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Relatério Descritivo da Patente de Invengado para "METODO
PARA PRODUGAO DE SAFRA, MISTURA DE SEMENTES PRE-
EMBALADAS, METODO PARA OBTENGCAO DE SAFRA E METODO PA-
RA DETERMINAGAO DA TAXA DE LICENCIAMENTO".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a biologia molecular de uma plan-

ta, particularmente a métodos e composigdes para otimizar misturas de plan-
tas a fim de obter materiais de plantas colhidas comercialmente desejaveis.
ANTECEDENTES DA INVENCAQO

Com o surgimento das tecnologias transgénicas, foram inventa-

das novas formas de melhorar o desempenho agrondmico de plantas para
alimentagcdo humana e animal e aplicagbes de processamento. Além disso, a
capacidade de expressar genes estrangeiros usando tecnologias transgéni-
cas abriu opgdes para a producdo de grandes quantidades de produtos co-
mercialmente importantes em plantas. Novos genes-alvos de origem vegetal
e microbiana estdo rapidamente se tornando disponiveis para melhorar a
caracteristica agronémica de espécies cultivadas, bem como as proprieda-
des das plantas. Esses avangos resultaram no desenvolvimento de plantas
com caracteristicas desejaveis, como resisténcia a doengas, insetos e herbi-
cidas, tolerancia ao calor e a seca, a redugao do tempo para a maturidade
de colheita, melhor processamento industrial, como a conversao de amido
ou de biomassa em acucares fermentaveis, e melhorou a qualidade agro-
némica, como o alto teor de 6leo e alto teor de proteina.

Existe a necessidade da técnica desenvolver estratégias para o
uso de material de planta colhida que exiba uma variedade de caracteristi-
cas que exigem niveis de expressao-alvo diferentes para otimizar a eficién-
cia e a produtividade das plantas utilizadas em processos comerciais.
SUMARIO DA INVENGCAQ

Aqui sdo fornecidos métodos e composicdes para a produgao de

uma cultura com um nivel predeteminado ("nivel-alvo") de pelo menos uma
caracteristica primaria de interesse. As caracteristicas primarias de interesse

incluem quaisquer caracteristicas que melhoram ou facilitam a conversao de
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material vegetal colhido em um produto comercialmente util. O nivel prede-
teminado da caracteristica primaria é obtido pela mistura de material vegetal
colhido pelo menos duas variedades de plantas, onde pelo menos uma das
variedades apresenta a caracteristica primaria de interesse. A mistura pode
ser personalizada para uso em uma variedade de usos industriais ou agrico-
las comercialmente importantes. Em varias modalidades, uma mistura de
sementes é fornecida onde as sementes de uma primeira variedade de plan-
tas que exibem pelo menos uma caracteristica primaria de interesse é mistu-
rada com sementes de pelo menos uma segunda variedade de plantas que
podem apresentar pelo menos uma segunda caracteristica primaria de inte-
resse para atingir o nivel desejado da caracteristica ou caracteristicas da
colheita ou do material vegetal colhido a partir das plantas cultivadas a partir
da mistura de sementes. O nivel-alvo pode ser alcangado por material de
plantas cultivadas a partir de uma mistura de sementes pré-misturada ou
individualmente por plantagdo de sementes de cada variedade, na propor-
gao-alvo e, posteriormente, mistura de plantas colhidas de cada variedade. A
mistura pode apresentar uma unica caracteristica primaria de interesse, ou
pode coletivamente apresentar multiplas caracteristicas primarias de interes-
se. Onde multiplas caracteristicas primarias estdo presentes, diversas varie-
dades diferentes de plantas podem ser utilizadas, onde cada variedade a-
presenta uma caracteristica primaria de interesse diferente, ou onde uma ou
mais variedades apresentam caracteristicas multiplas de interesse. Uma ou
mais variedades na mistura pode ainda exibir umas caracteristicas secunda-
rias de interesse. As caracteristicas secundarias de interesse incluem carac-
teristicas que sao essencialmente benéficas para uma empresa de semen-
tes, um agricultor, ou um processador de graos, por exemplo, resisténcia a
herbicidas resisténcia do virus, resisténcia a patégenos bacterianos, resis-
téncia a insetos e resisténcia a fungos.

As sementes e/ou 0s gridos que exibem uma caracteristica pri-
maria de interesse podem ser distinguidas de sementes ou gréos que nao
contém a caracteristica primaria de interesse, e/ou distinguidas a partir de

sementes ou graos contendo uma caracteristica primaria de interesse dife-
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rente, com base na cor do revestimento de sementes. A cor do revestimento
diferenciado de sementes pode ser o resuitado da variabilidade genética de
ocorréncia natural, introduzida por trangenes que se codificam para uma di-
ferenca de cor da semente, ou através da aplicagao externa de um corante
ou corante para as sementes ou graos contendo as diferentes caracteristicas
primarias de interesse.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1 apresenta um fluxograma que descreve o processo

geral utilizado no desenvolvimento de uma mistura de sementes que produ-
zem uma colheita que contém um nivel-alvo de uma caracteristica de inte-
resse. A figura 2 demonstra a sinergia entre CA (referido como STEEP) e
TIGA. As incubagdes foram realizadas por 2h a 70°C.

A figura 3 mostra os resultados do experimento da balanga de
massa. Uma mistura de 80% TIGA e 20% CA foi incubada a 65°C ou 70°C
por 3 dias. As amostras foram recolhidas a cada dia e os agucares soluveis
e o0 amido residual foram medidos em cada amostra.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Os métodos da invencdo encontram uso particular na integragao

das praticas atuais para o cuitivo de plantas cultivadas em uma féormula defi-
nida para a obtencdo de material de plantas colhidas comercialmente dese-
javeis que é otimizado para um uso final especifico. Por exemplo, o material
vegetal colhido pode ser usado como uma fonte de biomassa para a produ-
gao de acgucares fermentados ou para consumo humano e/ou agricola.
Plantas com uma ou mais caracteristicas primarias de interesse
sao plantadas em um campo em uma proporgao para fornecer um percentu-
al predeteminado de plantas contendo a(s) caracteristica (s) de interesse na
colheita total plantada no campo. A colheita da safra total, ou uma parte re-
presentativa do total da safra, resulta em uma mistura de material vegetal
em que a(s) caracteristica(s) principal(is) de interesse esta/estao presente(s)
em um nivel 6timo (ou seja, "o nivel-alvo") para um uso final particular. Os
usos finais incluem produtos uteis agronicamente e industrialmente, incluin-

do fermentacao de matérias-primas, biocombustiveis, alimentagdo animal e
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alimentagdo humana. A "relagdo-alvo" refere-se a porcentagem de material
da planta de cada variedade de planta na mistura que é ideal para fornecer o
nivel predeteminado da caracteristica ou caracteristicas de interesse para o
uso final pretendido. Conforme utilizado aqui, uma "variedade de planta” re-
fere-se a uma subdivisdo de espécies de plantas que foram criadas ou in-
tencionalmente selecionadas e mantidas, e que diferem do restante das es-
pécies em certas caracteristicas. Nas praticas da invengédo, a diferenga de
variedades de plantas cultivadas a partir da mistura de sementes sé pode
ser a caracteristica primaria ou caracteristicas exibidas por cada variedade
de planta. No entanto, ndo é necessario que cada variedade de planta na
mistura seja da mesma espécie. Em algumas modalidades, cada variedade
de planta na mistura é reprodutivamente compativel com pelo menos outra
variedade na mistura.

A relagao-alvo da colheita que exibe a(s) caracteristica(s) prima-
ria(s) de interesse para a colheita ndo apresentando a(s) caracteristica(s)
primaria(s) de interesse pode ser determinada através da realizagédo de uma
série de testes em laboratério e campo para determinar o nivel 6timo da(s)
caracteristica(s) primaria(s) que sao necessarias para o uso final pretendido.
Para efeitos da presente invengdo, uma colheita que "apresenta" uma carac-
teristica de interesse € aquela que tem um nivel mensuravel daquela carac-
teristica. Por exemplo, uma colheita que apresenta maior teor de proteina
tem um nivel mensuravel de proteina que é maior que a de uma colheita que
nao apresenta teor de proteina aumentado. A medicao pode ser realizada de
forma visual, mecéanica, bioldégica ou quimica. As caracteristicas que resul-
tam da expressdo de uma sequéncia de acido nucleico heterdlogo (isto €,
plantas "transgénicas" ou "geneticamente modificadas”) ou caracteristicas
que resultam da expressao de um acido nucleico endégeno (isto &, que ocor-
rem naturalmente, ou s3do introduzidas através da reprodugao) podem ser
medidas pela avaliacdo do nivel de expressio de tal sequéncia de acido nu-
cleico, ou medidas pelo nivel ou atividade de um ou mais genes de plantas
endogenas, proteinas e/ou metabolitos modulados por essa sequéncia de

acido nucleico.
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A relagdo-alvo da colheita pode ser obtida através do plantio de
sementes fornecidas em uma mistura de sementes pré-misturadas, pela mis-
tura de sementes, na relagdo-alvo no momento do plantio, por plantar se-
mentes separadamente para cada variedade de planta na relagao-aivo, ou
por mistura de material de planta colhida na relagdo-alvo ou apds o momen-
to da colheita. Uma "mistura de sementes" refere-se a uma mistura de se-
mentes de duas ou mais variedades de plantas. Quando fornecido em uma
composigao pré-misturada, as sementes sdo misturadas a um nivel prede-
teminado para obter a relagdo-alvo de colheita das plantas cultivadas a partir
das sementes. Através de uma "planta de colheita” se destina a qualquer
planta que é cultivada com a finalidade de produzir material da planta que é
plantada pelo homem (uma "colheita"), quer para consumo por seres huma-
nos ou animais agricolas, para produgdo de biomassa para utilizaggdo em
uma industria, processo farmacéutico ou comercial. A inven¢ao pode ser
aplicada a qualquer uma das variedades de plantas, mas sao particularmen-
te uteis para as plantas como descritas aqui.

Conforme utilizado aqui, o termo "parte da planta" ou "material
da planta colhido" ou "colheita" inclui, células da planta, protoplastos de
plantas, tecidos de células de plantas a partir do qual as plantas podem ser
regeneradas, calos de plantas, touceiras de plantas e células vegetais que
estdo intactas em plantas ou partes de plantas, como os embrides, pdlen,
ovulos, sementes, folhas, flores, ramos, frutos, graos, orelhas, espigas, cas-
cas, caules, raizes, pontas de raizes, anteras, tubérculos, rizomas e simila-
res. O termo "semente" refere-se a estrutura de maturidade reprodutiva pro-
duzida com a finalidade de propagar a espécie e € comumente vendida a
produtores. O termo "grédo" inclui sementes produzidas pelos agricultores
para uso na fazenda ou de distribuicdo comercial, em ambos os casos para
fins diferentes do crescimento ou de reproducao da espécie. O tipo de mate-
rial de planta colhido util na presente invengao depende do uso final.

Como usado aqui, "biomassa" refere-se ao material biolégico
coletado e destinado para posterior processamento para isolar ou concentrar

o produto derivado de interesse. "Biomassa" pode incluir o fruto ou partes
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dele ou de sementes, folhas, caules e raizes, ou onde estas sdo as partes
da planta que sdo de interesse especial para fins industriais. "Biomassa",
como refere-se ao material da planta colhida, inclui uma estrutura ou estrutu-
ras de uma planta que contém ou representam o produto de interesse.

O artigo "um" é aqui utilizado para se referir a um ou mais de um
(ou seja, a pelo menos um) do objeto gramatical do artigo. Por exemplo, "um
elemento” significa um ou mais elementos. Por todo o relatério a palavra
"compreendendo” ou suas variagdes como "compreende” ou " que compre-
ende", serd entendida como a inclusdo de um elemento indicado, numero
inteiro ou etapa, ou grupo de elementos, numeros inteiros ou etapas, mas
ndo a exclusdo de qualquer outro elemento, nimero inteiro ou etapa, ou
grupo de elementos, nimeros inteiros ou etapas.

Composicoes

A. Sementes A relagao-alvo(ou nivel predeteminado) de uma caracteristica
ou caracteristicas de interesse pode ser obtida através do plantio de semen-
tes fornecidas em uma mistura de sementes pré-misturadas, pela mistura de
sementes, na relaga@o-alvo no momento do plantio, por plantar sementes se-
paradamente para cada variedade de planta na relagao-alvo, ou por mistura
de material de planta colhida na relagdo-alvo ou apés o momento da colhei-
ta. A "relagao-alvo” refere-se a proporgdo de sementes ou a proporgdo de
material de planta colhida de cada variedade em uma mistura necessaria
para atingir o nivel-alvo da caracteristica ou caracteristicas de interesse. O
"nivel-alvo”™ inclui o nivel dw caracteristica de interesse em uma mistura de
material planta colhido (por exemplo, o nivel de expressao da enzima, o ni-
vel de teor de proteina, o nivel de teor de Oleo, nivel de teor de vitaminas,
etc) que é adequado, de preferéncia ideal, para um uso final particular. Uma
"misturado material da planta colhida" refere-se a uma mistura de material
obtido através de uma pluralidade de plantas onde uma percentagem destas
plantas t&m uma ou mais caracteristica(s) primaria(s) de interesse.

