as duas moléculas hibridizam uma com a
outra sob condi¢cdes rigorosas. A frase: "hibridizando especificamente com"
se refere a ligacado, a duplexagem, ou a hibridizagcdo de uma molécula so-
mente a uma sequéncia de nucleotideos particular sob condi¢gbes rigorosas
guando essa sequéncia esta presente em uma mistura complexa de DNA ou
RNA (por exemplo, celular total). "Substancialmente ligado(s)" se refere a
hibridizacdo complementar entre um acido nucleico de sonda e um acido

nucleico alvo e engloba desajustes menores que podem ser acomodados
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reduzindo o rigor do meio de hibridizacao para atingir a desejada deteccgao
da sequéncia de acido nucleico alvo.

"Condigbes de hibridizagao rigorosas" e" condi¢des de lavagem
de hibridizacao rigorosas" no contexto dos experimentos de hibridizagao de
acido nucleico tais como hibridizagcées de Southern e de Northern sédo de-
pendentes da sequéncia, e sao diferentes sob parametros ambientais dife-
rentes. Sequéncias mais longas hibridizam especificamente a temperaturas
mais altas. Um guia extensivo para a hibridizacao de acidos nucleicos é en-
contrado em Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Mo-
lecular Biology-Hybridization with Nucleic Acid Probes parte | capitulo 2
"Overview of principles of hybridization and the strategy of nucleic acid pro-
bes assays" Elsevier, New York. Geralmente, a hibridizacdo e as condi¢cbes
de lavagem de elevado rigor sdo selecionadas para serem cerca de 5°C
abaixo do ponto térmico de fusdo (Tm) para a sequéncia especifica a forca
ibnica e pH definidos. Tipicamente, sob "condigbes rigorosas" uma sonda vai
hibridizar com a sua subsequéncia-alvo, mas nao com outras sequéncias.

A Tm é a temperatura (sob forca ibnica e pH definidos) a qual
50% da sequéncia-alvo hibridiza com uma sonda de correspondéncia perfei-
ta. Condigdes muito rigorosas sdo selecionadas para serem iguais a Tm de
uma determinada sonda. Um exemplo de condi¢gdes de hibridizagcédo rigoro-
sas para hibridizagdo de acidos nucleicos complementares que tém mais de
100 residuos complementares em um filtro em Southern ou northern blot é
50% de formamida com 1 mg de heparina a 42°C, sendo a hibridizagéo rea-
lizada durante a noite. Um exemplo de condi¢cbes de lavagem extremamente
rigorosas € NaCl a 0,15 M a 72°C durante cerca de 15 minutos. Um exemplo
de condi¢des de lavagem rigorosas € uma lavagem de 0,2X SSC a 65°C
durante 15 minutos (ver, Sambrook, infra, para uma descricdo de tampéo
SSC). Frequentemente, uma lavagem de elevado rigor € precedida por uma
lavagem de baixo rigor para remover o sinal de fundo da sonda. Um exemplo
de meio de lavagem rigoroso para um duplex de, por exemplo, mais que 100
nucleotideos, € 0,1X SSC a 45°C durante 15 minutos. Um exemplo de lava-

gem de baixo rigor para um duplex de, por exemplo, mais de 100 nucleoti-
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deos, é 4-6X SSC a 40°C durante 15 minutos. Para sondas curtas (por
exemplo, cerca de 10 até 50 nucleotideos), as condi¢des rigorosas envolvem
tipicamente concentragdes salinas de menos de cerca de 1,0 M de ion Na*,
tipicamente concentracédo de cerca de 0,01 até 1,0 M de ion Na* (ou outros
sais) a pH 7,0 até 8,3, e a temperatura ¢é tipicamente pelo menos cerca de
30°C. Condicdes rigorosas podem também ser alcangadas com a adicao de
agentes desestabilizadores tais como formamida. Em geral, um sinal para
proporcao de ruido de 2X (ou maior) que aquela observada para uma sonda
nao relacionada no ensaio de hibridizacao particular indica detecgéo de uma
hibridizacdo especifica. Os acidos nucleicos que nao hibridizam uns com os
outros sob condi¢des rigorosas sdo também substancialmente idénticos se
as proteinas que codificam forem substancialmente idénticas. Isto ocorre,
por exemplo, quando uma cépia de um acido nucleico é criada usando a de-
generescéncia de codon maxima permitida pelo cédigo genético.

Uma "planta" é qualquer planta em qualquer estagio de desen-
volvimento, particularmente uma planta de semente.

Uma "célula vegetal" é uma unidade estrutural e fisiolégica de
uma planta, compreendendo um protoplasto e uma parede celular. A célula
vegetal pode estar na forma de uma unica célula isolada ou uma célula culti-
vada, ou como parte de uma unidade mais organizada tal como, por exem-
plo, tecido vegetal, um 6rgao de planta, ou uma planta completa.

"Cultura de célula vegetal" significa culturas de unidades vege-
tais tais como, por exemplo, protoplastos, células em cultura celulares, célu-
las em tecidos vegetais, pdélen, tubos polinicos, 6vulos, sacos de embriao,
zigotos e embrides em varios estagios de desenvolvimento.

"Material vegetal" refere-se a folhas, caules, raizes, flores ou
partes de flores, frutos, pélen, células somaticas, zigotos, sementes, esta-
cas, culturas de células ou tecido, ou qualquer outra parte ou produto de
uma planta.

Um "érgao de planta" € uma parte diferenciada e distinta e visi-
vel estruturada de uma planta tal como uma raiz, caule, folha, gomo floral ou

embrido.
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"Tecido vegetal" como aqui usado significa um grupo de células
vegetais organizadas em uma unidade estrutural e funcional. Qualquer teci-
do de planta plantada ou em cultura esta incluido. Este termo inclui, mas nao
esta limitado a, plantas completas, 6rgaos de plantas, sementes de plantas,
cultura de tecidos e quaisquer grupos de células vegetais organizadas em
unidades estruturais e/ou funcionais. "Tecido vegetal" inclui tecidos ou plan-
tas diferenciadas e indiferenciadas, incluindo, mas, nao se limitando a rai-
zes, caules, rebentos, folhas, pélen, sementes, tecido tumoral e varias for-
mas de células e culturas tais como células isoladas, protoplastos, embrides
e tecido caloso. O tecido vegetal pode estar em plantas ou em érgéos, tecido
ou cultura de células.

O uso deste termo em conjunto com, ou na auséncia de, qual-
quer tipo especifico do tecido vegetal como listado acima ou de outro modo
incluido nesta definicado nao € entendido para ser exclusivo de qualquer ou-
tro tipo de tecido vegetal.

Os termos "milho graudo”, "milho" e "Zea mays" sao aqui usados
intercambiavelmente e se referem a plantas pertencendo ao género Zea in-
cluindo, por exemplo, diferentes cepas, racas ou variedades, comerciais e
nao comerciais, da espécie de Zea mays.

A presente invencao se relaciona com uma planta transgénica
compreendendo, estavelmente integrada no seu genoma, um construto de
polinucleotideo quimérico, particularmente um construto de DNA quimérico,
compreendendo um polinucleotideo de interesse codificando proteinas, par-
ticularmente um polinucleotideo de interesse codificando polipeptideo ou
proteina, sob controle de uma sequéncia de nucleotideos reguladora, em
que pelo menos parte da qual tem uma funcao de iniciagcdo da transcricao
dirigindo a expresséao do referido polinucleotideo de interesse codificando a
proteina em essencialmente todos os tecidos da planta com a excecao dos
tecidos das estruturas reprodutoras masculinas, particularmente os tecidos
do pélen e/ou do pendao, de modo que nenhum produto de expressao esteja
presente nos referidos tecidos de forma significativa.

Uma sequéncia de nucleotideos reguladora, de acordo com a
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presente invencado, em que pelo menos parte da qual tem uma fungéao de
iniciacao da transcricao que medeia a expressao de um polinucleotideo de
interesse codificando proteinas operavelmente associado na maior parte dos
tecidos da planta exceto nos tecidos das estruturas reprodutoras masculinas,
particularmente nos tecidos do pélen e/ou do pendao, podem ser obtidos em
um experimento de perfil de expressao para triagem de sondas que dao for-
tes sinais em todas as amostras, mas somente um fraco ou nenhum sinal na
amostra de poélen e/ou do pendao, o que é indicativo da expressao dos res-
petivos polinucleotideos representados pelas referidas sondas na maior par-
te dos tecidos da planta e de nenhuma ou substancialmente nenhuma ex-
pressao nos tecidos do pélen e/ou do pendao. Em especial, tecidos vegetais
de milho graudo e tecidos das estruturas reprodutoras, particularmente teci-
dos do podlen e/ou do pendao podem ser rastreados para identificar e obter
uma sequéncia reguladora, de acordo com a presente invencao.

Em especial, amostras de todos os tecidos vegetais, particular-
mente amostras dos tecidos verdes e das raizes da planta de milho graudo,
podem ser diretamente comparadas com as amostras de tecido das estrutu-
ras reprodutoras masculinas, particularmente amostras de tecido do poélen
e/ou do pendao. Sondas representando polinucleotideos que nao atingem o
perfil expressao-alvo sédo eliminadas. Somente aquelas sondas com o sinal
mais forte ao longo de todos os tecidos que nao podlen/pendao e fraco ou
sem sinal no pélen e/ou no pendao sao selecionadas para analises adicio-
nais, ou seja, sondas representando polinucleotideos que sao altamente ex-
pressos em todas as amostras de tecido, mas nao substancialmente expres-
sos no polen e/ou no pendao. As referidas sondas podem entao ser alinha-
das com um conjunto de dados de montagem de cDNA de plantas para de-
tectar genes genuinos de plantas, particularmente genes de milho graudo ou
genes de milho graudo putativos.

A sequéncia de DNA representando sondas identificadas no chip
do milho graudo como representando genes que sao altamente expressos
em todas as amostras de tecido, mas essencialmente nao expressos no po6-

len, particularmente sondas representadas pela sequéncia de DNA como
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dado na SEQ ID NOs: 47 até 56 e aquelas representando genes que sao
altamente expressos em todas as amostras de tecido e nao tém essencial-
mente ou tém reduzida expressdo nas amostras de pendao, particularmente
sondas representadas pela sequéncia de DNA dada na SEQ ID NOs: 57-79,
pode facilmente ser alargada aos designados cassetes de expressao se-
guindo as etapas descritas nos Exemplos.

Sequéncias candidatas a sonda provenientes da analise de perfil
de expressao para cada categoria de expressao podem ser selecionadas e
evoluirem para um vetor binario acabado com o cassete de expressao de-
signado ligado a um gene de interesse tal como, por exemplo, um gene re-
portado, isto €, o gene reporter GUS.

Em uma primeira etapa, cada cassete de expressao é flanquea-
do com um ou mais sitios de restricdo adequados tais como, por exemplo,
sitios SanDI/Rsrll e clonado na molécula de vetor. A regiao reguladora inclu-
indo a funcéao de iniciagdo da transcricdo normalmente se encontra dentro de
um fragmento de cerca de 1000-1500 pb a montante do sitio de inicio da
transcricao e se estende até o segundo éxon, ou ao codon de iniciagao da
traducao natural se nao for no primeiro éxon. Tipicamente termina com a
sequéncia Kozak 'gtaaaccatgg' otimizada de milho graudo. O cédon de inicio
da traducao modificado € entdo incorporado em um sitio de restricao ade-
quado tal como o sitio de restricdo de endonuclease Ncol 'ccatgg'. Todos os
cddons de inicio da tradugao no transcrito tedrico que estdo a montante do
sitio de restricdo modificado sdo eliminados. Pelo menos um cédon de para-
gem deve estar presente em cada estrutura de leitura a montante do sitio de
restricdo engenheirado. A regiao reguladora incluindo a fungéo de iniciacao
da transcricao € desenhada para ser flanqueada por sitios de restricao ade-
quados tais como, por exemplo, sitios Xhol/SanDI na extremidade 5' e em
um sitio Ncol na extremidade 3.

O Gene de Interesse (GOI) tal como o gene reporter GUS é for-
necido como um fragmento de restricdo adequado, no exemplo dado aqui
como um fragmento Ncol/Sacl. O terminal se estende desde logo a seguir ao

cddon stop da tradugcao durante cerca de 1 kb a jusante. O terminal € dese-
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nhado para ser flanqueado por sitios de restricdo adequados tais como, por
exemplo, Sacl na extremidade 5' e Rsrll/Xmal na extremidade 3'.

O cassete de expressao completo é desenhado para ser mobili-
zado como um fragmento de restricao adequado, tal como um fragmento
SanDI/Rsrll, o qual pode ser ligado no sitio correspondente localizado num
Vetor binario de Agrobacterium tal como o vetor dado na SEQ ID NO: 80.

Todos os sitios de restricao internos usados nas etapas de clo-
nagem identificadas acima sao mutados por substituicbes de base Unica pa-
ra silencia-los.

Através da aplicacao destas etapas basicas, um cassete de ex-
pressao da planta pode ser desenhado para que corresponda as moléculas
de sonda respectivas, particularmente moléculas de sonda no chip de milho
graudo identificado como representando genes que séo altamente expressos
em todas as amostras de tecido, mas essencialmente nao expressos no po6-
len, particularmente sondas representadas pela sequéncia de DNA como
dado nas SEQ ID NOs: 47 até 56 e as identificadas como representando
genes que sao altamente expressos em todas as amostras de tecido e tém
essencialmente nenhuma ou reduzida expressao em amostras de pendao,
particularmente sondas representadas pela sequéncia de DNA como dado
nas SEQ ID NOs: 57-79. A primeira € um cassete de expressao que deve
ser transcrito em todos os tecidos de milho graido e nao no poélen. A ultima
€ um cassete de expressao que deve ser transcrito em todos os tecidos de
milho, mas ndo ou somente moderadamente transcrita nos penddes. Esta
estratégia de design pode ser aplicada a todas as sondas identificadas em
um experimento de perfil de expressao.

Em uma modalidade especifica da invencao, aplicar os critérios
acima resulta na identificagcdo de genes que exibem o perfil de expressao
desejado. Em particular, é identificado um gene que codifica uma proteina
de ligagcao a actina 3 (ABP3), particularmente uma proteina de ligagéo a ac-
tina 3 de milho graudo (ZmABP3), que € um membro de uma pequena fami-
lia de genes, que haviam sido previamente caracterizados (Lopez et al.,

1996). O produto do gene tem também sido chamado fator de despolimeri-
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zacgao de actina 3.