Em uma modalidade, a mistura consiste de material da planta
colhido a partir de uma primeira variedade de plantas exibindo um ou mais

caracteristica(s) primaria(s) de interesse e de uma segunda variedade de
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plantas que nao apresentam a(s) caracteristica(s) primaria(s) de interesse.
Em uma modalidade, a mistura consiste de material da planta colhido a partir
de uma primeira variedade de plantas que apresenta uma ou mais caracte-
ristica(s) primaria(s) de interesse e de uma segunda variedade de plantas
que nao apresentam a(s) caracteristica(s) primaria(s) de interesse. Em outra
modalidade, a mistura compreende material de planta colhido a partir da
primeira e a segunda variedades de plantas, como descrito acima, além de
uma ou mais variedades adicionais que ndo apresentam a(s) caracteristi-
ca(s) primaria(s) de interesse, apresentam uma ou mais diferentes caracte-
risticas primarias de interesse, ou que tém uma ou mais da(s) mesma(s) ca-
racteristica(s) primaria(s) de interesse como a primeira ou a segunda varie-
dade ou ambos, ou algum tipo de combinagdo. E contemplada a possibilida-
de de qualquer combinagao de plantas que contenham qualquer niumero de
caracteristicas primarias de interesse seja util na presente invengdo, desde
que a mistura final contenha a(s) caracteristica(s) primaria(s) de interesse
em um nivel que seja adequado, de preferéncia melhor, para o uso final.
Qualgquer uma ou mais das variedades pode ainda apresentar uma ou mais
caracteristicas secundarias de interesse como discutido aqui. Portanto, em
uma modalidade, a invengédo apresenta um artigo de fabricagdo, incluindo
material de embalagem e sementes de plantas dentro do material de emba-
lagem. As sementes da planta podem compreender cerca de 0,1% a cerca
de 99,9%, incluindo cerca de 1%, cerca de 5%, cerca de 10%, cerca de
15%, cerca de 20%, cerca de 25%, cerca de 30%, cerca de 35%, cerca de
40%, cerca de 45%, cerca de 50%, cerca de 55%, cerca de 60%, cerca de
65%, cerca de 70%, cerca de 75%, cerca de 80%, cerca de 85%, cerca de
90%, cerca de 95%, cerca de 97%, cerca de 98% e cerca de 99%, sementes
de uma primeira variedade e cerca de 0,1 a cerca de 99,1%, incluindo cerca
de 1%, cerca de 5%, cerca de 10%, cerca de 15%, cerca de 20%, cerca de
25%, cerca de 30%, cerca de 35%, cerca de 40%, cerca de 45%, cerca de
50%, cerca de 55%, cerca de 60%, cerca de 65%, cerca de 70%, cerca de
75%, cerca de 80%, cerca de 85%, cerca de 90%, cerca de 95%, cerca de

97%, cerca de 98% e cerca de 99%, sementes de uma segunda variedade,
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onde a soma da porcentagem de cada variedade de planta € igual a 100%
da mistura total de sementes. As plantas oriundas de sementes da primeira
variedade apresentam uma ou mais caracteristica(s) primaria(s) de interes-
se. As plantas oriundas de sementes da segunda variedade podem ou hao
apresentar a mesma caracteristica primaria de interesse. Em algumas moda-
lidades, a segunda variedade apresenta uma ou mais caracteristicas prima-
rias diferentes de interesse. Em outras modalidades, a segunda variedade
ndo apresenta uma caracteristica primaria de interesse. A invengdo pode
ainda compreender cerca de 0,1% a cerca de 99,8%, incluindo cerca de 1%,
cerca de 5%, cerca de 10%, cerca de 15%, cerca de 20%, cerca de 25%,
cerca de 30%, cerca de 35%, cerca de 40%, cerca de 45%, cerca de 50%,
cerca de 55%, cerca de 60%, cerca de 65%, cerca de 70%, cerca de 75%,
cerca de 80%, cerca de 85%, cerca de 90%, cerca de 95%, cerca de 97%,
cerca de 98% e cerca de 99%, sementes de uma ou mais variedades adicio-
nais que podem ou ndo podem conter uma caracteristica primaria de inte-
resse. As sementes sdo misturadas na relagao-alvo, plantadas em um cam-
po e materiais de plantas colhidas das plantas que tem o nivel-alvo da(s)
caracteristica(s) primaria(s) de interesse. Em uma modalidade, o artigo de
manufatura composto por uma mistura substanciaimente uniforme de se-
mentes de cada uma das variedades é climatizado e ensacado em embala-
gens conhecidas por meio da técnica. A semente &€ misturada em uma rela-
¢ao-alvo na instalagdo de processamento de semente. Tal saco de semen-
tes, de preferéncia, possui uma etiqueta do pacote que acompanha o saco,
por exemplo, uma marca ou etiqueta presa ao material de embalagem, um
rotulo impresso na embalagem ou rétulo inserido dentro do saco. O rétulo da
embalagem indica que suas sementes sdo uma mistura de variedades, por
exemplo, duas ou mais variedades diferentes. O rotulo da embalagem pode
indicar que as plantas oriundas de sementes possuem uma ou mais caracte-
risticas primarias e/ou secundarias de interesse. O rétulo da embalagem
também pode indicar que a mistura de sementes contidas permite a detec-
¢ao de sementes que contenham a caracteristica de interesse antes de plan-

tio e/ou quando colhidas.
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Em outra modalidade, o artigo de fabricagao, incluindo material
de embalagem e sementes de plantas dentro do material de embalagem,
consiste de uma unica variedade de sementes de plantas. As sementes de
cada variedade necessarias para produzir a mistura final de plantas colhidas
sdo0 empacotadas separadamente e fornecidas ao produtor. Um "agricultor”
€ a pessoa responsavel pelo plantio, manutengdo e colheita em uma safra.
Além disso, séo fornecidas instru¢gdes para o agricultor que definem a rela-
Ggao-alvo de sementes a serem plantadas no campo. As sementes sdo mistu-
radas na relagéo-alvo pelo produtor, antes do plantio, por qualquer meio me-
canico adequado, e a semente plantada é misturada no campo. Alternativa-
mente, as sementes podem ser plantadas no campo, utilizando equipamen-
tos de plantio capazes de separar as sementes de cada variedade (por e-
xemplo, um plantador de 12 filas, um plantador de 16 filas, uma plantador de
pula linha, etc). A relacdo-alvo é atingida pelo plantio das sementes de cada
variedade em diferentes fileiras onde o niumero de fileiras de cada variedade
depende do nimero de plantas de cada variedade que sdo necessarias para
atingir o nivel-alvo da caracteristica primaria de interesse no material da
planta colhida. Neste exemplo, o material da planta colhido pode ser combi-
nado conforme € colhido e levado para o setor de processamento e seca-
gem como uma mistura contendo o nivel-alvo da(s) caracteristica(s) prima-
ria(s) de interesse.

Alternativamente, o material de planta ou colheita de cada varie-
dade pode ser colhido independentemente. O material da planta colhido po-
de ser combinado na relagao-alvo na instalagdo de descarga ou nas instala-
¢Oes de secagem ou processamento. Nesta modalidade, ndo é necessario
plantar sementes de cada variedade em qualquer relagcdo particular, desde
que o material da planta de cada variedade seja colhido separadamente e
que o material da planta colhido seja misturado na relagdo-alvo pré-
determinada. Também nao é necessaria a colheita de material da planta de
cada uma das variedades, ao mesmo tempo durante a estagdo de cresci-
mento, a menos que 0 material da planta colhido seja misturado no momento

da colheita (ou seja, no campo).
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A composigdo da semente pode ser formulada em uma quanti-
dade de cerca de 0,1 quilos (kg) ou mais, cerca de 0,5 kg ou mais, cerca de
1 kg ou mais, cerca de 5 kg ou mais, cerca de 10 kg ou mais, cerca de 20 kg
ou mais, cerca de 35 kg ou mais, cerca de 100 kg ou mais, cerca de 1.000
kg ou mais, cerca de 10.000 kg ou mais, ou cerca de 50.000 kg ou mais. As
sementes podem ser fornecidas ao produtor, em uma unidade de entrega
comum, por exemplo, um saco de sementes, um saco de sementes a granel,
um contéiner de sementes a granel (por exemplo, um recipiente Q-bit), um
trailer de entrega a granel de sementes, e assim por diante. Onde as semen-
tes sdo pré-misturadas na instalagao de processamento de semente, as se-
mentes para cada variedade estdo contidas na mesma unidade de entrega
comum. Quando as sementes sdo misturadas no momento do plantio, cada
variedade é fornecida em uma ou mais unidades de entrega comum indivi-
dual.

O material de sementes € normalmente tratado com um revesti-
mento protetor incluindo herbicidas, inseticidas, fungicidas, bactericidas, ne-
maticidas, moluscicidas, ou suas misturas. Os revestimentos protetores
normalmente utilizados incluem compostos como o captan, carboxina, tiram
(TMTD ®), metalaxil (avental ®), e pirimifos-metila (ACTELLIC ®). Se dese-
jar, esses compostos sdo formulados em conjunto com outros transportado-
res, surfactantes ou adjuvantes de promog¢do de aplicagdo habitualmente
utilizados na técnica da formulagdo para proporcionar a prote¢ao contra da-
nos causados por parasitas, bactérias, fungos ou animais. O revestimento
protetor pode ser aplicado por impregnacao de materiais de propagagao com
uma formulagao liquida, ou por revestimento com uma formulagdo molhada
ou seca combinada. Outros métodos de aplicagdo também sio possiveis,
tais como o tratamento direcionado acs embrides ou frutos.

Em cada uma dessas modalidades, a primeira variedade de uma
composi¢ao da semente apresenta uma ou mais caracteristica(s) primaria(s)
de interesse. As outras variedades de sementes na mistura podem apresen-
tar a(s) mesma(s) caracteristica(s) como a primeira variedade, pode apre-

sentar uma ou mais caracteristicas primarias de interesse diferentes ou nao
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apresentar nenhuma caracteristica primaria de interesse. As caracteristicas
primarias de interesse incluem quaisquer caracteristicas que melhorem ou
facilitem a conversdo de material vegetal colhido em um produto comercial-
mente util, incluindo, por exemplo, o aumento ou alteragdo do teor de car-
boidratos e/ou distribuicdo, propriedades de fermentagédo melhorada, maior
teor de dleo, maior teor de proteina, melhor digestibilidade e maior teor nu-
tracéutico, por exemplo, aumento do teor de fitoesterdis, maior teor de toco-
ferol, maior teor de estanol ou maior teor de vitamina. As caracteristicas pri-
marias de interesse também incluem, por exemplo, um teor reduzido de um
componente ndo desejado em um produto colhido, por exemplo, o acido fiti-
co, inibidores de tripsina de soja ou enzimas de degradagcédo de amido, de-
pendendo do uso final. As variedades que possuem um gene(s) para uma
caracteristica em especial possuem um aumento ou redugdo estatisticamen-
te significativa na caracteristica em relagao a uma variedade que nao possui
ou ndo expressa tais genes.

Uma ou mais variedades podem exibir uma ou mais caracteristi-
cas secundarias de interesse. As caracteristicas secundarias de interesse
incluem caracteristicas que sdo essencialmente benéficas para uma empre-
sa de sementes, um agricultor, ou um processador de gréos, por exemplo,
resisténcia a herbicidas resisténcia do virus, resisténcia a patégenos bacte-
rianos, resisténcia a insetos e resisténcia a fungos. Ver, por exemplo, Paten-
te U.S. N® 5569.823; 5.304.730; 5.495.071; 6.329.504; e 6.337.431. Uma
caracteristica secundaria de interesse também pode ser aquela que aumen-
ta o vigor ou produgao da planta (incluindo as caracteristicas que permitem
uma planta crescer em diferentes temperaturas, condigées de solo e niveis
de luz solar e precipitagdo), ou uma que permita a identificagdo de uma plan-
ta que exibe uma caracteristica de interesse (por exemplo, o gene marcador
de selecgao, cor do revestimento da semente, etc). As variedades que possu-
em gene(s) para uma caracteristica secundaria de interesse possuem um
aumento ou redugao estatisticamente significativa na caracteristica em rela-
¢ao a uma variedade que nao possui ou nao expressa tais genes. As carac-

teristicas primarias e/ou secundarias de interesse podem ser decorrentes de
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um ou mais genes variantes de ocorréncia natural, um ou mais genes trans,
ou uma combinacdo de ocorréncia natural do gene(s) ou transgene(s) vari-
ante(s).
B. Uso

A invengdo também apresenta um método para produzir uma
safra ou material de plantas colhidas com um nivel predeteminado de uma
ou mais caracteristicas primarias de interesse. O método compreende a sa-
fra de uma colheita de um grupo de espécies vegetais que compreende cer-
ca de 0,1% a cerca de 99,9% das sementes de uma primeira variedade e
cerca de 0,1 a cerca de 99,9% de sementes de uma ou mais variedades adi-
cionais. As plantas de pelo menos uma variedade mostram uma caracteristi-
ca primaria. O material vegetal colhido de cada variedade esta presente na
safra final com a relagdo que resulta na caracteristica primaria de interesse
estando presente em um nivel-alvo (isto €, a "relagdo-alvo"), onde o nivel-
alvo é otimizado para o uso final da safra ou do material vegetal colhido. Os
usos finais incluem usos agronémicos e industriais, por exemplo, a alimenta-
c¢do humana ou animal, biocombustivel, alcool industrial, matérias-primas
para fermentagéo, etc.

Os carboidratos sollveis obtidos por mistura do material vegetal
colhido da presente invengao incluem carboidratos fermentaveis, que podem
ent3o ser utilizados como matérias-primas para a fermentagdo de etanol,
bebidas contendo etanol (tais como bebidas feitas com malte e destilados), e
outros produtos de fermentacgdo, tais como alimentos, nutracéuticos, enzi-
mas e materiais industriais. Os métodos de fermentagao, utilizando matérias-
primas de carboidratos derivadas de plantas sdo bem conhecidos por aque-
les versados na técnica com processos estabelecidos para varios produtos
da fermentacgao (ver, por exemplo Vogel et al. 1996, Fermentation and Bio-
chemical Engineering Handbook: Principles, Process Design, and Equip-
ment, Noyes Publications, Park ressalto, N.J., USA e referéncias citadas a-
qui). Em uma modalidade, os carboidratos soluveis podem ser extraidos pelo
esmagamento da planta, ou por difusdo a partir de tecidos vegetais na agua

ou outro solvente adequado. O suco ou extrato resultante contendo os car-
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boidratos soluveis pode ser usado diretamente como substrato para fermen-
tagdo ou bioconversao de um lote, processo celular continuo ou imobilizado.
Em alternativa, parte dos carboidratos solUveis pode ser recuperada para
outros usos e os componentes descobertos utilizados como matérias-primas
para fermentagido, como no caso do melago remanescente apos a recupera-
¢do da maior parte da sacarose por cristalizagdo. O material vegetal colhido
da invengao pode ser usado para formular alimentos ou bebidas para con-
sumo humano ou animal, pode ser utilizado para formular dietas com amido
de facil digestdo e, portanto, mais energia extraida, ou pode ser usado para
melhorar a qualidade nutricional dos alimentos ou alimentagao (por exemplo,
aumento do teor de vitamina, maior teor de 6leo, maior teor de proteinas,
etc). A alimentagdo humana ou animal ou bebida pode ser farinha de trigo,
massa de pao, pao, massas, biscoitos, bolo, espessantes, cerveja, bebida
maltada ou um aditivo alimentar. A alimentagdo humana ou animal, ou pro-
duto de cerveja pode ter reduzida alergenicidade e/ou aumento da digestibi-
lidade. Além disso, um produto de massa pode ter um aumento de forga e
volume, em comparagdao com uma massa feita a partir de uma semente nao-
transgénica ou em graos da mesma espécie. Os alimentos ou bebidas po-
dem ter proteina hiperdigestivel e/ou amido hiperdigestivel. A alimentagdo
humana ou animal ou bebida pode ser hipoalergénica.

O ¢6leo extraido das plantas colhidas da invengdo pode ser utili-
zado como matéria-prima para a modificagdo quimica, um componente de
material biodegradavel, um componente de um produto alimentar misturado,
um componente de um o6leo comestivel ou 6leo de cozinha, lubrificante ou
um componente do mesmo, biodiesel, ou seu componente, um componente
de um lanche, um processo de fermentacao da matéria-prima, ou um com-
ponente de cosméticos.

O material vegetal colhido da invencao também pode ser combi-
nado com outros ingredientes para produzir um produto util. Os ingredientes
especificos incluidos em um produto serdo determinados em fungdo da utili-
zacgao final do produto. Os produtos ilustrativos incluem alimentagao animal,

matéria-prima para a modificagdo quimica, materiais biodegradaveis, produ-
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to de alimento misturado, 6leo comestivel, 6leo de cozinha, lubrificante, ma-
téria-prima de biodiesel, lanche, cosméticos, produtos de limpeza e compo-
si¢cdes detergentes (por exemplo, detergentes para a roupa, detergentes pa-
ra lavar louga e limpeza de superficie dura) e matéria-prima para processo
de fermentagdo. Os produtos que incorporam o material vegetal colhido aqui
descrito também incluem total ou parcialmente completo suina, aves, gado e
alimentos, alimentos para animais e produtos de alimentagdo humana, tais
como salgadinhos extrudados, paes, como um agente de ligagao alimentar,
alimentos de aquacultura, misturas fermentaveis, suplementos para comida,
bebidas esportivas, barras nutricionais dos alimentos, suplementos muilitivi-
taminas, bebidas dietéticas, alimentos e cereais. Os produtos que incorpo-
ram material de planta colhidas aqui descritos incluem, por exemplo, pape-
ldo, produtos de papel € materiais industriais. Estes produtos podem incor-
porar o material vegetal colhido ou podem incorporar uma forma processada
ou extraida do material vegetal colhido (por exemplo, 6leo, proteina, amido,
etc extraido de material de planta colhida).
C. Caracteristica Primaria de Interesse

As caracteristicas primarias de interesse incluem quaisquer ca-
racteristicas que melhorem ou facilitem a conversdo de material vegetal co-
Ihido em um produto comercialmente util, incluindo, por exemplo, o aumento
ou alteragao do teor de carboidratos e/ou distribuicdo, propriedades de fer-
mentagao melhorada, maior teor de 6leo, maior teor de proteina, melhor di-
gestibilidade e maior teor nutracéutico, por exemplo, aumento do teor de fi-
toesterdis, maior teor de tocoferol, maior teor de estanol ou maior teor de
vitamina. As caracteristicas primarias de interesse também incluem, por e-
xemplo, um teor reduzido de um componente ndo desejado em um produto
colhido, por exemplo, o acido fitico, inibidores de tripsina de soja ou enzimas
de degradagao de amido, dependendo do uso final. As caracteristicas prima-
rias de interesse podem ser decorrentes de um ou mais genes variantes de
ocorréncia natural, um ou mais genes trans, ou uma combinagdo de ocor-
réncia natural do gene(s) ou transgene(s) variante(s). Uma caracteristica

primaria de interesse pode ser realizada em uma planta que ndo apresente
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tal caracteristica através da expressao heterologa de uma sequéncia de aci-
do nucleico (ou seja, "transgene”) associada com tal caracteristica. Por "as-
sociada com uma caracteristica de interesse” entende-se que a sequéncia
de acido nucleico pode, direta ou indiretamente contribuir para a existéncia
de uma caracteristica de interesse (por exemplo, aumento da degradagdo de
celulose pela expressao heteréloga de uma enzima que degrada o amido ou
aumento do acumulo de amido por expressdo heteréloga de uma sequéncia
de acido nucleico antissenso que inibe a atividade de uma enzima que de-
grada amido).

Um exemplo de uma caracteristica primaria de interesse inclui a
digestibilidade e/ou composi¢do nutricional. Para conseguir esta caracteristi-
ca, um polipeptideo ou uma enzima que exibe atividade "fitase” ou uma "fita-
se” pode ser expressa heterologamente em uma planta da invencado para
melhorar a digestibilidade da planta e melhorar a alimentagao e utilizagao de
alimentos ou a sua eficiéncia de conversdo (ou seja, através da melhoria da
biodisponibilidade de proteinas e minerais, ou aumentando a absorgdo das
mesmas, que poderiam ser ligadas por fitato). Fitases (mio-inositol hexaquis-
fosfato fosfohidrolase: EC 3.1.3.8) sdo enzimas que hidrolizam fitatos (mio-
inositol hexaquisfosfato) para mioinositol e fosfato inorganico. Entre os poli-
peptideos particularmente Gteis para a pratica desta invengao incluem, entre
outros, D-mio-inositol-3-fosfato sintase, mio inositol-1-fosfato sintase (tam-
bém designado INOI), fosfatidilinositol-4-fosfato-5-quinase, sinalizando inosi-
tol polifosfato-5-fosfatase (SIP-110), monofosfatase mio-inositol-3, mio-
inositol 1-3-4 trifosfato de 5/6 quinase, 1 D-mio-inositol trisfosfato 3- quinase,
mio-inositol monofosfatase-1, inositol polifosfato 5-fosfatase, 1 D-mio-inositol
trifosfato 3-quinase, fosfatidilinositol 3-quinase, fosfatidilinositol 4-quinase,
fosfatidilinositol sintetase, proteina de transferéncia de fosfatidilinositol, fosfa-
tidilinositol 4-5-bisfosfato 5-fosfatase, transportador dr mio-inositol, fosfolipa-
se C fosfatidilinositol especifico e fitase de milho.

O aumento da digestibilidade e disponibilidade de nutrientes
também pode ser alcangado em uma planta, reduzindo a extensao da liga-
¢ao dissulfeto (ver WO 00/36126, depositado em 15 Dec. 1999). A expres-
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sdo da redutase tioredoxina transgénica fornece um método para redugao
das ligacdes de dissulfeto em proteinas de sementes durante ou antes da
transformacéao industrial (ver WO 0058453). Os gréaos colhidos a partir des-
tas plantas tém alterado a qualidade da proteina de armazenamento e séao
qualitativamente diferentes dos grédos normais durante o processamento in-
dustrial ou digestdo animal (ambos designados por "processamento”). O
aumento da atividade tioredoxina através da expressdo do reductase tiore-
doxina transgénica também aumenta a solubilidade da proteina, e assim
aumenta o rendimento nas fracdes de proteinas sollveis. Portanto, a ex-
pressao de redutase tioredoxina transgénica é um meio de alterar a qualida-
de do material (sementes) que passa por processamento de gréos, alterando
a qualidade dos materiais derivados do processamento de grdos, maximi-
zando o rendimento dos componentes das sementes especificas durante o
processamento (aumento de eficiéncia), alterando métodos de transforma-
¢ao e criagao de novos usos para as fracbes derivadas de sementes ou
componentes de fluxos de moagem.

Além disso, as plantas que expressam um resultado heterdlogo
da enzima xilanase em uma caracteristica primaria de interesse que inclui
aumento da digestibilidade de alimentos ou ragbes. As xilanases sdo enzi-
mas hemiceluléticas que aumentam a desagregagao das paredes das célu-
las vegetais, que levam a um melhor aproveitamento dos nutrientes pelo a-
nimal. Isso leva ao aumento da taxa de crescimento e conversao de alimen-
tos. Além disso, a viscosidade dos alimentos que contém xilan pode ser re-
duzida.

Numerosos xilanases de micro-organismos fungicos e bacteria-
nos foram identificados e caracterizados. (Ver, por exemplo, U.S. . N°
5.437.992; Coughlin, M. P.; Biely, P. et al., Espoo 1993; P. Souminen and T.
Reinikainen eds., Foundation for Biotechnical and Industrial Fermentation
Research 8: 125-135 (1993); U.S. Publicagcdo de Pedido de Patente N°
2005/0208178; e WO03/16654). Em particular, trés xilanases especificos
(XYL-l, XYL-Il, and XYL-lll) foram identificados em T. reesei (Tenkanen, et
al., Enzyme Microb. Technol. 14:566 (1992); Torronen, et al., Bio/Technology
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10: 1461 (1992); and Xu, et al., Appl. Microbiol. Biotechnol. 49:718 (1998)).

Também é possivel modificar a composi¢cdo de polissacarideos
pela introducgdo e tradugdo de um ou mais genes que codificam uma enzima
degradante de polissacarideo. Tais plantas podem ser uteis para a geracao,
por exemplo, de matérias-primas para fermentagdo. As enzimas associadas
a esta caracteristica primaria de interesse inclui: Enzimas de degradacao de
amido tais como a-amilases (EC 3.2.1.1), glucuronidases (E.C. 3.2.1.131);
exo-1-4- a-D glucanases tais como amiloglucosidases e glucoamilase (EC
3.2.1.3), B- amilases (EC 3.2.1.2), o-glucosidases (EC 3.2.1.20), e outros
exo-amilases; e enzimas de desramificacao de amido, tais como a) isoamila-
se (EC 3.2.1.68), pululanase (EC 3.2.1.41), e similares; b) celulases tais co-
mo exo-l-4-3-celobiohidrolase (EC3.2.1.91), exo-I-3-B-D-glucanase (EC
3.2.1.39), B-glucosidase (EC 3.2.1.21), endo- 1-4-B-glucanase (EC 3.2.1.4) e
similares; c) endoglucanases tais como endo-I-3-B- glucanase (EC 3.2.1.6);
d) L-arabinases, tais como endo-I-5-a-L-arabinase (EC 3.2.1.99), a-
arabinosidases (EC 3.2.1.55) e similares; e) galactanases tais como endo- 1-
4-3-D-galactanase (EC 3.2.1.89), endo-I-3-B-D-galactanase (EC 3.2.1.90), ao-
galactosidase (EC 3.2.1.22), B-galactosidase (EC 3.2.1.23) e similares; f)
mananases, tais como endo-I-4-B-D-mananase (EC 3.2.1.78), B-manosidase
(EC 3.2.1.25), a-manosidase (EC 3.2.1.24) e similares; g) xilanases, tais
como endo-1-4- B-xilanase (EC 3.2.1.8), B-D-xilosidase (EC 3.2.1.37), 1-3-B-
D-xilanase, e similares; h) outras enzimas tais como a-L-fucosidase (EC
3.2.1.51), a-L-ramnosidase (EC 3.2.1.40), levanase (EC 3.2.1.65), inulanase
(EC 3.2.1.7) e similares.

Outros genes associados com uma caracteristica primaria de
interesse incluem as enzimas de codificagdo capazes de degradar ainda
mais a maltose maltotriose e a-dextrinas obtidas a partir da primeira degra-
dacao do amido, incluem maltases, dexitrinase-a, a-lI-6-glicosidases, gluco-
amilases (a -lI-4-glucano glucohidrolases), e similares. A acao dessas enzi-
mas resulta na formagao da glicose.

Em outra modalidade da presente invengao, se desejado, um ou

mais novas enzimas secundarias, que sdo capazes de modificar monossa-
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carideos, podem ser expressas em uma ou mais variedades presentes na
mistura da invengado. Tais enzimas incluem, entre outros, glicose isomerase,
invertase e similares.

Uma caracteristica primaria adicional de interesse inclui um au-
mento no acumulo de amido em plantas. A taxa de sintese de amido ¢ lar-
gamente determinada pela atividade de AGPase, a primeira enzima no ca-
minho. A forma dessa enzima encontrada em folhas € ativada pelo acido 3-
fosfoglicérico (3-PGA), um produto da fotossintese, e inibida por fosfato inor-
ganico (P1), que se acumula quando a taxa de fotossintese diminui. Isso faz
com que a produgido de amido seja aumentada, por vezes, quando a fotos-
sintese € processada rapidamente e ndo ha agucares excedentes que sejam
armazenados e reduzidos durante tempos fracos. As enzimas mutantes e
AGPase bacteriana foram identificadas como ndo sao sensiveis a 3-PGA e
P1, ignorando assim o mecanismo de regulagao de controle da degradagao
do amido (Patentes U.S. 7.098.380 e 6.617.495). A expressao heterdloga
dessas enzimas em plantas pode resultar no acimulo de amido na planta.

E de particular interesse em materiais vegetais da colheita da
presente invengdo a expressio heterdloga de enzimas de degradagéo de
amido, como amilase e glicoamilase no material vegetal colhido para uso
final, por exemplo, a produgao de etanol. As glucoamilases (a-I-4-glucan glu-
cohidrolases, E.C.3.2.1.3.) sdo amidos que hidrolizam as carboidrases de
forma externa. As glucoamilases catalisam a remogdo de unidades de glico-
se sucessivas a partir de extremidades nao-redutoras do amido ou oligo re-
lacionadas e moléculas de polissacarideo e podem hidrolisar liga¢cdes glico-
sidicas lineares e ramificadas do amido (amilose e amilopectina). As gluco-
amilases comerciais sdo enzimas muito importantes que tém sido usadas
em uma ampla variedade de aplicagdes que requerem a hidrolise de amido.
As glucoamilases podem ser fornecidas através da expressao heteréloga de
glicoamilase em pelo menos uma variedade de materiais vegetais da colhei-
ta da invencgao.