Foi demonstrado por analise de southern que existem dois ge-
nes ABP3 no genoma do milho graudo (Lopez et al., 1996), aqui designado
como ZmABP3-A e ZmABP3-B, respectivamente. Os cDNAs de ZmABP3-A
e ZmABP3-B codificam uma proteina de 139 aminoacidos que s&o idénticos
em todos os residuos, exceto um. Os dados de perfil de expressao indicam
que ZmABP3-B ¢é altamente expresso na maior parte dos tecidos da planta,
mas excluindo essencialmente os tecidos do pélen, de modo que nenhum
produto de expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma signifi-
cativa, enquanto que ZmABP3-A nao é tao altamente expresso.

Uma analise estrutural do gene ZmABP3-B revela que a regido
codificando a proteina ZmABP3-B é codificada em 3 éxons, que sao inter-
rompidos por duas sequéncias intervenientes (introns) flanqueadas pelos
nucleotideos de fronteira esperados GT...AG.

A sequéncia reguladora esta localizada na regido 5' do gene
ABP3 imediatamente a montante da sequéncia codificadora. O tamanho da
regido reguladora é em uma faixa de entre cerca de 2 kb até 3 kb, particu-
larmente entre cerca de 2,3 kb e 2,5 kb, e compreende uma sequéncia 5'
nao transcrita, particularmente uma sequéncia 5' nao transcrita de entre cer-
ca de 0,9 kb e 1,3 kb, mas particularmente de cerca de 1,1 kb, e uma 5'
UTR, particularmente entre cerca de 0,1 kb e 0,3 kb, mas particularmente
0,25 kb de 5' UTR e toda ou parte de uma sequéncia de nucleotideos repre-
sentando ZmABP3-intron 1, particularmente uma sequéncia de nucleotideos
de entre cerca de 0,7 kb e 1,2 kb, mas particularmente de cerca de 0,98 kb.

A sequéncia reguladora, de acordo com a invengédo, compreen-
de adicionalmente parte da sequéncia 3' que comeca apenas ap6s o coédon
stop da traducado ABP3 incluindo a sequéncia transcrita, mas nao traduzida
(UTR) e a sequéncia nao transcrita que funciona como terminador transcrici-
onal e um sinal de poliadenilagdo. Em particular, a sequéncia 3' esta em uma
faixa entre cerca de 0,8 kb e cerca de 1,2 kb, particularmente entre cerca de
0,9 kb e cerca de 1,1 kb, mas particularmente cerca de 1,013 kb. O tamanho

da 3'-UTR varia entre cerca de 0,2 kb e cerca de 0,4 kb, mas particularmente
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cerca de 0,3 kb, e o da sequéncia nao transcrita varia entre cerca de 0,5 kb
e cerca de 0,8 kb, mas especificamente cerca de 0,7 kb.

Em uma modalidade especifica da invencao, a sequéncia regu-
ladora € modificada, de modo que o cdédon de iniciacao da tradugao natural
seja silenciado para mové-lo para o segundo éxon.

Em uma outra modalidade da invencéao, as sondas candidatas
podem ser identificadas em um chip de DNA ou arranjo de genes, particu-
larmente um chip de DNA ou arranjo de genes de milho graudo tal como, por
exemplo, o Chip Affymetrix® de milho graudo aplicando o critério acima, que
pode ser usado na identificacdo dos genes ou genes putativos no genoma
do milho graudo, o qual exibe o desejado perfil de expressao. Foram identifi-
cadas duas sondas candidatas que nao apresentam virtualmente nenhum
sinal no pendao, mas apresentam um elevado sinal nos outros tecidos. Isto
indica que o gene representado pelas referidas sondas candidatas nao é
expresso no pendao, mas € altamente expresso no resto da planta. O maior
diferencial de expressao, 60 vezes maior no tecido que nao pendao, foi ob-
servado na sonda candidata Zm033444 S AT. A outra sonda candidata
(Zm040564_X_AT) mostrou variacao de sinal dependente do estado de de-
senvolvimento do material da planta sondada, isto €, um sinal baixo no pen-
dao jovem que aumenta gradualmente até um sinal alto ou forte quando a
planta se torna mais velha. A forca de sinal entre amostras de pendao e de
nao pendao difere em menos de 10 vezes, mas a for¢ca de sinal nas amos-
tras que nao pendao foi aproximadamente 10 vezes superior quando compa-
rado com a outra sonda candidata. Os dados de sequéncia indicam que ne-
nhuma das sondas corresponde a um gene caracterizado. Ambas as sondas
identificam bons genes candidatos para desenvolvimento de promotores que
atribuam alta expressao no tecido que nao pendao e pouca ou nenhuma ex-
pressao nos penddes. Dado o alto diferencial de sinal entre amostras de
pendao e que nao pendao, foi desenvolvido um cassete de expressao com
base na sonda Zm033444 S AT.

Bases de dados publicas e privadas podem ser consultadas por
BLASTN com a sequéncia Zm033444 S AT de sonda candidata para obter
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evidéncia de sequéncia de DNA para ambos os transcritos de gDNA corres-
pondentes a Zm033444 S AT. Resultados de cDNA com correspondéncia
exata em relagdo a sequéncia de pesquisa se inserem em dois contigs se-
melhantes. O ZmABT1 corresponde a Maize.1482.c47 e Maize.1908.c31, e
ZmABT2 corresponde a Maize.1482.c32, Maize.1482.c28, maize.1482.c53,
Maize.1908.¢17, Milho.1908.¢20, Milho.1908.c37 e Al947567.

As sequéncias Zm033444_S_AT, ZmABT1 e ZmABT2 podem
entao ser usadas para pesquisar as bases de dados da sequéncia do DNA
gendmico de milho para identificar a(s) sequéncia(s) reguladora(s) que con-
ferem elevada expressao no tecido que nao pendao e pouca ou nenhuma
expressdo nos penddes. Estas pesquisas identificaram trés entradas,
AZM4_ 12, ZmGSStuc11-12-04.4740.1 e MAGI_88845, que se reunem em
um unico contig. A sequéncia de gDNA ZmABT é mostrada na SEQ ID NO:
46. Ela codifica ambos os transcritos ZmABT1 e ZmABT2, o que sugere que
eles sao alternativamente variantes sujeitas a remocgao de introns do mesmo
transcrito.

O ZmABT1 é codificado nos 5 éxons, e o0 ZmABT2 é codificado
nos 6 éxons. O éxon adicional se situa entre o éxon 1 e o éxon 2 de
ZmABT1. A maior estrutura de leitura aberta em ZmABT1 e ZmABT2 pode
ser usada para definir os seus cédons de paragem e inicio da traducao e
também para definir a localizagdo de cada coédon de inicio e stop da tradu-
cao. Através desta analise, ambos os cDNAs usam o mesmo cddon de inicio
e stop da traducgéo.

Em um aspecto importante da presente invencao, a sequéncia
reguladora, de acordo com a invengao, pode ser usada no desenvolvimento
de cassetes de expressao robustos que expressam genes recombinantes na
maior parte dos tecidos da planta, mas ndo ou substancialmente nao ex-
pressam nos tecidos das estruturas reprodutoras masculinas, particularmen-
te os tecidos do pélen e/ou do pendao, de modo que nenhum produto de
expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa.

Em uma modalidade especifica da invengao, uma sequéncia re-

guladora obtenivel a partir do gene ABP3, mais particularmente da sequén-
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cia reguladora obtenivel de um gene de Zea mays ABP3, pode ser usada no
desenvolvimento de cassetes de expressao robustos que expressam genes
recombinantes na maior parte dos tecidos da planta, mas excluindo essenci-
almente os tecidos do pdélen, de modo que nenhum produto de expressao
esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa.

A regiao de iniciacao da transcricao da sequéncia reguladora, de
acordo com a invencgao, particularmente da sequéncia reguladora obtenivel a
partir do gene ABP3, mais particularmente da sequéncia reguladora obteni-
vel de um gene ABP3 de Zea mays pode ser obtida em uma reacao de PCR
contendo um par de iniciadores envolvendo o iniciador direto P1 (5'-atatat-
gcatgzcggcgegcecgaaagtagcaaacaacaggttcatgtgcac-3') como descrito na SEQ ID
NO: 1 e o iniciador reverso P2 (5'-tatataccatggtgggtttgcctgcgaccacaagttca-3')
como descrito na SEQ ID NO: 2 através de amplificagdo a partir de um pa-
drao de gDNA, particularmente um padrao de gDNA de milho graudo. Em
uma modalidade especifica da invencéao, € aplicado um programa de termo-
ciclagem envolvendo amplificacao a cerca de 95°C durante cerca de 15 mi-
nutos seguido por cerca de 45 ciclos a cerca de 94°C durante cerca de 1
minuto, a cerca de 64°C durante cerca de 1 minuto e a cerca de 72°C duran-
te cerca de 5 minutos. A etapa de extensao final é realizada a cerca de 72°C
durante cerca de 15 minutos. O produto da reacgao, particularmente um pro-
duto da reacao de cerca de 2,3 kb, é purificado e o DNA extraido usando um
método de extracdo de DNA conhecido na técnica. O DNA é precipitado,
recuperado e finalmente clonado em um vetor adequado.

A regiao de iniciacao da transcricdo, de acordo com a invencao,
particularmente uma regido de iniciagdo da transcricdo obtenivel a partir de
um gene ABP3, mais particularmente obtenivel a partir de um ZmABP3, pode
ser modificada em uma série de reagdes usando pelo menos um dos oligonu-
cleotideos selecionados a partir do grupo de oligonucleotideos descrito na

-SEQID NO: 3 (Patg (5'-cagctcgeccgagttggtaaggecccct-3')),

-SEQ ID NO: 4 ...(Pnco (5'-acagattagtccatcgcccacggt-3')),
-SEQ ID NO: 5... (ADPc-1 (5'-agccctgtccatgacggcccaagcaac-3')),
-SEQ ID NO: 6... (ADPc-2 (5'-agtagcaattcggtaggcacaggcac-3')),
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-SEQ ID NO: 7... (ADPc-4 (5'-tctatggtctgcgaggtgcggatgge-3')), e
-SEQ ID NO: 8... (adp3-a (5'-gtccccttcttcgecgegecagcetege-3')).

O terminal da sequéncia reguladora, de acordo com a invencgéo,
particularmente uma sequéncia terminal obtenivel a partir de um gene ABP3,
mais particularmente uma sequéncia terminal obtenivel a partir de um ZmABP3,
pode ser amplificada a partir de um padrao de gDNA, particularmente um pa-
dréao de gDNA de milho gratudo, em uma reagdo de DNA polimerase usando
um iniciador direto (P3(5'-tatatagagctcgcatcatgatcatgcatcatggact-3')) como
descrito na SEQ ID NO: 9 e um iniciador reverso (P4 (5'-atatatactagtggcgcg-
ccacactttctgtcgcatgtgatttgca-3')) como descrito na SEQ ID NO: 10. Um pro-
grama de termociclagem pode ser aplicado compreendendo um primeiro ci-
clo de cerca de 95°C durante cerca de 5 minutos seguidos de cerca de 45
ciclos de cerca de 94°C durante cerca de 30 segundos, cerca de 50°C du-
rante cerca de 1 minuto e cerca de 72°C durante cerca de 4 minutos. A eta-
pa de extensao final pode ser realizada a cerca de 72°C durante cerca de 15
minutos. O produto de reacao de cerca de 1 kb é depois purificado e o DNA
extraido usando métodos de extracao padrdao. O DNA é precipitado, recupe-
rado e clonado em um vetor adequado.

O terminal da sequéncia reguladora, de acordo com a invencgéo,
particularmente uma sequéncia terminal obtenivel a partir de um gene ABP3,
mais particularmente uma sequéncia terminal obtenivel a partir de um ZmABP3,
pode ser modificada para remover um sitio de restricao interno, particularmente
um sitio de restricdo Ncol usando um par de iniciadores adequados, particu-
larmente o par de iniciadores Tnco (5'-Pgtaaaaaaaggtcccttggctcccagaaga-3')
| T2 (5'-Pcaatgtgttagactgacgtg-3') como descrito nas SEQ ID NO: 11 e SEQ
ID NO: 12, respectivamente, em uma reacéo de DNA polimerase. O progra-
ma de termociclagem usado pode compreender um primeiro ciclo a cerca de
95°C durante cerca de 5 minutos seguido por cerca de 30 ciclos de cerca de
95°C durante cerca de 1 minuto, cerca de 50°C durante cerca de 1 minuto e
cerca de 65°C durante cerca de 15 minutos. O produto pode entdo ser pro-
cessado e sequenciado.

A presente invencao é também dirigida para cassetes de ex-
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pressao que incorporam 0s mecanismos reguladores de um gene-alvo de
interesse que apresenta o desejado perfil de expressao, que tem alta ex-
pressao na maior parte dos tecidos da planta, mas nenhuma expressao no
tecido do pélen, particularmente um gene alvo ABP, mais particularmente de
um gene-alvo ZmABP3, para controlar, nas plantas, a expressao de produ-
tos de moléculas de acido nucleico de interesse de um modo que mimetize o
perfil de expressao do gene-alvo original.

A presente invencao inclui ainda cassetes de expressao que in-
corporam sequéncias reguladoras obteniveis a partir da regido 5 do gene-
alvo, particularmente um gene-alvo ABP, mais particularmente de um gene-
alvo ZmABP3, para expressar os produtos de moléculas de acido nucleico
de interesse em tecidos vegetais, mas nao ou substancialmente nao expres-
sa-los nos tecidos do pélen. A presente invencao € também dirigida para
cassetes de expressao incorporando ambas as sequéncias reguladoras ob-
teniveis a partir da regido 5’ e da regiao 3’ do gene-alvo, particularmente um
gene-alvo ABP3, mais particularmente de um gene-alvo ZmABP3.

Em uma outra modalidade especifica da invengédo, uma sequén-
cia reguladora obtenivel a partir do DNA gendémico de milho pode ser usada
mo desenvolvimento de cassetes de expressdo robustas que transcrevem
polinucleotideos na maior parte dos tecidos da planta mas excluindo essen-
cialmente os tecidos do pendao, de modo que nenhum produto de expres-
sao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa.

Uma estratégia de design com base na estrutura do gene inclu-
sivo pode ser usada para construir esse cassete de expressao. Para incor-
porar a splicing alternativa conhecida do gene putativo de milho graudo iden-
tificado em um método como descrito acima em um cassete de expressao, a
estratégia de design pode ser baseada na estrutura do transcrito ZmABT1
como mostrado na SEQ ID NO: 33.