As glucoamilases sao utilizadas para a hidrolise do amido para a
producdo de adogantes de milho de alta frutose. Em geral, os processos de
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hidrolise do amido envolvem o uso de alfa-amilases para hidrolisar o amido
em dextrina e glucoamilases para hidrolisar as dextrinas em glicose. A glico-
se é entdo convertida em frutose por outras enzimas, tais como isomerases
de glicose. A glicose produzida por glucoamilases também pode ser cristali-
zada ou utilizada nas fermenta¢des para produzir efeito de outros produtos
finais, como acido citrico, acido ascorbico, acido glutamico, 1-3 propanodiol
e outros. As glucoamilases sdo usadas na produc¢édo de alcool, como a pro-
dugado de cerveja e produgdo de saqué. As glucoamilases também encon-
tram uso na produgao de etanol para combustivel e para o consumo. Recen-
temente, as glucoamilases tém sido utilizadas em processos de baixa tem-
peratura para a hidrolise de amido granular (nao-cozido). As glucoamilases
também sao utilizadas na preparacédo de ragdes animais como aditivos ali-
mentares ou como componentes dos alimentos liquidos para animais de pe-
cuaria. O termo "alfa-amilase (por exemplo, CE classe 3.2.1.1)" refere-se as
enzimas que catalisam a hidrélise de ligagdes alfa-1,4-glicosidicas. Estas
enzimas também foram descritas como aguelas que afetam a endohidrélise
ou exohidrélise de ligagdes 1,4-a-D-glucosidicas em polissacarideos con-
tendo 1,4-a-ligado D-glicose. Outro termo usado para descrever estas enzi-
mas € "glicogenase”. Algumas enzimas incluem enzimas alfa-1-4-glucan 4-
glucanohidrase glucanohidrolase.

Em uma modalidade, uma primeira colheita expressa glucoami-
lase, e uma segunda colheita expressa alfa-amilase. A colheita pode, opcio-
nalmente, incluir uma ou mais variedades adicionais. Uma ou mais varieda-
des adicionais podem apresentar uma terceira caracteristica primaria de in-
teresses, podem apresentar nenhuma caracteristica primaria de interesse,
ou pode servir como um marcador de plantas. Uma variedade adicional in-
cluida neste material vegetal colhido pode incluir uma planta com alto teor de
amido que resulta, por exemplo, da expressdao da AGPase mutante ou bac-
teriana. A variabilidade genética de ocorréncia natural em plantas com me-
tabolismo alterado sdo também Uteis no material vegetal misturado da in-
vengao. Muitas dessas plantas carregam mutagdes nos genes que codificam

as isoformas da sintese de amidos ou enzimas de degradagao do amido.
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Por exemplo, as plantas que foram identificadas como heterozigotos ou ho-
mozigotos para uma ou mais das ceras (wx), amilose extender (ae), dull
(du), cérnea (h), encolhido (SH), brittle (bt), farinhenta (FL), opaco(o), ou a-
gucarados (su) alelos mutantes. Ver, por exemplo, Patente U.S. Nos.
4.428.972; 4.767.849; 4.774.328; 4789738, 4.789.557; 4.790.997; 4.792.458;
4.798.735; e 4.801.470, aqui incorporados para referéncia. Estas plantas
podem ser usadas na sua forma nativa, ou podem ser modificadas para a-
presentar uma ou mais caracteristicas adicionais primarias de interesse. Ou-
tras enzimas adicionais que podem ser usadas incluem proteases, como as
proteases fungicas e bacterianas. As proteases fungicas incluem, por exem-
plo, aquelas obtidas a partir de Aspergillus, Trichoderma, Mucor e Rhizopus,
como A. niger, A. awamori, A. oryzae e M. miehei. Outras enzimas incluem,
mas nao estio limitados a, celulases, como endoglucanases e celobiohidro-
lases; hemicelulases, como manases e arabinofuranosidases (EC 3.2.1.55);
lipases (por exemplo, EC. 3.1.1.3), glicose oxidase, pectinases, xilanases,
transglucosidases , alfa 1,6 glucosidases (por exemplo, EC. 3.2.1.20); este-
rases como acido ferulico esterase (EC 3.1.1.73) e acetil xilana esterases
(EC 3.1.1.72); e cutinases (por exemplo, E.C. 3.1.1.74).

E também objeto da presente invengéo fornecer material vegetal
colhido que provera um nivel-alvo de duas ou mais caracteristicas de inte-
resse para utilizagcdo em varias aplica¢oes finais. Por exemplo, uma porgao
do material vegetal que apresenta caracteristicas animais melhoradas (por
exemplo, aumento da digestibilidade, aumento do teor de nutrientes, e ou-
tros) e uma ou mais variedades adicionais apresentara liquefagao melhorada
para uso em, por exemplo, conversdo de etanol. E contemplada a possibili-
dade de que qualquer combinagdo de variedades de plantas que exibem
qualguer numero de caracteristicas de interesse pode ser util nos métodos
da presente invengao, desde que as variedades estejam presentes na co-
Iheita em uma relagao-alvo que é ideal para atingir o nivel-alvo de cada uma
das caracteristicas de interesse. A fonte da qual as sequéncias de DNA que
codificam essas enzimas podem ser obtidas ndo é relevante, desde que a

enzima esteja ativa no ambiente em que a enzima € expressa ou em que a
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enzima expressa € alvo. A escolha das enzimas pode depender da especifi-
cidade de substrato e/ou o produto final desejado para uso final (por exem-
plo, as enzimas com propriedades melhoradas, como termoestabilidade, es-
tabilidade acida, e similares).
D. Caracteristicas Secundarias de Interesse

Uma ou mais variedades podem exibir uma ou mais caracteristi-
cas secundarias de interesse. As caracteristicas secundarias de interesse
incluem caracteristicas que sdo essencialmente benéficas para uma empre-
sa de sementes, um agricultor, ou um processador de gréos, por exemplo,
resisténcia a herbicidas resisténcia do virus, resisténcia a patdégenos bacte-
rianos, resisténcia a insetos e resisténcia a fungos. Ver, por exemplo, Paten-
te U.S. N® 5569.823; 5.304.730; 5.495.071; 6.329.504; e 6.337.431. Uma
caracteristica secundaria de interesse também pode ser aquela que aumen-
ta o vigor ou produgdo da planta (incluindo as caracteristicas que permitem
uma planta crescer em diferentes temperaturas, condi¢gées de solo e niveis
de luz solar e precipitagao), ou uma que permita a identificagdo de uma plan-
ta que exibe uma caracteristica de interesse (por exemplo, 0 gene marcador
de selegdo, cor do revestimento da semente, etc).

Em algumas modalidades, uma ou mais das variedades de plan-
tas em uma composicado de sementes da invencao apresentam resisténcia a
herbicida. Diversos genes estdo disponiveis, tanto transgénicos como nao-
transgénicos, que conferem resisténcia a herbicidas. A resisténcia a herbici-
da também refere-se a tolerancia a herbicida. Os genes que conferem resis-
téncia a um herbicida que inibe o ponto de crescimento ou meristema, como
um imidazalinona ou uma sulfoniluréia pode ser apropriado. Os genes ilus-
trativos neste codigo de categoria para enzimas mutantes ALS e AHAS con-
forme descrito, por exemplo, nas Patentes U.S. N® 5.767.366 e 5.928.937.
Patente U.S. n®™ 4.761.373 e 5.013.659 sao direcionadas as plantas resis-
tentes a varios herbicidas imidazolinona ou sulfonamida. A patente U.S. n°
4.975.374 refere-se a células vegetais e plantas que contém um gene que
codifica uma sintetase de glutamina mutante(GS) resistente a inibicio por

herbicidas que sdo conhecidos por inibir a GS, por exemplo, sulfoximina me-
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tionina e fosfinotricina. A patente U.S. n° 5,162,602 divulga as plantas resis-
tentes a inibicado por herbicidas de acido ariloxifenoxipropandico e ciclo-
hexadiona. A resisténcia é conferida por uma coenzima A carboxilase acetila
alterada (ACCase).

Também sao apropriados 0s genes para resisténcia a glifosato.
Ver, por exemplo, Patente U.S. n° 4.940.835 e Patente U.S. n°® 4.769.061.
Patente U.S. n° 5.554.798 revela plantas de milho resistente ao glifosato
transgénico, cuja resisténcia é conferida por um gene sintetase 5 enolpiruvil-
3-fosfoshiquimato (EPSP).

Os genes de resisténcia a compostos fosfono como glufosinato
de amobnio ou fosfinotricina e piridindxi ou acido propiénico fendxi e ciclo-
hexonos também s&o apropriados. Ver aplicagao européia n® 0 242 246. Ver
também, Patente U.S. n°® 5.879.903, 5.276.268 e 5.561.236.

Outros herbicidas adequados incluem aqueles que inibem a fo-
tossintese, como um triazina e benzonitrila(nitrilase). Ver, Patente U.S. n°
4.810.648. Outros herbicidas adequados incluem acido 2-2-
dicloropropidnico, setoxidim, haloxifop, herbicidas imidazolinonas, herbicidas
sulfoniluréia, herbicidas triazolopirimidinae, herbicidas s-triazina e bromoxinil.
Também apropriado sdo os genes que conferem resisténcia a uma enzima
protox, ou fornecer maior resisténcia a doengas de plantas; tolerancia refor-
gada de condi¢gOes ambientais adversas (reforgos abidticos), incluindo, entre
outros, seca, calor excessivo, frio excessivo ou excesso de salinidade do
solo ou de extrema acidez ou alcalinidade; e alteragbes na arquitetura da
planta ou de desenvolvimento, incluindo mudangas no tempo de desenvol-
vimento. Ver, por exemplo, Pedido de Patente U.S. N° 20010016956, e Pa-
tente U.S. n® 6.084.155.

As proteinas inseticidas Uteis para a invengao podem ser ex-
pressas em uma ou mais variedades do material vegetal colhido em uma
quantidade suficiente para controlar as pragas de insetos, ou seja, quantida-
des que controlam insetos. Sabe-se que a quantidade de expressao da pro-
teina inseticida em uma planta necessaria para o controle de insetos pode

variar dependendo da espécie de planta, tipo de inseto, os fatores ambien-
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tais e similares. Os genes Uteis para a resisténcia a insetos ou pragas inclu-
em, por exemplo, genes que codificam toxinas identificadas nos organismos
de Bacillus. Os genes que codificam as toxinas Bacillus thuringiensis (Bt) de
diversas subespécies foram clonados e os clones recombinantes parecem
ser toxicos para lepidopteros, dipteros e larvas de insetos coledpteros (por
exemplo, os diversos genes de endotoxinas delta, tais como CrylAa, CrylAb,
CrylAc, CrylB, CrylC, CrylD, CrylEa, CrylFa, Cry3A, Cry9A, Cry9C and
Cry9B; bem como os genes que codificam proteinas inseticidas vegetativas
como Vip1, Vip2 e Vip3). A lista completa das toxinas Bt pode ser encontra-
da na internet www.lifesci. Sussex. ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/.

As caracteristicas secundarias de interesse na presente inven-
¢do sao uteis para controlar uma grande variedade de insetos, incluindo,
entre outros, espiga de milho, vaquinhas, lagarta-roscas, lagarta de cereais,
particularmente lagarta do cartucho e lagarta de beterraba, larva de elateri-
deo, pulgbes, brocas do milho, especialmente as brocas do milho europeu,
broca da cana-de-acgucar, broca de talo de milho, broca do milho sudoeste,
etc.

Por varias razoes, particularmente a gestdo da resisténcia dos
insetos potenciais de desenvolvimento da planta expressa proteinas insetici-
das, € benéfico para expressar mais do que uma proteina inseticida (IP) na
mesma planta. Pode-se expressar dois genes diferentes (tais como genes
que codificam duas diferentes delta-endotoxinas derivadas de Bacillus thu-
ringiensis que se ligam a diferentes receptores no intestino do inseto-alvo)
nos mesmos tecidos, ou pode-se expressar seletivamente duas toxinas nos
diferentes tecidos da mesma planta usando promotores especificos de teci-
do. Da mesma forma, uma planta pode ser transformada com constructos
gue codificam mais de um tipo de proteina inseticida para controle de varios
insetos. Portanto, diversas variagdes podem ser construidas por aqueles
versados na técnica.

E. Revestimento da Semente
Uma caracteristica secundaria adicional util nas plantas da pre-

sente invengdo € a cor do revestimento da semente. O "revestimento de se-
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mente" € o restante de tegumentos exteriores de flores de plantas nas plan-
tas dicotiledéneas ou pericarpos em plantas monocotiledéneas, e como tal é
geneticamente idéntico a planta em que a semente é produzida. Esta "se-
mente marcadora" pode ser usada para identificar a presenga de uma varie-
dade vegetal que apresenta uma caracteristica primaria de interesse, ou pa-
ra distinguir as sementes que contenham a caracteristica primaria de inte-
resse e/ou a partir de sementes que contenham uma caracteristica primaria
de interesse diferente. A cor do revestimento de semente pode estar associ-
ada a um gene hereditario que codifica a cor do revestimento da semente,
ou pode ser aplicada as sementes na unidade de processamento de semen-
tes ou para o grao colhido na unidade de processamento, ou quaisquer de
suas combinagdes. Quando a cor de revestimento da semente for herediaria,
a semente marcadora deve apresentar a mesma resisténcia ao herbicida, e
de preferéncia a mesma resisténcia a pragas, resisténcia, como as outras
variedades na mistura para assegurar a sua propagac¢ao. Um gene que codi-
fica a cor do revestimento da semente pode ser geneticamente ligado a um
gene associado com a caracteristica primaria de interesse (por exemplo, sob
o controle do mesmo promotor) e, assim, expressa na variedade que apre-
senta a caracteristica de interesse, pode ser expresso em uma variedade
gue apresenta a caracteristica de interesse sem ser geneticamente ligada ao
gene associado com a caracteristica primaria(por exemplo, integrados em
um local distante no genoma da planta a partir do gene associado com a
caracteristica), ou pode ser expressa em uma variedade que nao apresenta
a caracteristica de interesse. Portanto, o material vegetal colhido pode incluir
uma primeira variedade que apresenta uma caracteristica primaria de inte-
resse, uma segunda variedade que nao apresente nenhum ou uma caracte-
ristica priméria diferente de interesse, e uma terceira variedade que ndo a-
presente a caracteristica primaria de interesse, mas ndo possua uma cor de
revestimento de semente diferente. Em uma modalidade, a cor do revesti-
mento da semente pode ser obtida pela selegao de variedades em que se
apresentam a caracteristica de interesse. Dentro de algumas espécies de

plantas existem cultivares com diferentes revestimentos de sementes colori-
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dos. Por exemplo, na soja, existem dois genes que determinam a cor das
sementes. As sementes sdo em preto, marrom, amarelo ou salpicado escuro
sobre um fundo mais claro, dependendo da relagédo dominante/recessivo dos
genes. Assim, o uso de uma variedade de revestimentos de semente colori-
das (preto ou marrom ou salpicado no caso da soja) para uma plataforma
transgénica permitird a distingdo de quaisquer sementes transgénicas dentro
de uma quantidade maior de sementes. No contexto da cor do revestimento
de sementes, o termo "transgénico” refere-se a qualquer planta ou parte da
planta em que um gene heterdlogo foi introduzido. A planta transgénica pode
ser transgénica, quer para uma caracteristica primaria ou secundaria de inte-
resse ou ambas.

Pode-se também criar plantas transgénicas com uma de reves-
timento de sementes distinguivel através da introdugdo de genes heterdlo-
Qos nessas variedades de plantas que dao origem as sementes com cores
selecionadas do grupo que consiste de: azul, vermelho, vermelho, branco e
azul, ameixa, marrom; chinmark, purpura, rosa, rosa para rosa-escuro, laran-
ja, e varias combinagbes dessas cores que permitira a distingao de qualquer
semente transgénica dentro de uma quantidade maior de sementes. A cor
da semente pode ser medida utilizando um espectrofotdmetro de reflexao de
luz visivel (VLS) technicon calibrado para determinar a reflexdo de luz total
de 400 a 800 nandmetros. Esta configuragdo de comprimento de onda per-
mite a separagdo do amarelo do marrom das sementes pretas. Alternativa-
mente, a tecnologia de digitalizagédo 6ptica pode ser usada para diferenciar
sementes com base na cor. Ambos VLS e rastreamento 6ptico podem ser
estabelecidos para analise de elevado rendimento. Em outra modalidade, a
cor da semente pode ser obtida pela adigcdo na superficie de corantes de
revestimento da semente como microparticulas. As microparticulas sao utili-
zadas para marcar uma ou mais variedades em uma composigao da semen-
te. As microparticulas aderidas as sementes individuais de uma variedade
especial permitem uma pronta identificagao de tal variedade. Uma série es-
pecifica de tipos de microparticulas pode ser utilizada, cada série adere as

sementes de uma determinada variedade. Alternativamente, um Unico tipo
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de microparticulas pode ser usado, tal tipo se adere as sementes de apenas
uma das variedades em uma composig¢ao de sementes. Em algumas moda-
lidades, as sementes de pelo menos uma das variedades tém uma cor de
revestimento que difere de pelo menos uma das variedades, por exemplo, as
sementes da primeira e terceira variedades possuem a mesma cor do reves-
timento de sementes e as sementes da segunda variedade possuem uma
cor de revestimento que difere da cor do revestimento de sementes da pri-
meira e terceira variedades. Em algumas modalidades, ndo é necessario
que todas as sementes de uma variedade especial sejam marcadas dessa
maneira. Em vez disso, uma parte das sementes dessa variedade pode ser
marcada para indicar a presenga de sementes transgénicas dentro desse
lote de sementes. Em outra modalidade, o corante de revestimento € adicio-
nado ao grao colhido de forma que os grdos contendo a caracteristica prima-
ria de interesse é distinta dos graos que nao contém caracteristica de inte-
resse e/ou a partir dos gréos contendo uma caracteristica diferente de inte-
resse. Em ainda outra modalidade, o corante de revestimento é aplicado a
todos os grdos colhidos para a mistura de modo que o grdo que contém a
caracteristica e o grao que nao contém seja indistinguivel.

As microparticulas com uma unica camada colorida podem ser
usadas, reconhecendo que algumas cores podem n&o ser adequadas para
cores do revestimento especial de sementes. Por exemplo, uma microparti-
cula tan tornaria dificil a identificagdo se a variedade marcada possuisse
uma cor de revestimento da semente tan. Podem ser utilizadas microparticu-
las com duas camadas coloridas. As microparticulas de camada dupla po-
dem frequentemente fornecer uma diversidade suficiente de combinagdes de
cores.

Em alternativa, uma particula de 5 camadas pode ser utilizada.
Se desejado, as microparticulas podem incluir intensificadores visuais Os
intensificadores visuais apropriados incluem, sem limitagao, corantes peroli-
zados, glitters, pigmentos flocos de metal e microesferas de vidro. Os inten-
sificadores visuais podem fornecer microparticulas com alta reflexao locali-

zada e aparéncia mais caracteristica, tornando a camada(s) colorida(s) de
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microparticulas mais facilmente distinguivel. Os intensificadores visuais tam-
bém podem diferenciar as camadas coloridas de um tipo de microparticula a
partir de outro tipo de microparticula. Por exemplo, um intensificador visual
pode ser acrescentado para distinguir uma cor secundaria (ou seja, laranja,
verde e roxo) de outra cor secundaria. As microparticulas podem ser combi-
nadas com um aglutinante, por exemplo, um adesivo ou formulagéo de re-
vestimento. Os materiais aglutinantes apropriados sao conhecidos. A mistura
adesiva/particula resultante pode, por exemplo, em seguida, ser aplicada na
superficie das sementes individuais para fins de identificagao.

Uma semente marcadora pode ser observada para determinar a
presenga ou auséncia de microparticulas. Se as microparticulas estiverem
visiveis a olho nu, o exame pode ser realizado sem equipamento adicional.
Para as microparticulas que nao sdo visualizadas a olho nu, podem ser usa-
dos equipamentos como microscopio de luz ou lupa. Em geral, as micropar-
ticulas podem ser examinadas utilizando um microscépio comum 40X ou
I00X.

Como uma alternativa para as caracteristicas distinguiveis visu-
almente, a(s) camada(s) de diferentes tipos de microparticulas podem ser
distinguidas por caracteristicas que podem ser lidas por maquina. As carac-
teristicas que podem ser lidas pela maquina podem incluir caracteristicas
magnéticas, caracteristicas de absorgcdo de infravermelho ou ultravioleta,
caracteristicas de reflexao infravermelha ou ultravioleta ou caracteristicas de
transmissao de luz visivel ou fluorescéncia. Alternativamente, ou adicional-
mente, uma ou mais variedades de sementes (ou qualquer parte delas) po-
dem conter um marca molecular inerte distinguivel, como o benzenos substi-
tuidos por halogénio ligados a ésteres terc-butila tag-linear descritos, por
exemplo, em Orlenmeyer et al (1993) Proc. Natl Acad. ScL USA 90: 10922-
10926 e Patente U.S. N° 6.338.945 que foi incorporada aqui para referéncia
em sua integralidade. Nesta modalidade, uma variedade de sementes con-
tém uma marca unica que seja detectada, por exemplo, utilizando-se croma-
tografia em fase gasosa, UV, luz visivel e NIR e outros métodos espetroscéo-

picos. Outro(as) variedades na mistura pode(m) incluir uma marca molecular
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diferente ou pode(m) conter nenhuma marca molecular. Outra alternativa
para caracteristica visualmente distinguivel contendo graos que ndo possu-
em nenhuma caracteristica ou sementes € a inclusdo de dispositivos de i-
dentificagao por radiofrequéncia (RFID) e/ou microbarcodes de vidro [Dejne-
ka et al. (2003) PNAS 100 (2), 389] dentro da semente ou grao colhido. Es-
ses RFID e/ou microbarcodes de vidro podem ser incluidos manualmente no
contéiner de entrega de grdos ou sementes para identificar a semente que
contém caracteristica nos exemplos acima. RFID e/microbarcodes de vidro
podem também ser usados para identificar o material vegetal colhido con-
tendo a(s) caracteristica(s) primaria(s) de interesse. Em ambos os casos, um
RFID e/ou leitor de microbarcodes de vidro pode ser usado para diferenciar
a semente ou grao que contém a caracteristica.
F. Plantas

As plantas uteis na presente invencgao incluem plantas que sdo
transgénicas, pelo menos, um gene associado com a caracteristica primaria
de interesse, bem como as plantas que exibem a caracteristica primaria de
interesse devido a presenga de um gene de ocorréncia natural ou através de
um gene resultante da mutagdo ou variagdo natural de um gene endégeno
associado a caracteristica. Estas plantas podem ser obtidas através de fon-
tes comerciais ou podem ser geradas usando os métodos de transformagao
aqui descritos. As plantas que ndo apresentam uma caracteristica primaria
de interesse também podem ser incluidas no material vegetal colhido em um
nivel predeterminado (por exemplo, a relagédo-alvo para essa variedade). O
tipo de planta selecionada depende de uma variedade de fatores, incluindo,
por exemplo, a utilizagdo final do material vegetal colhido, receptividade das
espécies de plantas de transformacgao, e as condigcdes em que as plantas
serdo -cultivadas, colhidas e/ou processadas. Aqueles versados na técnica
reconhecerdo que os fatores adicionais para a selegcdo de variedades de
plantas adequadas para o uso na presente invengao incluem alto potencial
produtivo, boa resisténcia do caule, a resisténcia a doengas, tolerancia a
seca, rapida secagem e qualidade dos graos suficiente para permitir o arma-

zenamento e envio para mercado com perda minima. Embora ndo seja ne-
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cessario usar o mesmo hibrido (ou variedade) de plantas para as plantas
que contém caracteristicas e ndo contém caracteristicas, é preferivel a utili-
zacgdo de variedades com a mesma altura e tempo de polinizagdo. No entan-
to, € também contemplado que as variedades que diferem em altura e/ou
tempo de polinizagdo podem ser usadas para otimizar o nivel-alvo da(s) ca-
racteristica(s) de interesse no material da planta final colhida.

Para as plantas com alta qualidade nutricional, diversas varieda-
des de milho estdo disponiveis, tais como aguelas com altos niveis de lisina
(Crow's Hybrid Corn Company, Milford, 111.), proteina (BASF) e 6leo (Pfister
Hybrid Corn Company, El Paso, 111. sob a marca KERNOIL®). Outros 6leos
de milhos adequados incluem as populagdes de milho conhecidas como |lli-
nois High Oil (IHO) e Alexander High Oil (Alexo), as amostras que estao dis-
poniveis na Universidade de lllinois Maize Genetics Cooperative-Stock Cen-
ter (Urbana, 111.).

O milho doce também esta disponivel no qual ha uma redugao
na quantidade de amido e um aumento na quantidade de glicose, sacarose
e/ou polissacarideos soluveis em agua, normalmente encontrados na se-
mente de milho imaturo (Creech, R. and Alexander, D. E. In Maize Breeding
and Genetics; D. B. Walden, Ed.; John Wiley and Sons: New York, 1978; pp.
249-264). Em diversas espécies de plantas tais como milho (Shannon &
Garwood, 1984), ervilha (Bhattacharyya et al., 1990), batata (Hovenkamp-
Hermelink et al., 1987), Arabidopsis (Caspar et al., 1985; Lin et al., 1988a;
Lin et al., 1988b) e tabaco (Hanson et al., 1988), foram encontrados mutan-
tes com composigao de carboidratos alterados. A costela marrom (Bmr) tem
sido utilizada como alternativa para melhorar a digestibilidade dos hibridos
silage a décadas. A melhora no consumo e digestibilidade ruminal é deriva-
da do teor reduzido de lignina em hibridos Bmr mutantes. As variedades
complementares, ambos de ocorréncia natural e transgénicas, com caracte-
risticas desejadas que sdo Uteis para o processamento final como aqui des-
critas sdo bem conhecidas por aqueles versados na técnica.

As plantas Gteis na presente invenc¢do incluem, entre outros, co-

Iheitas que produzem flores comestiveis como couve-flor (Brassica olerace-
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a), alcachofra (Cynara scolvmus), e cartamo (Carthamus, e.g. tinctorius);
frutas tais como mac¢a (Malus, por exemplo, domesticus), banana (Musa, por
exemplo, acuminata), berries (tais como groselha, Ribes, por exemplo, ru-
brum), cherries (tais como cerejas, ameixa, por exemplo, avium), pepino
(Cucumis, por exemplo, sativus), uva (Vitis, por exemplo, vinifera), limao (Ci-
trus limon), meldao (Cucumis melo), nozes (tais como nozes, Juglans, por
exemplo, regia; amendoim, Arachis hypoaeae), laranja (Citrus, por exemplo,
maxima), péssego (ameixa seca, por exemplo, pérsica), péra (Pyra, por e-
xemplo communis), pimentdo (Solanum, por exemplo, capsicum), ameixa
(Prunus, por exemplo, domestica), morango (Fragaria, por exemplo, mos-
chata), tomate (Lycopersicon, por exemplo esculentum), folhas, como a alfa-
fa (Medicago, por exemplo sativa ), cana-de-agucar (Saccharum), couve
(como Brassica oleracea), endivia (Cichoreum, por exemplo, endivia), alho-
poré (Allium, por exemplo, porrum), alface (Lactuca, por exemplo, sativa),
espinafre (Spinacia, por exemplo, oleraceae), tabaco (Nicotiana, por exem-
plo, tabacum); raizes, como a araruta (Maranta, por exemplo, arundinacea),
beterraba (Beta, por exemplo, vulgaris), cenoura (Daucus, por exemplo, ca-
rota), mandioca (Manihot, por exemplo, esculenta), nabo (Brassica rapa, por
exemplo), rabanete (Raphanus, por exemplo sativus) inhame (Dioscorea, por
exemplo, esculenta), batata-doce (Ipomoea batatas); sementes, como feijao
(Phaseolus, por exemplo, vulgaris), ervilha (Pisum, por exemplo, sativum),
soja (Glycine, por exemplo, max), trigo (Triticum , por exemplo, aestivum),
cevada (Hordeum, por exempilo, vulgare), milho (Zea, por exemplo, mays),
arroz (Oryza, por exemplo, sativa), gramineas, como capim eulalia (Miscan-
thus, por exemplo, giganteus) e switchgrass (Panicum, por exemplo, virga-
tum), tais como arvores de alamo (Populus, por exemplo, tremula), pinheiro
(Pinus); arbustos, como o algodéo (por exemplo, Gossypium hirsutum) e tu-
bérculos, como a couve-rdbano (Brassica, por exemplo, oleraceae), batata
(Solanum, por exemplo, tuberosum) e similares.
G. Métodos para Optimizar a Relag¢do de Colheitas

O processo de registro existente da mistura otimizada da colhei-

ta contendo caracteristicas e colheitas padrdes (por exemplo, nao contendo
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caracteristica) & baseado na mistura fisica no ponto de entrada no processo,
como a instalagdo de um produtor de gréos, elevador de grdos ou instala-
¢des de processamento. Esse processo exige um capital extra sob a forma
de armazenamento de grao extra e equipamentos de mistura. Em alguns
processos, a matéria-prima deve ser homogénea e uniforme. Utilizando a
invengdo atual, a colheita resultante de tal invengdo resultara em um gréo
uniforme e homogéneo contendo a quantidade prescrita de uma ou mais
caracteristicas primarias de interesse.