A regiao de iniciagao da transcricdo da sequéncia reguladora, de
acordo com a invengao, particularmente da regiao promotora ZmABT pode
ser amplificada a partir de um padréo de gDNA de milho graudo em uma re-

acao de DNA polimerase contendo gDNA e um par de iniciadores envolven-
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do o iniciador direto ABT P1 forw (5'- CGACCAGCGCGACATGCATGGCA-
3') como descrito na SEQ ID NO: 19 e o ABT P2 rev (5'- ACCCCAGGGCG-
TACGACAAGGCC-3') como descrito na SEQ ID NO: 20. Em uma modalida-
de especifica da invengao, um programa de termociclagem € aplicado envol-
vendo amplificacéo a cerca de 95°C durante cerca de 5 minutos seguidos de
cerca de 40 ciclos de 94°C durante cerca de 30 segundos, cerca de 67°C
durante cerca de 30 segundos e cerca de 72°C durante cerca de 2,5 minu-
tos. A etapa final de extensao foi feita a cerca de 72°C durante cerca de 10
minutos.

Esta reacdo de amplificacdo conduz a um produto de amplifica-
cao de cerca de 2,6 kb, que pode ser purificado e o DNA extraido usando
um método-padrao de extracao de DNA. O DNA pode entdo ser clonado em
um vetor adequado tal como, por exemplo, o vetor pCR-Bluntll-TOPO.

O promotor ZmABT pode ser modificado em uma série de rea-
cbes de mutagénese para silenciar o cédon de inicio da tradugao enddgeno,
silenciar um sitio de restricao de SanDI e corrigir muta¢des pontuais criadas
durante a amplificacao. Isto pode ser feito em uma série de reagbes usando
pelo menos um dos oligonucleotideos selecionados a partir do grupo de oli-
gonucleotideos descrito na
-SEQ ID NO: 21 pABT mut1 (5'-GATGGCCGGATTGGGCTCCCGGGGTGGAG-3)
-SEQ ID NO: 22 pABT mut2 (5'-CTGGGAGGCGCGCAAGGGGCAGTTCCTCG-3")
-SEQ ID NO: 23 pABT mut3 (5'-CCCACCGCCGGAGCACCGAAAGGCCCCGCG-3)
-SEQ ID NO: 24 pABT mut4 (5'-GTCACCCGGGAGCACTTCCCGGCGCCG-3')
-SEQ ID NO: 25 pABT mut5 (5'-CATTGGGCCGAGCACGGCTTCTTCCGC-3")

-SEQ ID NO: 26 pABT mut6 (5'-GGGGTACGGTGTTCTTGAGTCGTGAAGCGAC-3')

O promotor ZmABT modificado pode ser amplificado em uma
outra reacdo de PCR usando os iniciadores pABT amp1 (5- GCGTC-
TAGAGGGACCCCGACCAGCGCGACATGCATGGCA-3") como descrito na
SEQ ID NO: 27 e pABT amp2 (5-ACCCCAGGGCGTACGACAAGGCCCCA-
CCATGGGCGC-3") como descrito na SEQ ID NO: 28. O produto PCR pode
entao ser purificado e o DNA extraido usando um método padrao de extra-

cao de DNA. O DNA pode ser clonado num vetor adequado tal como, por
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exemplo, o vetor pCR-Bluntll -TOPO, transformado e sequenciado. O pro-
motor ZmABT pode entéo ser excisado, particularmente como um fragmento
Xbal/Ncol e ligado a um vetor de expressao adequado tal como, por exem-
plo, pPNOV6901.

Em uma modalidade da invencéo, é fornecido um cassete de
expressao compreendendo uma sequéncia de terminacdo que pode ser ob-
tida a partir do gene ZmABT identificado e descrito aqui acima. O terminal
ZmABT pode ser amplificado a partir do modelo gDNA de milho em uma re-
acao de DNA polimerase contendo gDNA e um par de iniciadores envolven-
do o iniciador direto ABT P4 (5-TATATAGAGCTCGAATCGAAGAAGCCA-
CACTGTAAATCTGCCGGG-3") como descrito na SEQ ID NO: 29 e o inicia-
dor reverso ABT P5 (5'-AGCAAGGCATATGCAGCAGCTGCTGGTCGGA-
CCGGGCCCTATATA-3") como descrito na SEQ ID NO: 30 resultando num
produto de amplificacao de cerca de 1 kb. Este produto de reagdo pode ser
purificado e o DNA extraido usando um método-padrao de extracdo de DNA.
O DNA purificado pode entao ser clonado nhum vetor adequado tal como, por
exemplo, o vetor pPCR4-TOPO-Blunt.

Em uma modalidade da invencéao, o terminal ZmABP3 & modifi-
cado para remover os sitios de restricdo internos Ncol e Xhol. Isto pode ser
feito em uma série de reagcdes usando pelo menos um dos oligonucleotideos
selecionados a partir do grupo de oligonucleotideos descritos em
-SEQ ID NO: 31 ABTtm1 (5'- GTCATGCATGGGCATGTGAAGGAGGAGCC-3")
-SEQ ID NO: 32 ABTtm2 (5'- GTTGCATGCATGCTGCATGGCGTCGAGAT-3")

O produto de amplificacdo pode entdo ser processado e se-
quenciado para resultar em uma sequéncia terminadora como mostrado na
SEQ ID NO: 36.

Em uma modalidade da invencéo, é fornecido um cassete de
expressao que expressa genes recombinantes na maior parte dos tecidos da
planta, mas excluindo essencialmente os tecidos do pendao, de modo que
nenhum produto de expressao esteja presente nos referidos tecidos de for-
ma significativa, compreendendo ambos uma sequéncia reguladora em que

pelo menos parte da qual tem uma funcao de iniciagao da transcricdo e uma
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sequéncia reguladora em que pelo menos parte da qual tem uma fungéo de
terminacao, sequéncias reguladoras essas que podem ser obtidas a partir do
gene ZmMABT identificado e descrito aqui acima.

Em uma modalidade da invencao, um tal cassete de expressao
pode ser obtido por excisdo do terminal ZmABT excisado e ligando-o em um
vetor adequado que ja compreende uma sequéncia reguladora em que pelo
menos parte da qual tem uma fung¢ao de iniciagdo da transcricao, particular-
mente a sequéncia do promotor ZmABT tal como, por exemplo, o vetor
pNOV6901-prABT conforme descrito acima.

Em uma modalidade, o cassete de expressao, de acordo com a
invencdo compreende uma sequéncia de nucleotideos reguladora compre-
endendo aproximadamente 2,6 kb da sequéncia ', que consiste aproxima-
damente em 2 kb da sequéncia $' nao transcrita, e cerca de 12 pb de &
UTR, aproximadamente 0,6 kb representando o éxon 1, intron 1 e cerca de
16 pb do éxon 2; e aproximadamente 1 kb da sequéncia 3' que comeca
mesmo apo6s o cddon de paragem da traducgao e inclui aproximadamente 0,6
kb de -3’ UTR e cerca de 0,4 kb de sequéncia nao transcrita, e funciona co-
mo terminador transcricional e sinal de poliadenilacao.

Em uma modalidade, & fornecido um cassete de expressao, de
acordo com a invenc¢ao, em que o cédon natural de iniciagcao da traducao &
silenciado e movido para o segundo éxon.

O cassete de expressao completo pode entao ser mobilizado pa-
ra um vetor adequado para transformacao e expressao de plantas tais como,
por exemplo, um vetor binario de Agrobacterium, particularmente vetor bina-
rio 15289 de Agrobacterium.

O segmento de acido nucleico de interesse pode, por exemplo,
codificar um RNA ribossomal, um RNA antissenso ou qualquer outro tipo de
RNA que nao é traduzido na proteina. Em uma outra modalidade preferida
da invencgao, o segmento de acido nucleico de interesse é traduzido em um
produto de proteina. A sequéncia de nucleotideos que dirige a transcrigao
e/ou o segmento de acido nucleico pode ser de origem homéloga ou heteré-

loga no que diz respeito a planta a ser transformada. Uma molécula de DNA
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recombinante util para introducdo nas células vegetais inclui uma que tenha
sido derivada ou isolada a partir de qualquer fonte que pode ser subsequen-
temente caracterizada quanto ao tamanho da estrutura e/ou fungéo, quimi-
camente alterada, e depois introduzida nas plantas. Portanto uma sequéncia
de nucleotideos, segmento ou fragmento de interesse util inclui DNA comple-
tamente sintético, DNA semissintético, DNA isolado a partir de fontes biolé-
gicas, etc. Geralmente, o DNA introduzido ndo é originalmente residente no
gendtipo da planta que € o destinatario do DNA, mas esta dentro do escopo
da invencao isolar um gene a partir de um dado genétipo da planta e, poste-
riormente, introduzir multiplas cépias do gene no mesmo gendtipo, por
exemplo, para aumentar a produgcédo de um dado produto de gene tal como
uma proteina de armazenamento ou uma proteina que esta envolvida no
metabolismo dos carbohidratos ou qualquer outro gene de interesse como
fornecido na SEQ ID NOs da listagem de sequéncias.

A molécula de DNA recombinante introduzida inclui, mas nao se
limita a, DNA de genes vegetais, e genes nao vegetais tais como os de bac-
térias, leveduras, animais ou virus. O DNA introduzido pode incluir genes
modificados, por¢cdes de genes, ou genes quiméricos, incluindo genes do
mesmo ou de gendtipo diferente. O termo "gene quimérico" ou "DNA quimé-
rico" é definido como um gene ou uma sequéncia de DNA ou segmento
compreendendo pelo menos duas sequéncias de DNA ou segmentos de es-
pécies que nao combinam DNA em condi¢des naturais, ou em que as sequén-
cias de DNA ou segmentos estao posicionados ou ligados de um modo que
nao ocorra normalmente no genoma nativo de plantas nao transformadas.

A molécula de DNA recombinante introduzida usada aqui para a
transformacao pode ser circular ou linear, de fita dupla ou fita Unica. Geralmen-
te, o DNA esta na forma de DNA quimérico, tal como DNA de plasmideo.

Em uma modalidade, as sequéncias reguladoras podem ser
operavelmente associadas a um polinucleotideo de interesse expressavel. O
polinucleotideo expressavel pode codificar um polipeptideo ou proteina de
interesse.

Esse polipeptideo ou proteina de interesse pode ser um exibindo
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uma determinada atividade biolégica tal como, por exemplo, uma atividade
inseticida, herbicida ou fungicida ou pode contribuir para um melhor desem-
penho de uma planta de cultivo de interesse agronémico na forma de melhor
rendimento, qualidade, instalagcao, resisténcia a estresse bidtico e abibtico,
controle de floragao, etc.

Em uma modalidade, a concentracao do produto polipeptidico
expresso a partir do polinucleotideo de interesse codificando proteinas nos
tecidos das estruturas reprodutoras, particularmente nos tecidos do poélen
e/ou do pendao, € de modo que nenhuma atividade inseticida possa ser de-
tectada em um ensaio-padréo de alimentacao de insetos. Em particular, a
concentragao do produto de expressao nos tecidos das estruturas reproduto-
ras masculinas, particularmente nos tecidos do poélen e/ou do pendao, é infe-
rior ao nivel basico de cerca de 10 ng/mg de proteina soluvel, particularmen-
te de cerca de 5 ng/mg de proteina soluvel, mais particularmente de cerca
de 3 ng/mg de proteina solivel, mas especialmente de cerca de 2 ng/mg de
proteina soluvel ou inferior.

Em uma modalidade especifica da invencgéao, o polipeptideo ou a
proteina de interesse € uma proteina ou um polipeptideo ativo como insetici-
da, particularmente uma proteina ou polipeptideo ativo como inseticida obte-
nivel a partir de Bacillus thuringiensis, mais particularmente uma endotoxina
de Bacillus thuringiensis tal como, por exemplo, endotoxina crylA(b). Outras
endotoxinas conhecidas que ocorrem em Bacillus thuringiensis podem
igualmente ser usadas em associagcdo com a sequéncia reguladora de acor-
do com a invencao para obter expressao de toxina na maior parte dos teci-
dos da planta exceto no pélen e/ou no pendao, de modo que nenhum produ-
to de expressao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa.

Em uma modalidade, é fornecida uma planta transgénica, de
acordo com a invengao, e como aqui descrita, em que o polinucleotideo de
interesse codificando polipeptideo ou proteina codifica uma endotoxina de
Bacillus thuringiensis que tem pelo menos 80% de identidade de sequéncia,
particularmente pelo menos 85% de identidade de sequéncia, particularmen-
te pelo menos 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de
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identidade de sequéncia com uma sequéncia de nucleotideos como descrito
na SEQ ID NO:15.

Em uma modalidade, é fornecida uma planta transgénica, de
acordo com a invencgao, e como aqui descrito, em que o polinucleotideo de
interesse codificando polipeptideo ou proteina codifica uma endotoxina de
Bacillus thuringiensis que tem a sequéncia de nucleotideos como descrita na
SEQ ID NO: 15.

Uma vez completado, o cassete de expressao pode ser mobili-
zado em um vetor adequado para transformacgéo de plantas, tal como, por
exemplo, um vetor binario, que pode depois ser mobilizado para o milho gra-
udo por via de transformacgao mediada por Agrobacterium.

Plantas transgénicas (ou células vegetais, ou explantes vegetais,
ou tecidos vegetais) incorporando os polinucleotideos da invencéao e/ou ex-
pressando um polipeptideo de interesse tal como, por exemplo, uma protei-
na de toxina de B. thuringiensis, pode ser produzida por varias técnicas bem
estabelecidas. Ap6s construcao de um cassete de expressao e de um vetor
incorporando a sequéncia de polinucleotideos reguladora, de acordo com a
invencado, e como aqui descrito, podem ser usadas técnicas-padrao para
introduzir o polinucleotideo em uma planta, em uma célula vegetal, em um
explante vegetal ou em um tecido vegetal de interesse. Opcionalmente, a
célula, o explante ou o tecido da planta pode ser regenerado para produzir
uma planta transgénica. A planta pode ser qualquer planta superior, incluin-
do plantas gimnospérmicas, monocotiledéneas e dicotiledéneas. Protocolos
adequados estao disponiveis para Leguminosae (alfalfa, soja, trevo, etc.),
Umbelliferae (cenoura, aipo, cherovia), Cruciferae (couve, rabanete, colza,
brécolos, etc.), Curcurbitaceae (melées e pepino), Gramineae (trigo, milho,
arroz, cevada, paingo, etc.), Solanaceae (batata, tomate, tabaco, pimentos,
etc.), e varias outras culturas. Ver os protocolos descritos em Ammirato et al.,
eds., (1984) Handbook of Plant Cell Culture-Crop Species, Macmillan Publ.
Co., New York, N.Y.; Shimamoto et al. (1989) Nature 338: 274 276; Fromm
et al. (1990) Bio/Technol. 8: 833 839; e Vasil et al. (1990) Bio/Technol. 8: 429

434. A transformacéao e a regeneracao de células vegetais de monocotiledé-
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neas e dicotiledéneas sao agora uma rotina, e a selecéo da técnica de trans-
formacao mais apropriada sera determinada pelo profissional. A escolha do
método variara com o tipo de planta a ser transformada; os versados na téc-
nica reconhecerao a adequabilidade de métodos especificos para dados ti-
pos de planta. Métodos adequados podem incluir, mas nao se limitam a: ele-
troporacao de protoplastos vegetais; transformacdao mediada por liposoma;
transformacao mediada por polietileno glicol (PEG); transformag¢do usando
virus; microinjecao de células vegetais; bombardeamento das células vege-
tais com micro-projéteis; infiltracdo em vacuo; e transformagéo mediada por
Agrobacterium tumefaciens.