Outros métodos dependem de esterilidade masculina na colheita
padrdo para criar a polinizagdo controlada no campo de produgdo agricola.
Este caso exige que 100% da colheita que contém a caracteristica. Quando
essa polinizagcdo controlada ndo ocorre devido a seca ou outros fatores, o
nivel exigido da caracteristica primaria de interesse (como o 6leo de graos
ou de proteina) ndo € alcangado. Na inveng¢do atual, a colheita resultante
ndo exige 100% do material vegetal com caracteristica positiva. Pelo contra-
rio, € necessario apenas para a colheita que contém uma quantidade de ma-
terial vegetal de caracteristica positiva que é suficiente para o uso final. Por
exemplo, para fins de fermentagdo, € benéfico utilizar uma colheita que ex-
presse uma ou mais enzimas celulase. No entanto, uma quantidade suficien-
te de enzima celulase pode ser fornecida no processo de fermentagdo por
menos que 100% de material vegetal que expressa celulase. Por exemplo,
uma quantidade suficiente de enzima celulase pode ser fornecida para o
processo de fermentacdo, quando apenas cerca de 0,1% da colheita ex-
pressa celulase, ou apenas cerca de 1%, cerca de 5%, cerca de 10%, cerca
de 20%, cerca de 25%, cerca de 30%, cerca de 35%, cerca de 40%, cerca
de 50%, cerca de 60%, cerca de 65%, cerca de 70%, cerca de 80%, cerca
de 90%, cerca de 95%, ou cerca de 99% da colheita.

Quando mais de uma caracteristica primaria de interesse é de-
sejavel em uma colheita util para fins de a jusante, pode ser necessario for-
necer material vegetal apresentando cada uma das caracteristicas deseja-
das. No entanto, em alguns casos, pode ser dificil atingir o nivel-alvo de ex-

pressdo de cada gene associado com as caracteristicas de interesse na
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mesma planta. Quando o nivel-alvo ndo pode ser alcangado em uma unica
variedade, multiplas variedades, cada uma exibindo um ou mais caracteristi-
ca(s) de interesse, podem ser combinadas em uma relagdo-alvo necessaria
para atingir o nivel-alvo de cada uma das caracteristicas primarias de inte-
resse necessarias para o uso final.

O nivel-alvo de cada caracteristica primaria de interesses é cal-
culado com base na utilizagao final e leva em consideragédo uma variedade
de fatores, incluindo, entre outros, a produtividade das plantas, o nivel ou a
expressao da caracteristica primaria de interesse em uma planta ou parte da
planta, do tipo de planta utilizada, condigdes de crescimento para as plantas
e processos envolvidos na conversdao do material vegetal colhido para um
produto util (por exemplo, alimentos, alimentagao, alcool industrial, biocom-
bustiveis, produto de fermentagao, etc).

Assim, em algumas modalidades, as sementes para duas ou
mais variedades sdo misturadas na relagao que resulta no nivel minimo (por
exemplo, alvo) da caracteristica no material vegetal colhido que é necessario
para uma aplicagao final. Prevé-se que uma ou mais caracteristicas de inte-
resse podem realmente estar presentes no material vegetal colhido em um
nivel-alvo mais elevado sob condigées de crescimento determinado. O nivel
minimo pode ser calculado através do plantio de cada variedade na mistura
sob diferentes condicdes de crescimento (clima, localizacdo geografica, etc)
e medido o nivel de caracteristica obtido sob cada condig¢ao.

Em outras modalidades, uma mistura personalizada adequada
para o crescimento sob condigdes especificas pode ser desenvolvida. Para
desenvolver uma mistura personalizada para um determinado uso final, os
fatores que afetam o nivel de caracteristica em material vegetal colhido (dis-
cutido acima) devem ser considerados nas etapas de desenvolvimento e
otimizagdo para alcangar um produto comercialmente util.

Na primeira etapa deste processo de desenvolvimento de uma
mistura de sementes personalizada, o fornecedor de sementes deve se en-
volver em discussdes com uma ou mais entidades ("colaboradores™) envol-

vidos no desenvolvimento da mistura personalizada. Estas entidades podem
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incluir um usuario da mistura de sementes (por exemplo, um agricultor) ou
um usuario do produto colhido (ou seja, um "usuario final", por exemplo, uma
entidade comercial), ou ambos, mas sera principalmente o usuario final. O(s)
colaborador(es) deve(m) definir a utilizagao final e fornecer informagées rela-
tivas aos processos de fabricagdo necessarios para converter a colheita para
o produto final pretendido. Por exemplo, uma instalagdo de produgao de eta-
nol interessada em desenvolver uma mistura personalizada para fermenta-
¢ao de matérias-primas que forneceriam informagdes relativas a transforma-
¢do quimica e/ou processos de fermentagcdo envolvidos na converséo do
cultivo de etanal, incluindo as condigdes de reagdo e materiais necessarios
para cada etapa na conversio. A formulagdo geral da caracteristica neces-
saria nos processos finais € desenvolvida nesta fase. Para a produgéo de
etanol, podera ser determinado que uma combinacdo de determinadas en-
zimas celulase seja necessaria na colheita. Outros fatores logisticos, como
as condi¢des de crescimento das plantas e dos padrées de fluxo de colheita
ao produtor e/ou distribuidor da colheita serdo discutidos e considerados
nesta fase.

A préxima fase envolve o desenvolvimento e testes de laborat6-
rio. O desenvolvimento em laboratério pode incluir, por exemplo, o desenvol-
vimento de novas plantas que exibem a(s) caracteristica(s) de interesse, de-
terminando varias propriedades moleculares e/ou bioquimicas destas plan-
tas ou enzimas/acidos nucléicos expressos nessas plantas (incluindo o nivel
de expressao relativa nas plantas, bem como a atividade da caracteristica ou
planta contendo caracteristicas de processos finais), otimizagdo de enzimas
ou &acidos nucléicos para a utilizagdo nessas plantas, estabelecendo uma
ampla gama da administragdo viavel para atingir o nivel-alvo de cada carac-
teristica na colheita. O "nivel-alvo” ou "nivel predeteminado” é o nivel da ca-
racteristica necessario para a colheita de utilizagao final pretendida.

ApOs os testes de laboratério, o processo de escala piloto é utili-
zado para a comprovacgao de conceito e redugado do intervalo e otimizagao
do nivel-alvo para cada caracteristica de interesse, bem como as condigbes

para o crescimento e para os processos finais. Por "prova de conceito" en-
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tende-se que a colheita das plantas produzidas da mistura de sementes per-
sonalizadas ¢é suficiente para o uso final pretendido. A quantidade de semen-
tes necessaria para produzir uma colheita com o nivel-alvo de uma caracte-
ristica primaria de interesse é calculada conforme a proporgdo do material
vegetal total (ambas contendo caracteristicas ou nao contendo caracteristi-
cas) necessarias para a utilizagao final pretendida. Por exemplo, se um pro-
dutor de etanol pretende utilizar 1 tonelada da colheita para a conversao de
etanol, a quantidade de colheita contendo caracteristicas necessarias para
esta conversao sera menor do que 100% do total da colheita. A quantidade
de sementes necessaria para produzir esse percentual de colheita é aqui
referido como a "relacdo pré-determinada” ou "relagao-alvo".

Nesta fase, é possivel comecar a definir os pontos de valor para
a utilizagdo da mistura de sementes personalizadas, tais como redugéao de
custos para o usuario final que resultar da utilizacdo de uma mistura otimiza-
da para a utilizagdo final pretendida. Os pontos de valor podem ser relacio-
nados, por exemplo, para a eficiéncia do processo, devido a combinagao de
caracteristicas na colheita (incluindo a caracteristica propria e/ou o nivel de
caracteristica utilizado) ou diminuicdo dos custos envolvidos na utilizagao de
uma colheita que contenha menos de 100% de plantas com caracteristicas
positivas. Para o produtor de sementes, € possivel avaliar o investimento de
capital necessario para fornecer a mistura personalizada, que pode ser usa-
da para desenvolver estruturas de custos e margens de lucro adequadas
para o servigo.

O processo de escala comercial em que a escala de produgdo
plena é executada por um periodo de tempo limitado é entao utilizado para
validar o nivel-alvo de caracteristicas necessarias para a mistura personali-
zada. Outros aperfeicoamentos das condigdes relacionadas com o cresci-
mento e/ou processamento também podem ser feitos nesta fase. Sera ne-
cessaria a coordenacao da oferta de colheita, armazenamento e transporte,
assim como a fabricagdo de outros fatores logisticos necessarios para a uti-
lizagdo comercial plena da mistura personalizada. As variaveis realizadas a

partir deste processo (como o nivel-alvo, a relagdo-alvo, pontos de valor, etc)
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podem ser utilizadas para desenvolver misturas customizadas para outros
usuarios finais ou para outros usos finais.

H. Métodos de Geragdo de Sementes que Compreendem Caracteristicas de
Interesse

As plantas que apresentam caracteristicas primarias e secunda-
rias de interesse, em combinagdo com outras caracteristicas importantes
para a produgao e qualidade, podem ser incorporadas em linhas de plantas
através da criagdo ou tecnologias de engenharia genética comuns. As técni-
cas e meétodos de criagdo sao conhecidos na técnica. Ver, por exemplo,
Welsh J. R., Fundamentals of Plant Genetics and Breeding, John Wiley &
Sons, NY (1981); Crop Breeding, Wood D. R. (Ed.) American Society of A-
gronomy Madison, Wis. (1983); Mayo O., The Theory of Plant Breeding, Se-
cond Edition, Clarendon Press, Oxford (1987); Singh, D. P., Breeding for Re-
sistance to Diseases and Insect Pests, Springer- Verlag, NY (1986); and
Wricke and Weber, Quantitative Genetics and Selection Plant Breeding, Wal-
ter de Gruyter and Co., Berlin (1986).

As técnicas pertinentes sao bem conhecidas na técnica e inclu-
em a hibridagao, a consanguinidade, reprodutores de retrocruzamento, multi-
linhagem, endogamia diapléides, mistura de variedades, hibridacao interes-
pecifica, técnicas aneuplbides, etc. As técnicas de hibridizagdo também in-
cluem a esterilizagdo de plantas para producdo de plantas machos ou fé-
meas estéreis por meios mecanicos, quimicos, genéticos (incluindo transgé-
nicos) ou bioquimicos.

Em algumas modalidades, pode ser necessario maodificar geneti-
camente as plantas para obter uma caracteristica de interesse utilizando mé-
todos de rotina de engenharia de plantas. Neste exemplo, um ou mais aci-
dos nucleicos associados com a caracteristica de interesse podem ser intro-
duzidos na planta. As plantas podem ser homozigotos e heterozigotos para a
sequéncia de acidos nucléicos. A expressdo desta sequéncia (ou transcrigéo
e/ou tradugao) resulta em uma planta que apresenta a caracteristica de inte-
resse. A expressao dessa sequéncia de acido nucleico heterdlogo pode re-

sultar em aumento ou inibicdo da atividade de um gene endégeno ou protei-
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na, ou pode conferir uma nova propriedade para a planta. Os métodos para
aumentar ou inibir a atividade de um gene ou a proteina-alvo sdo bem co-
nhecidos na técnica.

Para obter uma planta que apresenta uma caracteristica de inte-
resse particular, pode ser necessaria para inibir ou aumentar a expressao ou
atividade de um gene endégeno em tal planta. Os termos "inibir", "inibi¢ao" e
"inibindo", usado aqui refere-sem a uma diminuigdo na expressao ou fungao
de um produto de gene-alvo, incluindo qualguer diminuigao relativa na ex-
pressdo ou fungdo até e inclusive a revogagao completa de expresséo ou
funcdo do produto de gene-alvo. Da mesma forma, os termos "melhorar” ou
"aumentar”, como aqui utilizados refere-sem a um aumento na expressao ou
fungdo do produto do gene-alvo, incluindo qualquer incremento relativo na
expressao ou fungao do produto de gene-alvo. O termo "expressao”, usado
aqui no contexto de um produto do gene refere-se a biossintese de que o
produto do gene, incluindo a transcrigdo e/ou tradugao e/ou montagem do
produto de gene. A inibicdo ou aumento de expressao ou fungdo do produto
do gene-alvo (ou seja, um produto do gene de interesse) pode ser no con-
texto de uma comparagao entre as duas plantas, por exemplo, a expressao
ou fungdo do produto do gene-alvo em uma planta geneticamente modifica-
da versus a expressdo ou fungdo do produto do gene-alvo em uma planta
correspondente tipo selvagem. Alternativamente, a inibicdo da expressao ou
fungdo do produto do gene-alvo pode ser no contexto de uma comparagao
entre as células vegetais, organelas, 6rgdos, tecidos ou partes de plantas
dentro da mesma planta ou entre plantas, e inclui comparagdes entre as fa-
ses de desenvolvimento ou temporais dentro da mesma planta ou entre
plantas.

Cassetes de Expressio de Plantas

Uma variedade de plantas exibindo uma caracteristica de inte-
resse pode ser obtida através da introdugdo de uma sequéncia de acidos
nucleicos de uma planta associados com uma caracteristica de interesse. As
sequéncias de acido nucleico podem ser apresentadas em constructos de

DNA ou cassetes de expressao. "Cassete de expressido” usado aqui signifi-
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ca uma molécula de acido nucleico capaz de direcionar uma expressao de
uma sequéncia de nucleotideos particulares em uma célula hospedeira a-
propriada, compreendendo um promotor operativamente ligado a sequéncia
de nucleotideos de interesse (ou seja, uma sequéncia de acidos nucléicos
associados com uma caracteristica de interesse, ou uma sequéncia de acido
nucleico capaz de inibir a fungdo de uma proteina-alvo, onde a inibigdo esta
associado com a caracteristica de interesse) que & operativamente ligada a
sinais de terminagdo. Também compreende, em geral, sequéncias necessa-
rias para a tradugdo apropriada da sequéncia de nucleotideos. A regido de
codificagdo normalmente codifica uma proteina de interesse, mas também
pode codificar para um RNA funcional de interesse, por exemplo, RNA antis-
senso ou RNA n3o traduzido no sentido ou sentido contrario. O cassete de
expressdo compreendendo a sequéncia de nucleotideos de interesse pode
ser quimeérica, o que significa que pelo menos um de seus componentes é
heteréloga em relagdo a pelo menos um dos seus outros componentes. O
cassete de expressao também pode ser -um que € de ocorréncia natural,
mas foi obtido em uma forma recombinante util para expressdo heterdloga.
Normalmente, no entanto, o cassete de expresséao é heterdlogo com relagdo
ao hospedeiro, ou seja, a sequéncia particular do DNA do cassete de ex-
pressdo ndo ocorre naturalmente nas células do hospedeiro e deve ter sido
introduzido na célula hospedeira ou de um ancestral da célula hospedeira
por um evento de transformacao. A expressao da sequéncia de nucleotideos
no cassete de expressao pode estar sob o controle de um promotor constitu-
tivo ou de um promotor induzivel que a transcri¢ao inicia somente quando a
célula do hospedeiro € exposta a algum estimulo externo especifico. Além
disso, o promotor pode também ser especifico para um determinado tecido
ou 6rgéo ou estagio de desenvolvimento. O cassete de expressao pode op-
cionalmente incluir uma regido de terminacgéo da transcrigdo e tradugao (isto
é, regiao de terminacgado) funcional em plantas. Em algumas modalidades, o
cassete de expressao com um gene marcador de selegdo para permitir a
selecao de transformantes estaveis. Os constructos de expressao da inven-

¢do podem também incluir uma sequéncia lider e/ou uma sequéncia que
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permite a expressdo induzida de polinucleotideos de interesse. Ver, Guo et
al. (2003) Plant J. 34:383-92 and Chen et al. (2003) Plant J. 36:731-40 para
exemplos de sequéncias que permitem a expressao induzida.

As sequéncias regulatérias dos constructos de expressido séo
operativamente ligados a sequéncia de acido nucleico de interesse. Por "o-
peracionalmente vinculado" se destina uma ligagao funcional entre um pro-
motor e uma segunda sequéncia onde a sequéncia do promotor inicia e me-
dia a transcrigdo da sequéncia de DNA correspondente a segunda sequén-
cia. Geralmente, operavelmente ligado significa que as sequéncias de nu-
cleotideos a serem ligadas sdo contiguas.

Qualquer promotor capaz de conduzir a expressdo na planta de
interesse pode ser utilizado na pratica da invencdo. O promotor pode ser
nativo ou analogo ou estrangeiro ou heterdlogo a planta hospedeira. Os ter-
mos "heterdlogos” e "exdgenos”, quando aqui utilizados para se referir a
uma sequéncia de acidos nucléicos (por exemplo, uma sequéncia de DNA
ou RNA) ou de um gene, refere-se a uma sequéncia que se origina de uma
fonte externa a célula hospedeira particular ou, no caso da mesma fonte, é
modificada da sua forma original. Assim, um gene heter6logo em uma célula
hospedeira inclui um gene que € enddégeno a célula hospedeira particular,

mas foi modificado através, por exemplo, do uso da mistura de DNA. Os

‘termos também incluem as diversas cépias de ocaorréncia natural de uma

sequéncia de DNA de ocorréncia natural. Portanto, os termos refere-sem a
um segmento de DNA que é estrangeiro ou heterélogo para a célula, ou ho-
mologo para a célula, mas em uma posigado dentro de um acido nucleico da
célula hospedeira em que o elemento ndo € normalmente encontrado. Os
segmentos de DNA exdgenos sdo expressos para produzir polipeptideos
exOogenos.

Uma sequéncia de acido nucleico "homoélogo" (por exemplo,
DNA) € uma sequéncia de acido nucleico (por exemplo, DNA ou RNA) natu-
ral associada a célula hospedeira em que € introduzida. A escolha dos pro-
motores a serem incluidos depende de varios fatores, incluindo, entre outros,

eficiéncia, seletividade, inductibilidade, nivel de expressdo desejado e ex-
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pressdo preferencial de células ou tecidos. E uma questdo de rotina para
aqueles versados na técnica de modular a expressdo de uma sequéncia a-
dequada para os promotores de posicionamento e sele¢do e outras regides
reguladoras em relagao a tal sequéncia.

Alguns promotores adequados para iniciar somente a transcri-
¢ao, ou predominantemente, em certos tipos de células. Assim, aqui utilizado
como um promotor preferencial de tecido ou tipo de célula € uma expressao
preferencialmente no tecido-alvo, mas também pode levar a alguma expres-
sao em outros tipos de células ou tecidos. Métodos de identificagao e carac-
terizagao de regides promotoras do DNA genémico de plantas incluem, por
exemplo, aquelas descritas nas seguintes referéncias: Jordano, et al., Plant
Cell, 1:855-866 (1989); Bustos, et al., Plant Cell, 1:839-854 (1989); Green, et
al., EMBO J. 7, 4035-4044 (1988); Meier, et al., Plant Cell, 3, 309-316
(1991); and Zhang, et al., Plant Physiology 110: 1069-1079 (1996). Os pro-
motores ativos no tecido fotossintético, a fim de direcionar a transcrigdo em
tecidos verdes, como folhas e caules sdo também envolvidas pela presente
invencdo. Os promotores mais apropriados que a expressdo unica ou pre-
dominantemente em tais tecidos. O promotor pode conferir a expressao
constitutiva em toda a planta, ou diferencial em relagao aos tecidos verdes,
ou de forma diferenciada em relagdo ao estagio de desenvolvimento do teci-
do verde em que a expressao ocorre, ou em resposta a estimulos externos.

Os exemplos de tais fatores incluem os promotores de ribulose-I-
5-bifosfato carboxilase (RbcS), tais como o promotor de RbcS de laricio ori-
ental (Larix laricina), o promotor pinheiro cab6 (Yamamoto et al. (1994) Plant
Cell Physiol. 35:773- 778), o promotor gene Cab-1 a partir da farinha (Fejes
et al. (1990) Plant Mol. Biol. 15:921-932), o promotor CAB-I de espinafre
(Lubberstedt et al. (1994) Plant Cell Physiol. 104:997-1006), o promotor cab
IR a partir do arroz (Luan et al. (1992) Plant Cell 4:971-981), o promotor pi-
ruvato ortofosfato diquinase (PPDK) de milho (Matsuoka et al. (1993) Proc
Natl Acad Sci USA 90:9586-9590), o promotor tabaco Lhcbl*2 (Cerdan et al.
(1997) Plant Mol. Biol. 33:245-255), o promotor Arabidopsis thaliana SUC2
sucrose-H+ simporter (Truernit et al. (1995) Planta 196:564-570), € promoto-
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res de proteina da membrane tilacoide a partir de espinafre (psaD, psaF,
psakE, PC, FNR, atpC, atpD, cab, rbcS. Outros promotores que conduzem a
transcrigdo em caules, folhas e tecidos verdes sdo descritos na Publicagao
Patente N° 2007/0006346, incorporada aqui para referéncia em sua integra-
lidade.

Em algumas outras modalidades da presente invengao, os pro-
motores induziveis podem ser desejados. Os promotores induziveis conduzi-
ram a transcrigado em resposta a estimulos externos, tais como agentes qui-
micos ou estimulos ambientais. Por exemplo, os promotores induziveis po-
dem conferir a transcrigao, em resposta aos horménios, como 0 acido gibe-
rélico e etileno, ou em resposta a luz ou a seca.

Uma variedade de terminadores de transcrigdo esta disponiveis
para uso em cassetes de expressdo. Estes sdo responsaveis pela termina-
¢ao da transcricdo além do transgene e poliadenilagao mRNA correta. A re-
giao de terminagao pode ser nativa com a regido de iniciagado de transcrigao
pode ser nativa com a sequéncia de DNA ligada operativamente de interes-
se pode ser nativa com a planta hospedeira, ou pode ser derivada de outra
fonte (ou seja, estrangeira ou heteréloga para o promotor, a sequéncia de
DNA de interesse, planta hospedeira ou qualquer combinagéo dos mesmos).
Os terminadores de transcrigdo adequados sdo aqueles que sao conhecido
por funcionar em plantas e incluem o terminador CaMV 35S e o terminador
tml, o terminador da sintase nopalina e o terminador pea rbcs E9. Estes po-
dem ser usados tanto em monocotiledéneas e dicotiledbneas. Além disso, o
terminador de transcricdo de um gene nativo pode ser usado.

Geralmente, o cassete de expressao compreende um gene mar-
cador de selecao para a selecdo das células transformadas. Os genes mar-
cadores de selecdo sdo utilizados para a selegdo de células ou tecidos
transformados.

Varias sequéncias parecem aumentar a expressao génica de
dentro da unidade de transcrigdo e estas sequéncias podem ser usadas em
conjunto com os genes da presente invengao para aumentar a sua expres-

sdo em plantas transgénicas.
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Varias sequéncias de introns foram mostradas para intensificar a
expressdo. Por exemplo, os introns do gene Adhl de milho foram encontra-
dos para intensificar significativamente a expressido do gene do tipo selva-
gem em seu promotor cognato quando introduzidos em células de milho. O
intron 1 mostrou-se particularmente eficaz e a expressao intensificada nos
constructos de fusdo com o gene cloranfenicol acetiltransferase (Callis et al.,
Genes Develop. 1: 1183-1200 (1987)). No mesmo sistema experimental, o
intron do bronze de milho 1 gene tem um efeito similar no aumento da ex-
pressao. As sequéncias de intron foram rotineiramente incorporadas em ve-
tores de transformacéao de plantas, em geral, dentro do lider ndo-traduzido.

Diversas sequéncias lideres n3do-traduzidas derivadas de virus
também sao conhecidas por aumentar a expressdo. Especificamente, as
sequéncias lideres do Virus do mosaico do tabaco (TMV, a "sequéncia W"),
Virus do Mosaico Clordtico do milho (MCMV) e Virus mosaico da alfalfa
(AMV) tem demonstrado ser eficaz na intensificacdo da expressao (por ex-
meplo, Gallie et al. Nucl. Acids Res. 15: 8693-8711 (1987); Skuzeski et al.
Plant Molec. Biol. 15: 65-79 (1990)). Outras sequéncias lideres conhecidas
na técnica incluem, entre outros: Lideres picomavirus, por exemplo, lider
EMCYV (regido de descodificagdo encefalomiocardite 5') (Elroy-Stein, O., Fu-
erst, T. R., and Moss, B. PNAS USA 86:6126- 6130 (1989)); lideres potivirus,
por exemplo, lider TEV (Tobacco Etch Virus) (Allison et al., 1986); lider
MDMYV (Maize Dwarf Mosaic Virus); Virology 154:9- 20); lider proteina agluti-
nante de cadeia pesada na imunoglobina humana (BiP), (Macejak, D. G.,
and Samow, P., Nature 353: 90-94 (1991); lider néo traduzido do mRNA da
proteina de revestimento do virus mosaico da alfafa (AMV RNA 4), (Jobling,
S. A, and Gehrke, L., Nature 325:622-625 (1987); lider de virus mosaico do
tabaco (TMV), (Gallie, D. R. et al., Molecular Biology of RNA, pages 237-256
(1989); e lider de virus mosaico clorético de milho (MCMV) (Lommel, S. A. et
al., Virology 81:382-385 (1991). Ver também, Della- Cioppa et al., Plant Phy-
siology 84:965-968 (1987).

Diversos mecanismos para segmentacao dos produtos de genes

sdo conhecidos como existentes nas plantas e as sequéncias de controle de
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funcionamento desses mecanismos foram caracterizadas em detalhe. Por
exemplo, a segmentacao de produtos de genes para o cloroplasto & contro-
lada por uma sequéncia de sinais encontradas na parte final amino de varias
proteinas que é clivada durante a importagao do cloroplasto para produzir a
proteina madura (por exemplo, Comai et al. J. Biol. Chem. 263: 15104-15109
(1988)). Essas sequéncias de sinais podem ser fundidas para produtos de
genes heterdlogos para efetuar a importagdo de produtos heterdlogos no
cloroplasto (van den Broeck, et al. Nature 313: 358- 363 (1985)). A codifica-
cao de DNA pelas sequéncias de sinais apropriadas pode ser isolada a partir
do final 5 'do cDNAs que codificam as proteinas RUBISCO, a proteina CAB,
a enzima sintetase EPSP, a proteina GS2 e muitas outras proteinas que sdo
conhecidas como cloroplastos localizados. Ver também a sec¢édo intitulada
"Expression With Chloroplast Targeting" no exemplo 37 da Patente U.S. n°
5.639.949.

Os mecanismos descritos acima para alvo celular podem ser
utilizados ndo somente conjuntamente com seus promotores cognatos, mas
conjuntamente com promotores heterdlogos para efetuar igualmente um ob-
jetivo de alvo-célula especifico sob a regulagao transcripcional de um promo-
tor que tenha um padrao de expresséao diferente daquele do promotor de que
o sinal alvo deriva.

A fim de assegurar a localizagdo nos plastideos é concebivel
usar um dos seguintes peptideos de transito: Ferredoxin plastidico: NADP +
Oxidorredutase (FNR) do espinafre que € encontrado em Jansen et al. (Cur-
rent Genetics 13 (1988), 517 - 522). Em particular, a sequéncia que varia
dos nucleotideos -171 a 165 da sequéncia de cDNA descrita aqui pode ser
usada, que compreende a regido ndo-traduzida 5' assim como a sequéncia
que codifica o peptideo de transito. Outro exemplo é o peptideo de trénsito
da proteina de milho ceroso que inclui os primeiros 34 residuos de aminoa-
cidos da proteina cerosa madura (Klosgen et al., Mol Gen Genet. 217 (1989)
(1989), 155-161). E igualmente possivel usar este peptideo de transito sem
os primeiros 34 aminoacidos da proteina madura. Além disso, os peptideos

de sinal da subunidade pequena de bifosfato de ribulose carboxilase (Wolter
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et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988), 846 - 850; Nawrath Et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994), 12760-12764), desidrogenase malat NADP
(Galiardo et al., Planta 197 (1995), 324-332), redutase de glutationa (Creis-
sen et al., Plant J. 8 (1995), 167-175) ou Lorberth et al. da proteina Rl (Natu-
re Biotechnology 16, (1998), 473-477) pode ser usada.