A transformacado de plantas pode ser efetuada com uma unica
molécula de DNA ou multiplas moléculas de DNA (isto &, cotransformacao),
e estas duas técnicas sao adequadas para uso com os cassetes de expres-
sado da presente invencao. Numerosos vetores de transformacéao estao dis-
poniveis para a transformacéao de plantas, e os cassetes de expressao desta
invencao podem ser usados em conjunto com qualquer dos vetores. A sele-
¢ao do vetor vai depender da técnica de transformacgao preferida e das es-
pécies-alvo para transformacao.

Varias técnicas estao disponiveis e sao conhecidas dos versa-
dos na técnica para introducao de construtos em uma célula vegetal hospe-
deira. Estas técnicas geralmente incluem transformagédo com DNA empre-
gando A. tumefaciens ou A. rhizogenes como agente de transformacao, lipo-
somas, precipitacdo de PEG, eletroporacao, injecdo de DNA, absorgao direta
de DNA, bombardeamento a microprojéteis, aceleracao de particulas, e simi-
lares (Ver, por exemplo, EP 295959 e EP 138341) (ver abaixo). No entanto,
células que nao células vegetais podem ser transportadas com os cassetes
de expressao da invencao. As descrigcbes gerais de vetores de expressao e
genes reporteres de plantas, e o Agrobacterium e transferéncia de genes medi-
ada por Agrobacterium, podem ser encontradas em Gruber et al. (1993).

Vetores de expressao contendo a sequéncia de polinucleotideos
reguladora, de acordo com a invencgao, podem ser introduzidos nos proto-

plastos ou nos tecidos intactos ou células isoladas. Preferencialmente os
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vetores de expressao sao introduzidos no tecido intacto. Métodos gerais de
cultivo de tecidos vegetais sao dados, por exemplo, por Maki et al., (1993); e
por Phillips et al. (1988). Preferencialmente, os vetores de expressido sdo
introduzidos no milho graudo ou outros tecidos vegetais usando um método
de transferéncia direta de genes tal como aplicagdo mediada por microprojé-
til, injecdo de DNA, eletroporacéo e similares. Mais preferencialmente, os
vetores de expressdo sao introduzidos nos tecidos de plantas usando os
meios de aplicagdo por meio de microprojétil com o dispositivo biolistico.
Ver, por exemplo, Tomes et al. (1995). Os vetores da invencédo podem nao
sé ser utilizados para expressao dos genes estruturais, mas podem também
ser usados em clonagem com armadilhas de éxon ou procedimentos de cap-
tura de promotores para detectar a expressao diferencial de genes em varios
tecidos, (Lindsey et al., 1993; Auch & Reth et al.).

E particularmente preferido usar os vetores de tipo binario de
plasmideos Ti e Ri de Agrobacterium spp. Vetores derivados de Ti transfor-
mam uma larga variedade de plantas superiores, incluindo plantas monocoti-
ledéneas e dicotiledéneas, tais como soja, algodao, colza, tabaco, e arroz
(Pacciotti et al., 1985: Byrne et al., 1987; Sukhapinda et al., 1987; Lorz et al.,
1985; Potrykus, 1985; Park et al., 1985: Hiei et al., 1994). O uso de T-DNA
para transformar células vegetais tem sido extensivamente estudado e esta
amplamente descrito (EP 120516; Hoekema, 1985; Knauf, et al., 1983; e An
et al., 1985). Para introdugao nas plantas, os genes quiméricos da inveng¢ao
podem ser inseridos nos vetores binarios como descrito nos exemplos.

Os versados na técnica compreenderao que a escolha do méto-
do pode depender do tipo de planta, isto €, monocotiledéneas ou dicotiledd-
neas, alvo para transformacdao. Métodos adequados de transformacao de
células vegetais incluem, mas nao estao limitados a, microinjecéo (Crossway
et al., 1986), eletroporacao (Riggs et al., 1986), transformacao mediada por
Agrobacterium (Hinchee et al., 1988), transferéncia direta de genes
(Paszkowski et al., 1984), aceleracao balistica de particulas usando disposi-
tivos disponiveis em Agracetus, Inc., Madison, Wis. e BioRad, Hercules, Ca-
lif. (ver, por exemplo, Sanford et al., Patente U.S.. No. 4.945.050; e McCabe
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et al., 1988). Ver também, Weissinger et al., 1988; Sanford et al., 1987 (ce-
bola); Christou et al., 1988 (soja); McCabe et al., 1988 (soja); Datta et al.,
1990 (arroz); Klein et al., 1988 (milho graudo); Klein et al., 1988 (milho grau-
do); Klein et al., 1988 (milho graudo); Fromm et al., 1990 (milho graudo); e
Gordon-Kamm et al., 1990 (milho); Svab et al., 1990 (cloroplasto de tabaco);
Koziel et al., 1993 (milho graudo); Shimamoto et al., 1989 (arroz); Christou et
al., 1991 (arroz); Pedido de Patente Europeia EP 0 332 581 (Dactylis glume-
rata "orchardgrass" e outras Pooideae); Vasil et al., 1993 (trigo); Weeks et
al., 1993 (trigo). Em uma modalidade, o método de transformacao de proto-
plasto para milho é empregado (Pedido de Patente Europeia EP 0 292 435,
Patente U. S. No. 5.350.689).

Em uma outra modalidade, uma sequéncia de nucleotideos da
presente invencao & diretamente transformada no genoma de plastidio. A
tecnologia de transformacao de plastidio esta extensivamente descrita nas
Patentes U.S. Nos. 5.451.513, 5.545.817, e 5.545.818, no pedido PCT no.
WO 95/16783, e em McBride et al., 1994. A seguir a transformacéo, as plan-
tas sao preferencialmente selecionadas usando um marcador selecionavel
dominante incorporado no vetor de transformacao. Tipicamente, esses mar-
cadores vao conferir resisténcia antibiética ou herbicida as plantas transfor-
madas e a selecao dos transformantes pode ser completada expondo as
plantas a concentragdes apropriadas de antibi6tico ou herbicida.

Depois de transformadas as células vegetais ou as plantas sao
selecionadas e crescidas até a maturidade, sendo identificadas as plantas
evidenciando as caracteristicas de interesse. A caracteristica pode ser qual-
quer uma das caracteristicas descritas acima. Adicionalmente, para confir-
mar que a caracteristica de interesse é devido a expressao do polinucleoti-
deo de interesse introduzido sob controle do nucleotideo regulador, de acor-
do com a invengao, os niveis de expressao ou de atividade do polipeptideo
ou polinucleotideo de interesse podem ser determinados analisando a ex-
pressdo mRNA usando Northern blots, RT-PCR ou microarranjos, ou ex-
pressao da proteina usando ensaios de imunoblots ou de Western blots ou

de atividade enzimatica.
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Portanto a invencgao se relaciona com células e tecidos vegetais,
com plantas derivadas dessas células e tecidos, respectivamente, com ma-
terial vegetal, com a progénia e as sementes derivadas dessas plantas, e
com produtos agricolas incluindo produtos vegetais processados com pro-
priedade melhoradas obteniveis, por exemplo, por qualquer um dos métodos
de transformacao descritos abaixo.

Uma vez que o cassete de expressao, de acordo com a presente
invencao e como aqui descrito compreendendo uma sequéncia reguladora,
de acordo com a invengao, em associagdo com um polinucleotideo de inte-
resse, tenha sido transformado em uma espécie de planta especifica, pode
ser propagada naquela espécie ou movida para outras variedades das
mesmas espécies, incluindo particularmente variedades comerciais, usando
técnicas de hibridizagao tradicionais. Plantas preferidas da invengéo incluem
gimnospérmicas, monocotiledéneas, e dicotiledéneas, especialmente plantas
de cultivo agronomicamente importantes, tais como arroz, trigo, cevada, cen-
teio, colza, milho, batata, cenoura, batata doce, beterraba sacarina, feijao,
ervilha, chicéria, alface, couve, couve-flor, brécolos, nabo, rabano, espina-
fres, espargos, cebola, alho, beringela, pimento, aipo, cenoura, cabaca, abé-
bora, aboborinha, pepino, macga, péra, marmelo, melao, ameixa, cereja, pés-
sego, nectarina, damasco, morango, uva, framboesa, amora, ananas, abaca-
te, papaia, manga, banana, soja, tabaco, tomate, sorgo e cana-de-agucar.

As propriedades genéticas modificadas nas plantas transgénicas
descritas acima sao passadas por reprodugcao sexuada ou crescimento ve-
getativo e podem assim ser mantidas e propagadas nas plantas da progenia.
Geralmente a referida manutencéo e propagacao faz uso de métodos agri-
colas conhecidos desenvolvidos para atender a fins especificos tais como
lavoura, sementeira ou colheita. Processos especializados tais como tecno-
logias hidropdnicas ou de estufa podem também ser aplicados. O uso das
propriedades genéticas vantajosas das plantas transgénicas, de acordo com
a invencao, pode ainda ser feito no cruzamento de plantas que visa o de-
senvolvimento de plantas com propriedades melhoradas tais como tolerancia

a pragas, herbicidas, ou estresse, valor nutricional melhorado, aumento do
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rendimento, ou estrutura melhorada causando menos perdas de instalagao
ou quebra. As varias etapas de cruzamento sao caracterizadas pela correta
intervencdo humana tal como selecionar as linhas a cruzar, dirigir a poliniza-
cao das linhas parentais, ou selecionar plantas de progenia adequadas. De-
pendendo das propriedades desejadas, sdo tomadas diferentes medidas de
cruzamento. As técnicas relevantes sao bem conhecidas na técnica e inclu-
em, mas nao estao limitadas a, hibridizagdo, endogamia, retrocruzamento de
reproducao, criagdo de multiplas linhas, mistura de variedade, hibridizacao
interespecifica, técnicas aneuploides, etc. As técnicas de hibridizagao inclu-
em também a esterilizacao de plantas para produzir plantas masculinas ou
femininas estéreis por meios mecanicos, quimicos ou bioquimicos. A polini-
zacao cruzada de uma planta masculinamente estéril com pélen de uma li-
nha diferente assegura que o genoma da planta masculinamente estéril, mas
femininamente fértil va obter uniformemente propriedades de ambas as Ii-
nhas parentais. Deste modo, as plantas transgénicas, de acordo com a in-
vencao, podem ser usadas para cruzamento de linhas de plantas melhora-
das que, por exemplo, aumentam a eficacia dos métodos convencionais tais
como tratamento herbicida ou pesticida ou permitem dispensar os referidos
métodos devido as suas propriedades genéticas modificadas. Alternativa-
mente novas culturas com tolerdncia melhorada a estresse podem ser obti-
das em que, devido ao seu "equipamento" genético otimizado, produzem
produtos colhidos de melhor qualidade do que os produtos que nao sao ca-
pazes de tolerar condi¢des de desenvolvimento adversas comparaveis.

Em uma modalidade da invenc¢ao, a planta foi transformada com
e expressa uma sequéncia de nucleotideos codificando polipeptideo ou pro-
teina codificando um produto polipeptidico exibindo atividade inseticida, par-
ticularmente uma endotoxina de Bacillus thuringiensis na maior parte dos
tecidos da planta, mas excluindo essencialmente os tecidos do pélen e/ou do
pendao, de modo que nenhum produto de expressao esteja presente nos
referidos tecidos de forma significativa, onde a sequéncia de nucleotideos
nao é transcrita de forma significativa. Deste modo, essencialmente nao

ocorre nenhuma expressao no tecido do pélen e/ou do pendao e somente
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quantidades residuais de produto de expressao, caso haja, podem ser detec-
tadas nos referidos tecidos, a qual nao é suficiente para o produto de ex-
pressao cumprir a sua fungao biolégica visada nos referidos tecidos ou para
exibir qualquer efeito tdxico quer nos insetos que se alimentem nesses teci-
dos quer na prépria planta.

Em especial, a concentracao do produto polipeptidico expresso
a partir do polinucleotideo de interesse codificando proteinas nos tecidos do
polen e/ou do pendao é de modo que nenhuma atividade inseticida possa
ser detectada num ensaio padrao de alimentacao de insetos. Em uma moda-
lidade da invencgao, a concentracao do produto de expressao no pélen é infe-
rior de um nivel basico de cerca de 10 ng/mg de proteina soluvel, particular-
mente de cerca de 5 ng/mg de proteina soluvel, mais particularmente de
cerca de 3 ng/mg de proteina sollvel, mas especialmente de cerca de 2
ng/mg de proteina soluvel ou inferior.

A invencao fornece ainda métodos para preparar cassetes de
expressao compreendendo a sequéncia reguladora de acordo com a inven-
cao compreendendo ligar um polinucleotideo expressavel codificando um
polipeptideo ou uma proteina de interesse com a sequéncia reguladora, de
acordo com a invengao, e como aqui descrito para obter um construto de
expressao, em que o polinucleotideo de interesse € operavelmente ligado ou
associado a uma sequéncia reguladora, de modo que a expressao do poli-
peptideo ou da proteina de interesse seja mediada pela sequéncia regulado-
ra de acordo com a invengéao resultando na expressao do referido polipepti-
deo ou proteina de interesse em essencialmente todos os tecidos vegetais,
mas exclui essencialmente a expressao nos tecidos das estruturas reprodu-
toras da planta, particularmente nos tecidos do pélen e/ou do pendao, de
modo que nenhum produto de expressao esteja presente nos referidos teci-
dos de forma significativa.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com um método
para produzir uma planta transgénica expressando uma sequéncia de DNA
de interesse em tecido que nao de pdélen, mas nao ou substancialmente nao

€ expresso nos tecidos do polen e/ou do pendao, compreendendo
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a) transformar um cassete de expressao, de acordo com a in-
vencao, e como aqui descrito em uma célula vegetal que compreende uma
sequéncia de nucleotideos reguladora, em que pelo menos parte da qual
tem uma funcao de iniciagao da transcricdo que medeia a expressao de um
polinucleotideo de interesse codificando uma proteina operavelmente asso-
ciado na maior parte dos tecidos da planta, mas excluindo essencialmente
os tecidos do pélen e/ou do pendao, de modo que nenhum produto de ex-
pressao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa; e

b) regenerar uma célula vegetal transformada na etapa a) em
uma planta.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com um método
de controle de pragas-alvo de insetos que se alimentam nos tecidos vegeta-
tivos da planta tais como folhas, caules e raizes e/ou nos tecidos reproduto-
res tais como espiga, mas protegendo as pragas nao-alvo que se alimentam
de pdélen compreendendo

a) crescer uma planta, de acordo com a invencao, e como aqui
descrito em uma area que esta infestada com a praga-alvo;

b) expressar um polipeptideo ou uma proteina que é capaz de
controlar a referida praga-alvo sob o controle de uma sequéncia reguladora
de acordo com a invenc¢ao e como aqui descrito.

Em uma modalidade, a invencao se relaciona com um método
para proteger os tecidos reprodutores de uma planta, particularmente os tecidos
do pélen e/ou do pendao contra danos causados pela expressao nos referidos
tecidos de um polipeptideo ou proteina de interesse compreendendo

a) crescer uma planta, de acordo com a invengao, e como aqui
descrito;

b) expressar um polipeptideo ou uma proteina de interesse sob
o controle de uma sequéncia reguladora, de acordo com a invencgao, e como
aqui descrito.

Em uma modalidade, a presente invencao se relaciona com o
uso de uma sequéncia reguladora, de acordo com a presente invencéo, e

como aqui divulgado para controlar pragas-alvo de insetos que se alimentam
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nos tecidos vegetativos da planta tais como as folhas, caules e raizes e/ou
nos tecidos reprodutores tais como a espiga, mas protegendo as pragas
nao-alvo que se alimentam de poélen compreendendo

a) crescer uma planta, de acordo com a invencao, e como aqui
descrito em uma area que esta infestada com a praga-alvo;

b) expressar um polipeptideo ou uma proteina que é capaz de
controlar a referida praga-alvo sob o controle de uma sequéncia reguladora,
de acordo com a inveng¢ao, e como aqui descrito.

Em uma modalidade, a presente invengédo se relaciona com o
uso de uma sequéncia reguladora, de acordo com a presente invencgao, e
como aqui divulgado para proteger os tecidos reprodutores de uma planta,
particularmente os tecidos do pélen e/ou do pendao contra danos causados
pela expressao nos referidos tecidos de um polipeptideo ou proteina de inte-
resse compreendendo expressar o referido polipeptideo ou proteina de inte-
resse sob o controle de uma sequéncia reguladora de acordo com a inven-
¢ao e como aqui descrito.

EXEMPLOS

Os Exemplos seguintes fornecem modalidades ilustrativas. A luz
da presente divulgacdo e ao nivel geral dos versados na técnica, os versa-
dos consideram que os seguintes Exemplos s&o entendidos para serem so-
mente exemplificativos e as numerosas variagdes, modificagcbes, e altera-
¢bes podem ser empregadas sem se afastar do escopo do assunto presen-
temente reivindicado.

Todas as manipulagbes e técnicas necessarias para construir e
propagar cepas descritas nesta invencao sao conhecidas dos versados na
técnica. Os detalhes técnicos estao descritos e.g. em Ausubel et al 1995;
Sambrook, J, 2001 e Miller, J.H. 1992 e em publicacbes relevantes citadas
nesta invencao.

Exemplo 1: Expressao de Nao Pélen
Exemplo 1.1 Identificagdo de ZmABP3
Em um experimento de perfil de expressdo em uma série de de-

senvolvimento de milho graudo foi pesquisada em um chip Affymetrix de Zea
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mays (Zm80K) para as sondas que deram fortes sinais em todas as amos-
tras, mas nenhum ou substancialmente nenhum nas amostras de pélen. To-
dos os tecidos verdes e amostras de raiz foram diretamente comparados
com os do pdlen, e sondas representando polinucleotideos que nao encon-
traram o perfil de expressao desejado foram eliminadas. A analise produziu
dois conjuntos de resultados. O primeiro conjunto contém 36 sondas repre-
sentando polinucleotideos que foram altamente expressos em todas as
amostras de tecido, mas muito pouco no pélen. O segundo conjunto contém
10 sondas representando polinucleotideos que sado altamente expressos em
todas as amostras de tecido, mas nao dao sinal no pélen. O alinhamento da
sequéncia de sondas com conjunto de dados de cDNA do milho mostraram
que todas as 46 sondas representam genes do milho genuinos. As 10 son-
das de topo sdo aquelas com o sinal mais forte de todos os tecidos de nao
polen e sem sinal no pdlen (ver Tabela A).

Aplicar critérios adicionais incluindo a determinag¢ao da disponibi-
lidade de DNA gendémico (gDNA) e das sequéncia cDNA para cada ligacao
produziu Zm07728 s at como o candidato de topo que cumpriu todos os
requisitos de promotores de desenvolvimento. A analise da literatura revelou
que esta sonda representa o gene codificando proteinas de ligagdo a actina
3 (ZmABP3) que é um membro de uma pequena familia de genes que foi
previamente caracterizada (Lopez et al., 1996). O produto de genes tem sido
também chamado fator de despolimerizagdo de actina 3. Lopez et al (1996)
confirmam na figura 3 que ZMmABP3 é altamente expresso na maior parte
dos tecidos da planta examinados, exceto nas amostras de poélen.

Lopez et al (1996) mostram também por analise de southern
que existem dois genes ABP3 no genoma do milho. O ZmABP3 cDNA repor-
tado tem o Acesso do GenBank X97726, e corresponde ao Acesso
TC248585 de TIGR. Este gene foi designado ZmABP3-A. Os dois genes
ZmABP3 estao representados no milho graudo (Zm80K) Chip Affymetrix:
ZmABP3-A correspondente a sonda Zm007595_at e ZmABP3-B correspon-
dente a Zm07728_s_at. A sequéncia 'Zm07728_s_at' foi usada para identifi-
car o TC248588 na base de dados TIGR, e MAIZE 974.CB1 num conjunto
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de base de dados de cDNA de milho. Foram também identificadas as se-
quéncias de gDNA MAGI_93606, MAGI_93607, AZM4_ 39177, ZmGSS-
tuc11-12-04.2725.1, ZmGSStuc11-12-04.2725.2 e CC463190. As proteinas
codificando cDNAs ZmABP3-A e ZmABP3-B séao idénticas a todos os resi-

5 duos, exceto um. A expressao de dados de perfis indicam que ZmABP3-B &
altamente expressa na maior parte dos tecidos da planta, mas excluindo es-
sencialmente os tecidos do pélen, de modo que nenhum produto de expres-
sao esteja presente nos referidos tecidos de forma significativa. ZmABP3-A
nao é tao altamente expressa.

10 A SEQ ID NO: 16 mostra que o mMRNA ZmABP3-B é codificado
nos 3 éxons. As duas sequéncias intervenientes (introns) sado delimitadas
pelos esperados nucleotideos de fronteira GT...AG.

Mais especificamente, SEQ ID NO: 16 divulga o design do cas-
sete de expressao ZmABP3. Os componentes ZmABP3 reguladores a se-

15 rem incluidos no construto sdo 2,3 kb de sequéncia 5' (prZmABP3-01) que
contém 1,1 kb de sequéncia 5' nao transcrita, 0,25 kb de 5-UTR e 0,98 kb
representando intron 1 ZmABP3-B; e 1,013 kb da sequéncia 3' (tZmZBP3-
01) que comeca mesmo apos o codon de paragem da traducao ABP3-B.

Este inclui cerca de 0,3 kb de 3'-UTR e 0,7 kb de sequéncia nao transcrita.
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Exemplo 1.2 Construgéo de Cry1AbG6

Cry1AbG6 (2814 pb) é uma versdo modificada do gene de com-
primento total Cry1Ab (pNOV1321, 3546bp). A sequéncia Geiser (81 pb de
4398-4478 em pNOV1321) e 3'-terminal (651bp de 4908-5558 em pNOV1321)
foram deletadas.

A sequéncia Cry1AbG6 foi construida a partir de pNOV1321 (ve-
tor fonte para o gene Cry1Ab de comprimento total) como segue: O DNA de
plasmideo pNOV1321 foi cortado com BamHlI/Sacl. O gene Cry1Ab de com-
primento total (3546bp, chamado Michigan) foi purificado em gel e ligado ao
vetor de expressdao pTrcHisB (Em tecnologias de vida vitrogen, Cat#
V36020), que foi cortado com BamHI/Sacl. Este construto foi chamado de
Michigan-pTrcHisB. A sequéncia Geiser (81bp) foi deletada de Michigan-
pTrcHisB por PCR de sobreposi¢cdo com os seguintes iniciadores:

5’ Bfr1 (5'-cctggtggagtgcttaagcgacgagttctgectgg-3'), (SEQ ID NO: 83)

3’ Xba1 (5'-gggcttctcctccaggaactctagattgcccaggeg-3'), (SEQ ID NO: 84)
5'Gfix (5'-catcggcaagtgccaccacagccaccacttcagectg-3') (SEQ ID NO: 85) e
3'Gfix (5'-gctgtggtggcacttgccgatggggcetggg-3') (SEQ ID NO: 86).

O produto A de PCR foi feito usando PCR de alta fidelidade com
Michigan-pTrcHisB como modelo, e os iniciadores 5’ Bfr1 e 3’ Gfix. O produ-
to B de PCR foi feito usando PCR de alta fidelidade com Michigan-pTrcHisB
como modelo, e os iniciadores 5 Gfix e 3'Xba1. O PCR final usou os produ-
tos A e B como modelos, e os iniciadores 5Bfr1 e 3’Xba1. A banda de PCR
final foi digerida com Aflll/Xbal e purificada em gel. Este fragmento foi ligado
a Michigan-pTrcHisB que também tinha sido digerido com Xbal/Aflll. O pro-
duto de DNA recombinante correto foi identificado por analise de digestao
com Aflll/Xbal. Este construto foi chamado de Cry1Ab-G.

Um segundo produto de PCR foi feito por PCR de alta fidelidade
usando pNOV1321 como um modelo, e iniciador 5’1Ab5Xbal (5'-gcccgcect-
gggcaatctagagttcctggaggag-3') descrito na SEQ ID NO: 87, e o iniciador
3'1Ab3d6 (5'-gcgagctcctagatgcggcecctcgagticctcgaaga-3') descrito na SEQ 1D
NO: 88. O produto de PCR foi digerido com Xbal/Sacl depois ligado a
Cry1Ab-G que foi também digerido com Xbal/Sacl. O produto DNA recombi-
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nante correto foi identificado usando analise de restricdo BamHI/Sacl. Este
construto foi chamado de Cry1AbG6.

A sequéncia Cry1AbG6 foi submetida a mutagenése QuikChan-
ge para remover um sitio Ncol inteiro. Os 25 pL da reagao continham

1 uL de modelo Cry1AbG#6,

2,5 uL 10X de tampao QuikChange,

1 uL de mistura dNTP QuikChange,

1 uL de cy2’' (5'-Pccctgtacggcacgatgggcaacgcetgea-3'; SEQ ID
NO: 89) a 20 uM,

0,75 pL de solugao Quik e

1 uL de DNA polimerase QuikChange.

O programa de termociclagem foi 95°C durante 5 minutos segui-
do por 30 ciclos de 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto e 65°C
durante 20 minutos. O produto foi processado como descrito pelo fabricante
(Stratagene) e sequenciado completamente.

A sequéncia de codificacao Cry1AbG6 foi amplificada a partir do
modelo de plasmideo mutagenizado, acima, em uma reagcéo de DNA polime-
rase em 50 pL de Pfu turbo (Stratagene) contendo

5 uL de modelo,

5 uL de tampao Pfu 10X,

1 ML de mistura dNTP a 10 mM,

1 uL de cy1 (5'-atatatccaccatggacaacaaccccaaca-3'; SEQ ID NO:
90) 20 pM,

1 uL de cy2 (5'-tatatagagctcctagatgcggecctcgagt-3'; SEQ ID NO:
91) 20 uM e

1 uL Pfu DNA polimerase turbo.

O programa de termociclagem foi 95°C durante 2 minutos, se-
guido por 40 ciclos de 95°C durante 1 minuto, 50°C durante 1 minuto e 72°C
durante 7 minutos. A etapa final de extensao foi 72°C durante 15 minutos. O
produto da reacao 2,8 kb foi purificado em gel de agarose TAE a 1%, e o
DNA foi extraido usando o Método de extracdo de DNA Qiaprep. O DNA re-
cuperado foi digerido com Ncol/Sacl, depois ligado ao vetor pNOV6901 que

Peticsn 870180051551, de 15/06/2018, pég. 85/114



10

15

20

25

30

79/101

foi também digerido com Ncol/Sacl. Esta operagao substitui a sequéncia de
codificagdo GUS em pNOV6901 com Cry1AbG6. A sequéncia Cry1AbG6 é
dada na SEQ ID NO: 15.

Exemplo 1.3 Construgéo do cassete de expressdo ZmABP3

Uma estratégia de design inclusivo foi usada para desenvolver o
cassete de expressao ZmABP3. O cassete contém 2,3 kb de sequéncia 5'
qgue consiste em 1,1 kb de sequéncia 5' nao transcrita, 0,25 kb de 5-UTR e
0,98 kb representando intron 1 ZmABP3. O cddon de iniciagao da tradugcao
natural foi silenciado com vista a mové-lo para o segundo éxon. O cassete
de expressao contém também 1,013 kb de sequéncia 3' que comeca logo a
seguir ao cdédon de paragem da tradugdo ABP3. Isto inclui cerca de 0,3 kb
de 3'-UTR e 0,7 kb de sequéncia nao transcrita, e funciona como terminador
transcricional e sinal de poliadenilagao.

O terminal ZmABP3 foi amplificado a partir do modelo gDNA de
milho graudo em uma reagédo de DNA polimerase em 50 pL de Proofstart
(Qiagen) contendo

10 pg de gDNA,

5 uL de tampao 10X Proofstart,

1,5 yL de mistura dNTP a 10 mM,

2,5 uL de P3 (5'-tatatagagctcgcatcatgatcatgcatcatggact-3'; SEQ
ID NO: 9) a 20 uM,

2,5 L de P4 (5'-atatatactagtggcgcgccacactttctgtcgcatgtgatttgca-
3'; SEQ ID NO: 10) a 20 uM,

10 uL de solucdo Q e

2 uL de DNA polimerase Proofstart.

O programa de termociclagem foi 95°C durante 5 minutos, se-
guido por 45 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 50°C durante 1 minuto e
72°C durante 4 minutos. O passo final de extensao foi 72°C durante 15 mi-
nutos. O 1 kb de produto de reacao foi purificado em gel de agarose TAE a
1%, e o DNA foi extraido usando Método de extracdo de DNA Qiaprep. O
DNA foi precipitado em etanol e recuperado em 4 uL de ddH:20, depois clo-
nado em um vetor pCR4-TOPO-Blunt.
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O terminal ZmABP3 foi modificado para remover um sitio de res-
tricdo interna Ncol usando o kit para mutagénese Multissitio Stratagene Qu-
ikChange. Os 25 yL de reagao continham

1 uL de pCR4-TOPO-ZmABP3-terminal,

2,5 uL de tampao 10X QuikChange,

1 uL de mistura dNTP QuikChange,

1 yL de Tnco (5'-Pgtaaaaaaaggtcccttggctcccagaaga-3'; SEQ ID
NO: 11) a 20 pM,

1 yL de T2 (5'-Pcaatgtgttagactgacgtg-3'; SEQ ID NO: 12) a 20 uM,

0,75 pL de solugao Quik e

1 uL QuikChange DNA polimerase.

O programa de termociclagem foi 95°C durante 5 minutos, se-
guido por 30 ciclos de 95°C durante 1 minuto, 50°C durante 1 minuto e 65°C
durante 15 minutos. O produto foi processado como descrito pelo fabricante
(Stratagene) e completamente sequenciado. A sequéncia ZmABP3-terminal
€ mostrada na SEQ ID NO: 14.

O promotor ZmABP3 foi amplificado do modelo gDNA de milho
graudo em uma reacado de DNA polimerase a 50 pyL Hotstart (Qiagen) con-
tendo

10 pg de gDNA,

25 L de 2X Mistura Hotstart Master,

1,25 pL de P1 (5'-atatatgcatgcggcgcgccgaaagtagcaaacaacaggtt-
catgtgcac-3'; SEQ ID NO: 1) a 20 uM,

1,25 uyL de P2 (5'-tatataccatggtgggtttgcctgcgaccacaagttca-3',
SEQ ID NO: 2) a 20 uM,

10,5 uL de solugcdo Q e

2 uL de MgClz a 25 mM.

O programa de termociclagem foi 95°C durante 15 minutos, se-
guido por 45 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 64°C durante 1 minuto e 72°C
durante 5 minutos. A etapa final de extensao foi 72°C durante 15 minutos.
Os 2,3 kb do produto de reacgéo foi purificado em gel de agarose TAE a 1%,
e o DNA foi extraido usando Qiaprep Método de extracdo de DNA. O DNA
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foi precipitado em etanol e recuperado em 4 pL de ddH:20, depois clonado
no vetor pCR4-TOPO.

O promotor ZmABP3 foi modificado em uma série de reagdes
QuikChange como descrito acima usando os seguintes oligonucleotideos:

Patg (5'-cagctcgcccgagttggtaaggcecccct-3'; SEQ ID NO: 3),

Pnco (5'-acagattagtccatcgcccacggt-3'; SEQ ID NO: 4),

ADPc-1 (5'-agccctgtccatgacggcccaagcaac-3'; SEQ ID NO: 5),

ADPc-2 (5'-agtagcaattcggtaggcacaggcac-3'; SEQ ID NO: 6),

ADPc-4 (5'-tctatggtctgcgaggtgcggtgge-3'; SEQ ID NO: 7), e

adp3-a (5'-gtcccecttcttcgecgegecagetege-3'; SEQ ID NO: 8).

A sequéncia de promotor ZmABP3 é mostrada em SEQ ID NO: 13.

O terminal ZmABP3 foi ligado ao vetor pNOV6901-Cry1AbG6
(do Exemplo 2) como um fragmento Sacl/Spel. O Promotor ZmABP3 foi
subsequentemente ligado ao vetor como um fragmento Sphl/Ncol. Isto pro-
duziu o conjunto ZmABP3-Cry1AbG6, mostrado na SEQ ID NO: 37. O cas-
sete de expressao completa ZmABP3-Cry1AbG6 foi mobilizado para o vetor
binario, pNOV6900, como um fragmento Ascl. Estes construtos, ZmABP3-
Cry1AbG6-6900 e ZmABP3-Cry1AbG6-binario intensificado, sdo mostrados
na SEQ ID NOS: 38 e 39, respectivamente. A Unica diferenca entre estes
vetores é a presenca do intensificador dual CaMV-FMV no binario ZmABP3-
Cry1AbG6 melhorado. Ambos foram mobilizados para o milho via transfor-
macao mediada por Agrobacterium.

Exemplo 1.4 Construgdo de ZmABP3-AmCyan

A sequéncia de codificacao Cry1AbG6foi foi excisada do conjun-
to ZmABP3-Cry1AbG6 como um fragmento Ncol/Sacl. Foi substituida pela
sequéncia codificando o gene repérter AmCyan que foi excisada do plasmi-
deo 13718 como um fragmento Ncol/Sacl. Isto produziu o construto do con-
junto ZmABP3-AmCyan mostrado na SEQ ID NO: 40. O cassete de expres-
sdo ZmABP3-AmCyan foi mobilizado para um vetor binario, pPNOV6900, co-
mo um fragmento Ascl. Este construto, ZmABP3-AmCyan-binario, € mostra-
do na SEQ ID NO: 41. Foi mobilizado para o milho graudo via transformacao

mediada por Agrobacterium.
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Exemplo 1.5 Expressdo de ZmABP3-AmCyan em milho grau-
do transgénico

Varios eventos de milho graudo transgénico contendo o cassete
de expressao ZmABP3-AmCyan foram produzidos. Aqueles contendo uma
cdpia unica do transgene e nenhuma sequéncia de vetores nao pretendidos
foram analisados. Todos os eventos transgénicos acumularam AmCyan
transcrito no tecido das folhas (dados ndo mostrados). Varios tecidos de um
evento representativo foram examinados por acumulacdo de AmCyan trans-
crito. O RNA total foi preparado usando o sistema de isolamento de RNA
total "Plant RNAeasy" (Qiagen). O RNA total do pélen foi preparado usando
o método descrito por Shirzadegan et al (1991). A qualidade da preparacao
foi avaliada por espetrofotometria de UV, e 10 ug do RNA total por amostra
foram redissolvidos num gel de formaldeido a 1% e depois transferido para
membrana Nytran SuPerCharge seguindo o protocolo recomendado (Schlei-
cher & Schuell). O blot foi hibridado com uma sonda de DNA AmCyan 32P-
marcada iniciada de modo randomizado usando condi¢gdes de elevado rigor.
Os resultados mostram claramente que ZmABP3 promove a transcrigcao no
tecido do pendao, folha, sedas, espiga e raiz, mas nao promove a transcri-
¢éo no polen.

Exemplo 1.6 Expressdo de ZmABP3-Cry1AbG6 em milho gra-
udo transgénico

Varios eventos de milho graudo transgénico contendo o cassete
de expressao ZmABP3-Cry1AbG6 foram produzidos. Aqueles contendo uma
unica copia do transgene e nenhuma sequéncia vetor nao pretendida foram
analisados. Os eventos TO foram testados quanto a atividade inseticida con-
tra a lagarta da espiga do milho duas vezes durante o decurso do desenvol-
vimento. As primeiras amostras foram tomadas a V2-V4, e as segundas
amostras foram tomadas a V7-V9. Discos de folha das pontas das folhas
inferiores foram excisados e colocados sobre papel Whatman humedecido
com agua em placas de petri de 47 X 10 mm. Dez a vinte larvas L1 de lagar-
tas da espiga do milho ou da broca do milho Europeu foram adicionadas a

cada placa, e foram incubadas durante 48 horas a 28°C. Os discos de folhas
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foram depois avaliados quanto aos danos causados pelos insetos. As amos-

tras sem danos visiveis nas folhnas e mortalidade absoluta foram registados

como positivos, e aqueles com danos visiveis foram negativos. Os dados

obtidos mostram que foram identificados varios eventos transgénicos com
5 atividade contra ambos os insetos.

Foi também medida a acumulacao de proteina Cry1AbG6 nas
plantas TO usando o ensaio imunossorbente ligado a enzima (ELISA) com
um padrao Cry1Ab totalmente truncado. O primeiro ensaio foi feito em tecido
de folhas de plantinhas, amostradas 1-2 semanas apés transferéncia para o

10 solo. O segundo ensaio foi feito em tecido de folhas das plantas maduras,
amostradas mesmo antes da transicdo para desenvolvimento reprodutivo.
Os dados na TABELA B mostram a faixa de proteina Cry1AbG6 acumulada
nas plantas com atividade inseticida. Os dados indicam que as plantas re-
querem perto de 50 ng (ou mais) de proteina Cry1AbG6/mg de proteina ex-
15 traivel para terem atividade inseticida.
TABELA B mostra o controle de insetos caracteristicos das estufas de cres-

cimento de plantas.

Ne° do Descricao do | Cry1AbG6 Atividade da | Atividade

Evento Cassete ng/mg de proteina | lagarta da espi- | da ECB
extraivel) ga do milho
Plantinhas | adultos | V2-V4 | V7-V9 | V7-V9

1 ABP3-Cry1Abg6 | 63 79 + + +

2 ABP3-Cry1Abg6 | 54 56 + + +

3 ABP3-Cry1Abgb6 | 85 108 + + +

4 ABP3-Cry1Abg6 | 67 94 + + +

5 ABP3-Cry1Abg6 | 45 83 + +/- +/-

6 ABP3-Cry1Abg6 | 68 120 + + +

7 ABP3-Cry1Abg6 | 133 159 + + +

8 ABP3-Cry1Abg6 | 96 46 + + +

9 ABP3-Cry1Abg6 | 138 101 + + +
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TABELA B -continuagao-

Ne° do Descricao do | Cry1AbG6 Atividade da | Atividade
Evento Cassete ng/mg de proteina | lagarta da espi- | da ECB
extraivel) ga do milho
Plantinhas | adultos | V2-V4 | V7-V9 | V7-V9
10 ABP3-Cry1Abg6 | 131 100 + + +
11 ABP3-Cry1Abg6 | 94 65 + + +
12 ABP3-Cry1Abg6 | 111 59 + + +
13 ABP3-Cry1Abg6 | 139 60 + + +
14 ABP3-Cry1Abg6 | 121 81
15 ABP3-Cry1Abg6 | 66 55 + + +
16 ABP3-Cry1Abg6 | 130 95 + + +

O tecido das folhas das plantas TO foi ensaiado quanto a protei-
na Cry1AbG6 através de ELISA usando proteina Cry1Ab truncada como pa-
drao, a atividade da Lagarta da Espiga do Milho e a atividade da Broca do
Milho Europeu (ECB). O estagio de desenvolvimento da planta quando
amostrada é indicado no topo de cada coluna. O tecido de folhas mais ve-
lhas (inferiores) foi amostrado. Para os ensaios com insetos um (+) indica
sem danos visiveis na folha e a completa e absoluta mortalidade dos inse-
tos. Os danos visiveis nas folhas produzem um escore de (-).

Exemplo 1.7 Eficacia dos eventos ZmABP3-Cry1AbG6 na
broca do milho Europeu no campo

Os estudos de campo da eficacia para a ECB (Broca do milho
Europeu) foram conduzidos em Stanton, MN (SMN) e Bloomington, IL (BIL)
durante a época de crescimento de 2006. Hibridos quase-isogénicos, com-
preendendo os eventos ABP3-Cry1AbG6 listados na TABELA C, Bt11, e um
controle nao hibrido transgénico foram testados. O design experimental foi
de blocos completos randomizados com trés réplicas em cada local. Uma
parcela consistiu de uma longa linha de 5,31 m contendo 25 plantas, com

0,76 m de espagcamento entre linhas.
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Foram elaborados dois estudos em Bloomington, IL (BIL) e Stan-
ton, MN (SMN) em 2006. Varios eventos ZmABP3-Cry1AG6 foram compa-
rados quanto as referéncia positiva e negativa representadas por Bt11 e Se-
lecdo Negativa, respectivamente.

Larvas de primeira fase de ECB foram produzidas a partir de
uma coldnia de laboratério seguindo os procedimentos definidos em Guthrie
(1989) no laboratério de entomologia da Syngenta Seeds, Inc. em Slater, IA.
Os ovos foram incubados a cerca de 28°C e aproximadamente 80% de umida-
de relativa, e os neonatos foram recolhidos para recipientes para incubacéao
aproximadamente 6 horas apds a eclosao. As larvas estavam saudaveis e vigo-
rosas quando foram colocadas nas plantas como indicado pelo movimento.

Foram realizados dois tipos de aplicacao de ECB: ECB1, aplica-
do aproximadamente nos estagios de folha V6-V8 e ECB2, aplicado no re-
vestimento do pélen. As aplicagées foram feitas com o Inoculador BioServe
Davis usando 1 ml de graos de espiga do milho por aplicacdo. Para ECB1
(primeira geracao da infestacdo de ECB) um total de cerca de 150 larvas
foram colocadas no verticilo de cada planta, em graos de espiga de milho.
Duas a quatro aplicacbes foram feitas, com um até seis dias entre cada apli-
cagao. A primeira planta na linha nao foi tratada, e depois até 10 plantas
consecutiva foram infestadas.

Para ECB2 (infestagdo com segunda geracao de ECB) um total
de cerca de 200 larvas foram aplicadas por planta, colocadas na axila foliar
da espiga e axila foliar diretamente acima ou abaixo da espiga, em graos de
espiga de milho. Quatro aplicagcées foram feitas, com um até seis dias entre
cada aplicacao. Até dez plantas consecutivas na extremidade oposta da li-
nha a partir do tratamento ECB1 foram infestadas. A ultima planta na linha
nao foi tratada.

As seguintes observacgdes foram registadas. Para ECB1, até oito
plantas consecutivas infestadas na linha foram avaliadas quanto aos danos
foliares de ECB (ECBLR na TABELA C) pelo menos 14 dias apds a primeira
infestacéo. A escala Guthrie de 1-9 (Guthrie et al. (1960) foi usada e um va-

lor, a média das plantas avaliadas, foi registado para cada talhdo. Para
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ECB2, aproximadamente 45 dias apds as plantas terem sido infestadas, até

oito plantas consecutivas infestadas na extremidade oposta da linha a partir

das avaliagbes ECB1 foram dissecadas para avaliar a haste da espiga, o

nucleo da espiga, e do talo de alimentacao, medindo o comprimento do tunel
5 de alimentagao (cm).

Os dados de ECB2 foram sujeitos a analise de variancia apro-
priada para um design de blocos completos aleatério. Foram consideradas
réplicas aleatoriamente enquanto que todos os outros efeitos foram conside-
rados fixos. A separagdo média foi feita usando o procedimento de diferenga

10  minima significativa (LSD), mas somente se o teste de F para as entradas
for significativo ao nivel de significancia usual de 5%. Como nao houve vari-
abilidade entre os eventos nos dados de ECB1, uma analise de variancia
nao foi feita para este caracterstica. Os dados e a analise estdao sumariados
na TABELA D. Em geral, os dados mostram que ZmABP3-Cry1ABG6 confe-

15  re proteccao contra ECB semelhante a observada no material Bt11.

A TABELA D mostra a quantidade de proteina Cry1AbG6 em te-
cido de milho transgénico. A folha mais jovem em desenvolvimento foi testa-
da para Cry1AbG6 com ELISA em 5 estadios de desenvolvimento (V5-V6,
V8, V10, R1, R3-R4) para cada planta. Cry1AbG6 foi também medido no

20 polen. Os eventos 5, 12, 15 e 16 expressam um construto ABP3-Cry1AbG#6,
e os Eventos A-D expressam o construto intensificado ABP3-Cry1Ab. Os

dados mostrados sdo a média = SD (n=8-10).

Estagio de
V5-V6 V8 desenvolvimento R3-R4 Pdlen
V10 R1
Evento 5 39(3,8) 38(2,7) 61(8,2) 75(5,3) | 60(3,5) | 1,5(0,14)

Evento 12 | 61(52) | 32(1,9) | 50(6,1) | 44(5,1) | 49(4,4) | 1,4(0,39)
Evento 15 | 45(4,5) | 45(4,8) | 46(4,8) | 38(7,4) | 55(5,4) | 1,0 (0,14)
Evento 16 | 58(54) | 30(2,9) | 47(53) | 53(7,2) | 44(4,6) | 1,2(0,17)
Evento A 260(24) | 190(22) | 250(18) | 200(21) | 150(14) | 1,3(0,19)
Evento B 260(22) | 227(29) | 240(30) | 200(23) | 150(76) | 1,6(0,30)
Evento C 310(31) | 210(26) | 270(26) | 150(15) | 160(16) | 1,9(0,31)
Evento D 310(30) | 180(23) | 240(15) | 170(26) | 150(18) | 1,4(0,19)
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Exemplo 1.8 Uso do Cassete de expressdo ZmABP3 para to-
lerdncia melhorara a seca em milho graudo

Uma forma desregulada de uma H*-pirofosfatase (AtAVP1D) de
Arabidopsis mostrou melhorar a tolerancia a seca quando sobre-expressa
em varias plantas (Gaxiola et al., 2001; Park et al., 2005). O desempenho
melhorado é viabilizado por expressao elevada em toda a planta. Para de-
monstrar a utilidade da AtAVP1D para melhorar a tolerancia a seca em milho
graudo, foi sintetizada uma sequéncia de codificagcado de milho graudo otimi-
zada. A sequéncia da gene sintético AtAVP1D € mostrada na SEQ ID NO:
16. Foi ligada ao cassete de expressdao ZmABP3 como um fragmento
Ncol/Sacl. O mapa do vetor mostrado na SEQ ID: 42 ilustra o cassete de
expressao ZmABP3-AtAVP1D. O cassete de expressao completa ZmABP3-
AVP1D foi excisado do vetor de montagem como um fragmento SanDI/Rsrll
e ligada ao sitio Rsrll do Vetor binario de Agrobacterium, 15289. Um mapa
do construto € mostrado na SEQ ID NO: 43.

Exemplo 1.9 Medig¢do de Cry1AbG6 em tecido de milho

Semente de T1 Hibrido (origem no ID5829/AX5707) para varios
eventos ZmABP3-Cry1ABG6 foram produzidos na estacdo de campo da
Syngenta em Bloomington, IL. Varias sementes foram germinadas em vasos
de 2 polegadas. As plantinhas foram testadas em relagcéao a zigozicidade de
transgene, e somente os hemizigotos foram retidos. Um minimo de 8 plantas
por evento foi transplantado para vasos de 3 gal6es (2 polegadas)e cresci-
das em uma estufa com temperatura controlada. O tecido foliar de cada
planta foi amostrado e ensaiado quanto a proteina Cry1AbG6 em 5 estadios
de desenvolvimento, V5-V6, V8, V10, R1, e R3-R4 (Ritchie et al., 1997). O
polen foi também recolhido e analisado quanto a proteina Cry1AbG6.

Em cada estagio, o tecido foliar (menos a nervura central e gola,
e a bainha) foi amostrado da folha mais nova em expansao. As amostras em
duplicado foram pulverizadas em blocos de 96-pocos. O pé foi suspendido
em 500 pL-1 mL de tampao de extracao (Borato de Sédio 0,1 M, 0,5% de
Tween 20, 0,2% de Polivinilpirrolidona, 0,05% de Azida de Sédio, e 1X com-

primidos de coquetel de inibidores da protease (Roche)). A misture foi clarifi-
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cada por centrifugacdo e a proteina soluvel quantificada usando o ensaio
BCA. O pélen fresco foi recolhido em tubos de Eppendorf de 1,5 mL. Trés
contas de vidro de 3 mm foram adicionadas a cada tubo e as amostras fo-
ram congeladas a -80°C. As amostras foram depois pulverizadas num osci-
lador horizontal a 600 rpm. A proteina foi extraida adicionando 500 pyL-1 mL
de tampao de extracdo e incubada a 4°C durante 30 minutos. As amostras
foram clarificadas por centrifugacdo a 4°C, e a proteina soluvel em cada
amostra foi quantificada por ensaio de BCA.

As amostras foram normalizadas quanto ao conteludo em protei-
na e a Cry1AbG6 foi quantificada por ELISA usando Cry1Ab totalmente trun-
cada como um padrado. Cada ponto de dados &€ a média das medidas em
duplicado, tomadas em uma diluicao diferente da proteina total. Os dados
para cada evento sado reportados como a média £ SD para todos os "ir-
maos".

Os resultados da TABELA D mostram que o cassete ZmABP3-
Cry1AbG6 produz proteina Cry1AbG6 estavel no tecido foliar ao longo do
desenvolvimento. Alguma reducédo na proteina CryAbG6 é evidente dado
que o tecido vegetativo comega a senescer (R3-R4). E também evidente o
aumento de 3-5 vezes na acumulagcdo de Cry1AbG6 em eventos que tam-
bém tém o complexo duplo-intensificador CaMV-FMV. Finalmente, os dados
mostram virtualmente nenhuma proteina Cry1AbG6 detetavel no poélen. Em
todos os eventos CryAbG6 acumula, em média, até menos de 1,5 ng/mg de
proteina total soluvel. Para além disso, o complexo duplo-intensificador ndao
influencia a acumulacéo de Cry1AbG6 no pélen; que é idéntica entre todos
os eventos. Isto & consistente com os nossos dados mostrando que
ZmABP3 nao é transcrito no pélen (Exemplo 5). Nés concluimos que a
Cry1AbG6 detetavel no poélen foi igualmente produzida nas células-mae de
microsporos ou seus progenitores, e transportada para o polen através da
divisao celular.

EXEMPLO 2 Expressao de nao pendao

Exemplo 2.1 Identificagdo de ZmABT

2.1.1 Experimento de perfil de expressdo: Uma série de desen-
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volvimento de milho graudo em um chip Affymetrix (Zm80K) foi pesquisada
para as sondas que deram fortes sinais em todas as amostras, mas um sinal
fraco ou nenhum sinal nas amostras de pendao. Vinte e trés sondas (23)
foram identificadas representando polinucleotideos que preenchem os crité-
rios de expressao. Para melhor representar o diferencial de sinal de expres-
sao entre as amostras de pendao e outras amostras de tecido, a proporcao
de sinal médio em relagéo a outras amostras e ao pendao foi calculada para
cada sonda. Isto indica o diferencial de expressao entre o pendao e outras
amostras. Qualquer sinal abaixo de 50 esta no ruido experimental, que signi-
fica que o gene nao pode ser transcrito ou é transcrito a um nivel muito bai-
xo. Para compreender p nivel de expressao de cada gene representado por
Sondas Candidatas, um segundo estudo de perfil de expressao foi necessa-
rio. Neste experimento os tecidos dos dois gendtipos de milho foram hibrida-
dos com chip Affymetrix Zm80K. Em geral sinais acima de 1000 indicam ele-
vada expressao e sinais acima de 10,000 indicam muito alta expresséao.

2.1.2 Identificagdo de sondas candidatas: Duas sondas candida-
tas de topo foram identificadas. A sonda Zm033444 S AT demonstra virtu-
almente nenhum sinal no pendao e um alto sinal noutros tecidos. Isto indica
que o gene representado por Zm033444 S AT nao é expresso no pendéao e
€ altamente expresso no resto da planta. Demonstra também o maior dife-
rencial de expressao, 60 vezes maior no tecido que ndo de pendao. A sonda
Zm040564_X_AT tem um sinal baixo no pendao jovem que aumenta gradu-
almente até um alto ou fortissimo sinal. A forga do sinal entre amostras de
pendao e de nao pendao difere em menos de 10 vezes. No entanto a forga
do sinal nas amostras ndao pendao € aproximadamente 10 vezes maior que
em Zm033444 S AT. Os dados da sequéncia indicam que nenhuma sonda
corresponde a um gene caracterizado. Ambas as sondas identificam bons
genes candidatos para desenvolvimento de promotores que conferem alta
expressao no tecido de nédo pendao e pouca ou nenhuma expressao nos
penddes. Dado o alto diferencial de sinal entre as amostras de pendao e nao
pendao, foi desenvolvido um cassete de expressdo com base na sonda
Zm033444_S _AT.
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Tabela E: mostra um sumario dos sondas candidatas de topo
representando polinucleotideos com um alto nivel de expressao em todos os

tecidos de milho graudo e baixo sinal de expressao no pendao

BH [Inducao Média
Sonda Valor p |Valor Q| em amostras | pongag | pendao | pendao
n&o pendao V9 V12 V15
Zm033444_s_at 0,00 0,00 60 16,2 10,2 132
Zm002990_s_at 0,00 0,00 45 32,8 68,7 47.8
Zm006285_at 0,00 0,00 20 37,9 44 1 35,8
Zm000019_at 0,00 0,00 16 117 200 242
Zm006481_s_at 0,00 0,00 14 26,9 32,1 31,5
Zm002987_at 0,00 0,00 14 83,7 80,8 119
Zm004433_at 0,00 0,00 12 53,8 35,3 127
Zm010323_s_at 0,00 0,00 11 454 63 71,5
Zm016864_s_at 0,01 0,01 11 89,5 55,6 1280
Zm018791_at 0,01 0,01 11 41,4 34,7 252
Zm028405_s_at 0,00 0,00 10 69 65,1 89
Zm021403_at 0,00 0,00 10 42,2 41,4 71
Zm054116_s_at 0,00 0,00 10 93,3 62,4 219
Zm002990_x_at 0,00 0,00 10 13,6 29,5 29,2
Zm005761_at 0,00 0,00 9,6 33,2 40 46,7
Zm035082_s_at 0,00 0,00 8,5 83 84 143
Zm066342_at 0,00 0,00 8,2 52,9 59,2 199
Zm032921_s_at 0,00 0,00 8,1 57,5 29,8 90,5
Zm040564_x_at 0,01 0,01 7,5 277 143 3710
Zm051284_at 0,01 0,01 6,5 53,2 40 194
Zm011554_at 0,03 0,04 54 72,5 64,2 895
Zmmetall_x_at 0,01 0,01 53 325 199 2330
Zm011554_x_at 0,04 0,04 49 63,5 62,6 664

Exemplo 2.2 Desenvolvimento de um cassete de expresséo
5 Foi recolhida evidéncia de sequéncia de DNA para identificar

cDNAs correspondentes a Zm033444 S _AT. Bases de dados publicas e priva-
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das foram consultadas por BLASTN com a sequéncia Zm033444 S _AT. Re-
sultados de cDNA com equivaléncia exacta em relacao a sequéncia de pes-
quisa se inserem em dois contigs semelhantes. ZmABT1 corresponde a
Maize.1482.c47 e Maize.1908.c31, e a ZmABT2 corresponde a Mai-
ze.1482.c32, Maize.1482.c28, Maize.1482.c53, Maize.1908.c17, Mai-
ze.1908.c20, Maize.1908. c37 e AlI947567. As sequéncias Zm033444 S AT,
ZmABT1 e ZmABT2 foram usadas para consultar a base de dados de se-
quéncias de DNA gendmico de milho para identificar a(s) sequéncia(s) regu-
ladora(s) que dao alta expressdo em tecido que ndo de pendao e pequena
ou nenhuma expressao em penddes. As consultas identificaram trés entra-
das, AZM4_12, ZmGSStuc11-12-04.4740.1 e MAGI_88845, que se juntam
num Unico contig. A sequéncia gDNA ZmABT é mostrada na SEQ ID NO:
46. Ela codifica os dois ZmABT1 e ZmABT2 (SEQ ID NO: 33 e 34, respecti-
vamente). Sao alternativamente variantes ligadas do mesmo transcrito.

ZmABT1 é codificado nos 5 éxons, e ZmABT2 & codificado nos 6
éxons. O éxon adicional fica entre o éxon 1 e o éxon 2 de ZmABT1. A maior
estrutura de leitura aberta de ZmABT1 e ZmABT2 foi usada para definir os
seus coédons de inicio e stop da tradugao. Os dois cDNAs usaram o0 mesmo
cédon de inicio e stop da tradugéo. Esta informagéao viabiliza o design de um
cassete de expressao a base de ZmABT.

Exemplo 3: Construcdo de um cassete de expressdao ZmABT-GUS

Uma estratégia de design inclusiva, de estrutura com base em
genes foi usada para o construto do cassete de expressdao ZmABT. Para
incorporar a conhecida ligacao alternativa deste gene no cassete de expres-
sao, a estratégia de design foi baseada na estrutura de ZmABT1. A cassete
contém 2,615 kb da sequéncia %', que consiste em 2,020 kb de sequéncia 5'
nao transcrita, 12 pb de 5-UTR e 0,58 kb representando o éxon 1, o intron 1
e 16 pb de éxon 2. O cédon de iniciacao da traducao natural foi silenciado
para ser moveido para o segundo éxon. A cassete de expressao também con-
tém 1,039 kb da sequéncia 3' que comeca logo depois do cédon de paragem
da traducéo. Isto inclui 0,603 kb de 3'-UTR e 0,436 kb de sequéncia nao trans-

crita, e funciona como terminador transcricional e sinal de poliadenilagcao.
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O promotor ZmABT foi amplificado a partir do padrao de gDNA
de milho graudo em uma reacdo de de DNA polimerase com 50 uL Pro-
ofstart (Qiagen) contendo 10 ug de gDNA, 5 uL de tampéao Proofstart 10X,
1,0 uL de dNTP mix 10 mM, 1,0 pL de ABT P1 forw (5'- CGACCAGCGCGA-
CATGCATGGCA-3' 20 uM; SEQ ID NO: 19), 1,0 yL de ABT P2 rev (5'- AC-
CCCAGGGCGTACGACAAGGCC-3' 20 uM; SEQ ID NO: 20), e 10,0 pL so-
lugdo Q 5X. O programa de termociclagem foi 95°C durante 5 minutos, se-
guido por 40 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 67°C durante 30 segun-
dos e 72°C durante 2,5 minutos. O passo final de extensao foi 72°C durante
10 minutos. O produto de reacao de 2,6 kb foi purificado em gel de Agarose
TBE 1% e o DNA foi extraido usando o Método de extragdo de DNA Qia-
prep. O DNA foi clonado no vetor pCR-Bluntll-TOPO.

O promotor ZmABT foi modificado em uma série de reac¢des de
mutagénese para silenciar o cédon START endogeno, silenciar o sitio de
restricdo SanDI e corrigir mutagdes pontuais criadas durante a amplificagao.
Isto foi feito usando o kit para mutagénese Multi-site Stratagene QuikChan-
ge. Os 25 pL de reagado continham 1 pyL de promotor pCR4-TOPO-ZmABT,
2,5 uL de tampéo QuikChange 10X, 1 yL de dNTP mix QuikChange, 0,75
ML de solugdo Quik, 1 uL de DNA polimerase QuikChange e 1 yL a 20 uM
de de pelo menos um dos seguintes oligonucleotideos:
pABT mut1 (6-GATGGCCGGATTGGGCTCCCGGGGTGGAG-3") (SEQ ID
NO: 21)
pABT mut2 (5'-CTGGGAGGCGCGCAAGGGGCAGTTCCTCG-3") (SEQ ID
NO: 22)
pABT mut3 (5'-CCCACCGCCGGAGCACCGAAAGGCCCCGCG-3') (SEQ ID
NO: 23)
pABT mut4 (5-GTCACCCGGGAGCACTTCCCGGCGCCG-3') (SEQ ID NO: 24)
pABT mut5 (5-CATTGGGCCGAGCACGGCTTCTTCCGC-3") (SEQ ID NO: 25)
pABT mut6 (5'-GGGGTACGGTGTTCTTGAGTCGTGAAGCGAC-3') (SEQ ID
NO: 26)

O programa de termociclagem foi 95°C durante 1 minuto seguido

por 35 ciclos de 95°C durante 1 minuto, 50°C durante 1 minuto e 65°C du-
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rante 12 minutos. O produto foi processado como descrito pelo fabricante
(Stratagene) e completamente sequenciado. A sequéncia promotora ZmABT
€ mostrada na SEQ ID NO: 35.

O promotor ZmABT corrigido foi amplificado em PCR a partir do
vetor TOPO em uma reagéo de DNA polimerase 50 uL Proofstart (Qiagen)
como acima usando iniciadores pABT amp1 (5-GCGTCTAGAGGGACCCC-
GACCAGCGCGACATGCATGGCA-3"), descrito na SEQ ID NO: 27 e pABT
amp2 (5'-ACCCCAGGGCGTACGACAAGGCCCCACCATGGGCGC-3'), des-
crito na SEQ ID NO: 28. O produto de PCR foi purificado em gel de Agarose
TBE 1% e o DNA foi extraido usando o método de extragcdo de DNA Qia-
prep. O DNA foi clonado no vetor pCR-Bluntll -TOPO, transformado e se-
quenciado. O promotor ZmABT foi excisado como um fragmento Xbal/Ncol e
ligado a pNOV6901.

O terminal ZmABT foi amplificado a partir do padrao de gDNA de
milho em uma reagédo de DNA polimerase 50 yL Extensor (ABgene) conten-
do 10 pg de gDNA, 5 uL de 10X tampao Extensor No. 1, 2,0 yL de mistura
de dNTP a 10 mM, 2,0 yL de ABT P4 a 20 uM (5-TATATAGAGCTCG-
AATCGAAGAAGCCACACTGTAAATCTGCCGGG-3'; SEQ ID NO: 29), 2,0
ML de ABT P5 a 20 uM (5'-AGCAAGGCATATGCAGCAGCTGCTGGTCG-
GACCGGGCCCTATATA-3'; SEQ ID NO: 30), 10 L de solugao Q 5X, 0,5 uL
de DNA polimerase Extensor e 0,5 uL de DNA polimerase Amplitaq. As rea-
¢bes foram cobertas com 6leo mineral e o programa de termociclagem foi
95°C durante 2 minutos, seguido por 40 ciclos de 98°C durante 2 segundos,
63°C durante 1 minuto e 68°C durante 4 minutos. A etapa final de extensao
foi 68°C durante 7 minutos. O produto de reagéo 1 kb foi purificado em gel
de agarose TAE a 1%, e o DNA foi extraido usando Método de extracao de
DNA Qiaprep. O DNA foi precipitado em etanol e recuperado em 4 uL de
ddH20, depois clonado no vetor pCR4-TOPO-Blunt.

O terminal ZmABT foi modificado para remover os sitios de res-
tricdo internos Ncol e Xhol usando o kit para mutagénese Multissitio Strata-
gene QuikChange, como acima. A reagado de 25 pL continha 1 yL pCR4-
TOPO-ZmABT-promotor, 2,5 yL 10X tampao QuikChange, 1 pL de mistura de
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dNTP QuikChange, 0,75 pL de solugdo Quik, 1 uL de DNA polimerase Quik-
Change e 1 uL de de pelo menos um dos seguintes oligonucleotideos 20 uM:
ABTt m1 (5'- GTCATGCATGGGCATGTGAAGGAGGAGCC-3') (SEQ ID NO: 31)
ABTt m2 (5'- GTTGCATGCATGCTGCATGGCGTCGAGAT-3") (SEQ ID NO: 32)

O programa de termociclagem foi 95°C durante 1 minuto seguido
por 35 ciclos de 95°C durante 1 minuto, 50°C durante 1 minuto e 65°C du-
rante 13 minutos. O produto foi processado como descrito pelo fabricante
(Stratagene) e completamente sequenciado. A sequéncia terminadora
ZmABT é mostrada na SEQ ID NO: 36.

O terminal ZmABT foi excisado como um fragmento Sacl/Apal e
ligado ao vetor pNOV6901-prABT (acima). Este plasmideo 15772 produzido
(Montagem ZmABT), e um mapa de plasmideo sdo mostrados na SEQ ID
NO: 44. O cassete de expressao completa ZmABT foi mobilizado como um
fragmento SanDI/Rsrll no sitio Rsrll do Vetor binario de Agrobacterium
15289. Um mapa de plasmideo deste construto, 15773, € mostrado na SEQ
ID NO: 45.

Exemplo 4: Extensdo de Sequéncias de Sonda de DNA para
Cassetes de Expressao Designados

Sequéncias de DNA representando sondas no chip de milho
graudo podem ser facilimente estendidas para cassetes de expressao designi-
das seguindo as etapas descritas acima. A sequéncia de DNA para sondas
identificadas como representando genes que sao altamente expressos em
todas as amostras de tecido e ndo expressos no pélen (Tabela A) e os que
sdo altamente expressos em todas as amostras de tecido e tém reduzida
expressdo em amostras do pendao (Tabela E) é descrita como SEQ ID NOs:
47-79.

Uma sonda candidata adicional proveniente da analise de perfil
de expressao para cada categoria de expressao foi selecionada para de-
monstrar progressao a partir desta sequéncia de DNA para um vetor binario
terminado com o cassete de expressao designada ligado ao gene repérter
GUS. O método usado € idéntico ao para ZmABP3 e ZmABT. Em suma as

etapas do processo a ser aplicado sao como segue:
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1. Flanquear cada cassete de expressao com sitios SanDI/Rsrll
e reportar como clonada no sitio Rsrll de 15289 (SEQ ID NO: 80).

2. O Promotor consiste em 1000-1500 pb de sequéncia a mon-
tante do sitio de iniciacao da transcricao e estende 10 bases no segundo
éxon, ou no codon de iniciagdo da traducao natural se ele ndo esta silencia-
do no primeiro éxon. Termina com a sequéncia 'gtaaaccatgg' de milho grau-
do otimizado Kozak. O cédon de inicio da tradu¢gdo modificado € agora in-
corporado no sitio Ncol de restricao de endonuclease 'ccatgg'. Mutar todos
os cbdons de iniciagao da tradugao nos transcritos tedricos que estdo a
montante do sitio Ncol modificado. Assegurar que pelo menos um codon de
paragem esta em cada estrutura de leitura a montante do sitio Ncol modifi-
cado. O promotor é concebido para ser flanqueado por Xhol/SanDI na ex-
tremidade 5' e Ncol na extremidade 3'.

3. O Gene de interesse (GDI) é representado pelo gene repérter
GUS como um fragmento Ncol/Sacl.

4. O terminal se estende desde pouco depois do cdédon de para-
gem da traducao para 1 kb a jusante. O terminal & concebido para ser flan-
queado por Sacl na extremidade 5' e Rsrll/Xmal na extremidade 3'.

5. O cassete de expressdao completa é concebido para ser mobili-
zado como um fragmento SanDI/Rsrll, que pode ser ligada no sitio Rsrll locali-
zado no Vetor binario de Agrobacterium tal como 15289 (SEQ ID NO: 80).

6. Mutar todos os sitios internos SanDlI, Rsrll, Ncol, Sacl, Xhol e
Xmal por substituicdo de base Unica para os silenciar.

Através da aplicacao destas etapas basicas pode ser concebida
um cassete de expressao da planta (SEQ ID NO: 81) que corresponde a
sonda Zm058948_s_at (SEQ ID NO: 55) e um cassete de expressao de
planta (SEQ ID NO: 82) que corresponde a sonda Zm002990 s at (SEQ ID
NO: 62). A primeira € um cassete de expressao que deve ser transcrito em
todos os tecidos de milho graudo e nao no pélen. O ultimo € um cassete de
expressao que deve ser transcrito em todos os tecidos de milho graudo e
tem reduzida transcricdo nos penddes. Esta estratégia de design aplica to-

das as sondas identificadas nas Tabelas A e E.
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Detalhes adicionais de como fazer esses cassetes de expressao
estdo descritos na US2005235311, que € aqui incorporada como referéncia
na sua integridade.
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REIVINDICAGOES

1. Molécula de acido nucleico isolada, caracterizada pelo fato de
que compreende um promotor de milho modificado consistindo na SEQ ID
NO: 13; em que a SEQ ID NO: 13 foi modificada para silenciar um cdédon de
inicio de tradugao natural.

2. Molécula de acido nucleico isolada, caracterizada pelo fato de
que compreende um terminador da transcricdo modificado consistindo na
SEQ ID NO: 14; em que a SEQ ID NO: 14 foi modificada para remover um
sitio interno de restricao.

3. Cassete de expressao, caracterizado pelo fato de que com-
preende um promotor de milho modificado como definido na SEQ ID NO: 13.

4. Cassete de expressao de acordo com a reivindicagao 3, ca-
racterizado pelo fato de que compreende ainda um terminador de transcricéo
modificado como definido na SEQ ID NO: 14.

5. Cassete de expressao de acordo com a reivindicagao 3 ou 4,
caracterizado pelo fato de que compreende ainda uma sequéncia de nucleo-
tideos heterdloga ou um fragmento desta, em que o promotor de milho modi-
ficado esta operacionalmente ligado a sequéncia de nucleotideos heteréloga
ou o promotor de milho modificado esta operacionalmente ligado a sequén-
cia de nucleotideos heterdloga que esta operacionalmente ligada ao termi-
nador de transcricdo modificado, em sequéncia.

6. Cassete de expressao de acordo com a reivindicagao 5, ca-
racterizado pelo fato de que a sequéncia heterdloga é SEQ ID NO: 47.

7. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende um promo-
tor de milho modificado de acordo com a SEQ ID NO: 13, e, opcionalmente,
um terminador de transcricdo modificado de acordo com a SEQ ID NO: 14.

8. Vetor de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo fato
de que compreende ainda uma sequéncia de nucleotideos heterdloga ou um
fragmento desta operacionalmente ligado ao promotor de milho modificado.

9. Vetor de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado pelo fato
de que a sequéncia heterdloga é SEQ ID NO: 47.

10. Método para produgdo de uma planta transgénica de milho
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expressando uma sequéncia de DNA de interesse em tecido outro que
polén, caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) transformar um cassete de expressdo, como definido em
qualquer uma das reivindicagdes 2 a 5, ou uma molécula de vetor, como de-
finido em qualquer uma das reivindicagbes 6 a 8, em uma célula de planta
de milho ou tecido de planta de milho; e

(b) regenerar a célula de planta de milho transformada na etapa
a) em uma planta de milho; em que o produto de expressao da sequéncia de
DNA de interesse fica abaixo de um nivel biologicamente eficaz no pdlen da
planta de milho regenerada, em que a concentragdo do produto de expres-
s&o no podlen esta abaixo de pelo menos um de 10ng/mg, 5ng/mg, 3ng/mg
ou 2ng/mg.

11. Método para controle de insetos peste alvo alimentando-se
de tecido vegetativos de uma planta de milho tal como folha, caule e raiz
e/ou dos tecidos reprodutivos da planta de milho, tal como espiga, enquanto
se protege pestes nao alvo alimentando-se do pdlen da planta de milho, ca-
racterizado pelo fato de que compreende:

(a) cultivar uma planta de milho produzida pelo método, como
definido na reivindicacdo 10, em uma area que ¢é infestada com a peste alvo;
e

(b) expressar na planta de milho um polipeptideo ou proteina
que é capaz de controlar a referida praga alvo sob controle de um promotor
de planta modificado, como definido na SEQ ID NO: 13.

12. Método para protecédo de tecidos reprodutivos da planta de
milho, particularmente pdlen e/ou pendao contra dano causado por expres-
sao nos referidos tecidos de um polipeptideo ou proteina de interesse, ca-
racterizado pelo fato de que compreende:

(a) cultivar a referida planta de milho produzida pelo método,
como definido na reivindicacao 10; e

(b) expressar na referida planta de milho um polipeptideo ou pro-
teina de interesse sob o controle de um promotor de planta, como definido
na SEQ ID NO: 13.
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13. Sequéncia promotora de planta de milho, como definida na
reivindicagao 1, caracterizada pelo fato de que medeia a transcricdo de um
polinucleotideo codificador de proteina de interesse operacionalmente asso-
ciado de forma que tal polinucleotideo associado é transcrito na maioria dos

5 tecidos de uma planta de milho, em que um produto de expressao do polinu-
cleotideo codificando proteina operavelmente associada de interesse fica
abaixo de um nivel biologicamente eficaz no pdlen da planta de milho, em
que a concentracdo do produto de expressido no poélen esta abaixo de pelo
menos um de 10ng/mg, 5ng/mg, 3ng/mg ou 2ng/mg.

10
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