Transformacio da Planta

Uma vez uma sequéncia de acido nucleico associada com um
trago preliminar ou secundario do interesse foi clonada em um sistema de
expressdo, ela é transformada em uma célula de planta. O receptor e os
cassetes de expressado-alvo da presente invencdo podem ser introduzidos
na célula de planta em um numero de maneiras técnico reconhecidas. O
termo "introdugdo” no contexto de um polinucleotideo, por exemplo, um
constructo de nucleotideo de interesse, € pretendido significar a apresenta-
¢80 a planta de polinucleotideo de maneira tal que o polinucleotideo ganhe
acesso ao interior de uma célula de planta. Onde mais de um polinucleotideo
devem ser introduzidos, estes polinucleotideos podem ser configurados co-
mo parte de um uUnico constructo de nucleotideo, ou como constructos de
nucleotideos separados, e podem ser localizados nos mesmos ou diferentes
vetores de transformagao.

Conformemente, estes polinucleotideos podem ser introduzidos
na célula hospedeira de interesse em um unico evento de transformagao, em
eventos de transformagdo separados, ou, por exemplo, nas plantas, como
parte de um protocolo de criagdo de animais. Os métodos da inven¢do nao
dependem de um método particular para introduzir um ou mais polinucleoti-
deos em uma planta, simplesmente aqueles polinucleotideos ganham aces-
so ao interior de pelo menos de uma célula de planta. Métodos para introdu-
zir polinucleotideos em plantas sdo conhecidos na técnica incluindo, mas
ndo limitados a, métodos de transformacgao transientes, méetodos de trans-
formacgao estaveis, e métodos mediados por virus.

"Transformacgao transiente” no contexto de um polinucleotideo €
pretendido significar que um polinucleotideo é introduzido na planta e nao

integra no genoma da planta.
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Por "introdugdo estavel" ou "introduzida/o estavelmente" no con-
texto de um polinucleotideo introduzido em uma planta é pretendido o poli-
nucleotido introduzido e € incorporado estavelmente no genoma da planta, e
a planta é transformada estavelmente com o polinucleotido.

"Transformagdo estavel” ou "transformado/a estavelmente" &
pretendido significar que um polinucleotido, por exemplo, um constructo de
nucleotideo descrito aqui, introduzido em uma planta integra no genoma da
planta e é capaz de ser herdado pela descendéncia do mesmo, mais particu-
larmente, pela descendéncia de multiplas geragcdes sucessivas.

Os numerosos vetores de transformacgao disponiveis para trans-
formacdo da planta sdo conhecidos por aqueles versados na técnica de
transformagdo da planta, e os genes pertinentes a esta invengao podem ser
usados conjuntamente com uns vetores. A sele¢cdo do vetor dependera da
técnica de transformacao preferida e das espécies alvo para a transforma-
¢ao. Para determinadas espécies alvo, os marcadores de selegao diferentes
de antibidtico ou herbicida podem ser preferidos. Os marcadores de selegao
usados rotineiramente na transformagao incluem o gene nptll, que confere
resisténcia a canamicin e aos antibidticos relacionados (Messing & Vierra.
Gene 19:259 - 268 (1982); Bevan et al., Nature 304:184 - 187 (1983)), o ge-
ne bar, que confere resisténcia ao herbicida de fosfinotricin (White et al., Nu-
cl. Acids Res 18:1062 (1990), Spencer et al. Theor. Appl. Genet 79: 625 -
631 (1990)), o gene hph ou aph4, que confere resisténcia a higromicin anti-
biético (Blochinger & Diggelmann, Mol Cell Biol 4:2929 - 2931), e o gene dh-
fr, que confere resisténcia a metatrexato (Bourouis et al., EMBO J. 2(7):
1099-1104 (1983)), o gene EPSPS, que confere resisténcia a glifosato (Pa-
tente US Numeros 4.940.935 e 5.188.642), e o gene manose-6-fosfato iso-
merase, que fornece a habilidade para metabolizar manose (Patente US N
5.767.378 e 5.994.629).

Os métodos para a regeneragao das plantas sdo igualmente co-
nhecidos na técnica. Por exemplo, vetores de plasmideo de Ti foram utiliza-
dos para a entrega de DNA estrangeiro, assim como a captagdo de DNA

direto, lipossomos, eletroporagao, microinje¢do, e microprojécteis. Além dis-
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so, bactéria do género Agrobacterium pode ser utilizada para transformar
células de planta. Estdo abaixo as descricdes de técnicas representativas
para transformar ambas as plantas dicotiledonias e monocotileddnias, assim
como uma técnica de transformagao representativa de plastideo.

Muitos vetores estdo disponiveis para a transformagédo usando
Agrobacterium tumefaciens. Estes carregam tipicamente pelo menos uma
sequéncia fronteira de T-DNA e incluem vetores tais como pBIN19 (Bevan,
Nucl. Acids Res. (1984)). Para a construgao dos vetores uteis na transfor-
magdo de Agrobacterium, veja, por exemplo, a publicagédo do Pedido de Pa-
tente US N° 2006/0260011, aqui incorporada pela referéncia.

A transformagdo sem o uso de Agrobacterium tumefaciens con-
torna a exigéncia para sequéncias de T-DNA no vetor de transformagao es-
colhido e consequentemente os vetores que faltam estas sequéncias podem
ser utilizados além dos vetores tais como esses descritos acima que contém
sequéncias de T-DNA. As técnicas de transformagdo que ndo contam com
Agrobacterium incluem a transformacao através do bombardeio da particula,
da captagao de protoplasto (por exemplo, PEG e eletroporagao) e microinje-
¢do. A escolha do vetor depende da maior parte da selegdo preferida para a
espécie que estd sendo transformada. Para a construgdo de tais vetores,
veja, por exemplo, Pedido US N° 20060260011, aqui incorporado pela refe-
réncia.

Para a expressdo de uma sequéncia de nucleotideo util na pre-
sente invengao em plastideos de planta, o vetor de transformagao de plasti-
deo pPH143 (WO 97/32011, exemplo 36) é usado. A sequéncia de nucleoti-
deo é introduzida em pPH143 que substitui desse modo a sequéncia de co-
dificagdo de PROTOX. Este vetor &€ entdo usado para a transformagao de
plastideo e a selegdo dos transformantes para a resisténcia de espectinomi-
cin. Alternativamente, a sequéncia de nucleotideo € introduzida em pPH143
de modo que substitua o gene aadH. Neste caso, os transformantes sao se-
lecionados para a resisténcia aos inibidores de PROTOX.

As técnicas de transformacgao para dicotiledons sdo bem conhe-

cidas na area e incluem as técnicas baseadas em Agrobacterium e técnicas
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que nao exigem Agrobacterium. As técnicas nao-Agrobacterium envolvem a
captagdo de material genético exdégeno diretamente pelos protoplastos ou
células. Isto pode ser realizado por PEG ou captagdo mediada por eletropo-
ragdo, entrega mediada por bombardeio de particula, ou microinjegado. Os
exemplos destas técnicas sdo descritos por Paszkowski et al., EMBO J.
3:2717 - 2722 (1984), Potrykus et al.,, Mol. Gen. Genet. 199:169 - 177
(1985), Reich et al., Biotechnology 4:1001 - 1004 (1986), e Klein et al., Natu-

.re 327:70 - 73 (1987). Em cada caso as células transformadas sao regene-

radas as plantas inteiras usando as técnicas padrao conhecidas na area.

A transformagdo mediada por Agrobacterium é uma técnica pre-
ferida para a transformagao de dicotiledons por causa de sua alta eficiéncia
de transformacao e de sua ampla utilidade com muitas espécies diferentes.
A transformag@o de Agrobacterium envolve tipicamente a transferéncia do
vetor binario que carrega o DNA estrangeiro de interesse (por exemplo,
pCiB200 ou pCIB2001) a uma cepa de Agrobacterium apropriada que possa
depender do complemento de genes vir carregados pela cepa de Agrobacte-
rium hospedeira ou um plasmideo de Ti corresidente ou cromossomalmente
(por exemplo, cepa CIB542 para pCIB200 e pCIB2001 (Uknes et al. Plant
Cell 5: 159 - 169 (1993)). Transferéncia do vetor binario recombinate a Agro-
bacterium ¢é realizada por um procedimento de acoplamento triparental u-
sando E. Coli que carrega o vetor binario recombinante, uma cepa E. Coli
ajudante que carrega um plasmideo tal como pRK2013 e que possa ser ca-
paz de mobilizar o vetor binario recombinante a cepa Agrobacterium-alvo.
Alternativamente, o vetor binario recombinante pode ser transferido a Agro-
bacterium pela transformacido de DNA (Hofgen & Willmitzer, Nucl. Acids
Res. 16:9877 (1988)).

A transformacgdo da espécie de planta-alvo pelo Agrobacterium
recombinante geralmente envolve o cocultivo do Agrobacterium com os ex-
plantes da planta e segue protocolos bem conhecidos na técnica. Tecido
transformado é regenerado no meio selecionavel que carrega o marcador de
resisténcia de antibidtico ou herbicida presente entre as fronteiras de T-DNA

de plasmideo binario.
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Uma outra aproximagdo as células de planta de transformacéao
com um gene envolve propelir particulas ativas biologicamente ou inertes em
tecidos de planta e células. Esta técnica é descrita na Patente US N%
4.945.050, 5.036.006, e 5.100.792 todas a Sanford et al. Geralmente, este
procedimento envolve propelir particulas biologicamente ativas ou inertes
nas células sob condigdes eficazes para penetrar a superficie exterior da
célula e ter recursos para a incorporagido dentro do interior das mesmas.
Quando as particulas inertes sao utilizadas, o vetor pode ser introduzido na
célula revestindo as particulas com o vetor que contém o gene desejado.
Alternativamente, a célula-alvo pode ser cercada pelo vetor de modo que o
vetor é carregado na célula pela vigilia da particula. As particulas biologica-
mente ativas (por exemplo, células de levedura secas, bactéria seca ou um
bacteriéfago, cada um contendo DNA de contencdo a ser introduzido) po-
dem igualmente ser propelidos no tecido de célula de planta.

A transformacao da maioria das espécies de monocotiledon ago-
ra igualmente tornou-se rotineira. As técnicas preferidas incluem transferén-
cia direta do gene nos protoplastos usando PEG ou técnicas de eletropora-
¢ao, e bombardeio da particula no tecido callus. As transformagdes podem
ser empreendidas com uma Unica espécie de DNA ou multiplas espécies de
DNA (isto é, cotransformacdo) e ambas dessas técnicas sdo apropriadas
para o uso com esta invengdo. Cotransformag¢éo pode ter a vantagem de
evitar a construcao de vetor completa e de gerar plantas transgénicas com
locus nédo ligado para o gene de interesse e marcador selecionavel, permi-
tindo a remogéo do marcador selecionavel em geragdes subsequentes, se
este for considerado desejavel. Entretanto, uma desvantagem do uso da co-
transformacao é a frequéncia menos de 100% com que as espécies separa-
das de DNA sdo integradas no genoma (Schocher et al. Biotechnology
4:1093 - 1096 (1986)).

Pedidos de Patente EP 0 292 435, EP 0 392 225, e WO
83/07278 descrevem técnicas para a preparagdo de callus e protoplastos de
uma linha pura elite de milho, transformagao de protoplastos usando PEG ou

eletroporagao, e a regeneragao de plantas de milho dos protoplastos trans-
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formados. Gordon-Kamm et al. (Plant Cell 2:603 - 618 (1990)) e Fromm et al.
(Biotechnology 8: 833 - 839 (1990)) publicaram técnicas para a transforma-
¢ao da linha de milho derivada de A188 usando o bombardeio da particula.
Além disso, WO 93/07278 e Koziel et al. (Biotechnology 11:194 - 200 (1993))
descrevem técnicas para a transformacao de linhas puras elite de milho pelo
bombardeio da particula. Esta técnica utiliza embrides de milho imaturos de
comprimento de 1.5-2.5 mm extirpado de uma orelha do milho 14-15 dias
apos a polinizagdo e um dispositivo de PDS-1000He Biolistics para o bom-
bardeio.

A transformacgao do arroz pode igualmente ser empreendida pe-
las técnicas de transferéncia do gene diretas que utilizam os protoplastos ou
bombardeio da particula. Transformagdo mediada por protoplasto foi descrita
por tipos Japénicos e indicos (Zhang et al. Plant Cell Rep 7: 379 - 384
(1988); Shimamoto et al. Nature 338:274 - 277 (1989); Datta et al. Biotech-
nology 8: 736 - 740 (1990)). Ambos os tipos sdo iguaimente rotineiramente
transformaveis usando bombardeio de particula (Christou et al. Biotechno-
logy 9:957 - 962 (1991)). Além disso, WO 93/21335 descreve técnicas para a
transformagao do arroz através de eletroporagao.

Pedido de Patente EP 0 332 581 descreve técnicas para a gera-
¢ao, transformacao e regenerag¢ao dos protoplastos de Pooideae. Estas téc-
nicas permitem a transformagido de Dactylis e trigo. Além disso, a transfor-
macgao do trigo foi descrita por Vasil et al. (Biotechnology 10:667 - 674
(1992)) usando o bombardeio da particula em células de callus regeneraveis
de longo termo do tipo C, e igualmente por Vasil et al. (Biotechnology 11:
1553-1558 (1993)) e Weeks et al. (Plant Physiol. 102:1077 - 1084 (1993))
usando o bombardeio da particula de embrides imaturos e callus derivados
de embrido imaturo. Uma técnica preferida para a transformacao do trigo,
entretanto, envolve a transformacao do trigo pelo bombardeio da particula de
embrides imaturos e inclui uma sacarose elevada ou uma etapa elevada de
maltose antes da entrega do gene. Antes do bombardeio, todo 0 nimero dos
embrides (0.75-1 mm de comprimento) € chapeado no meio do MS com a
sacarose de 3% (Murashiga & Skoog, 15:473 - 497 (1962)) e 3 mg/1 2,4-D
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para a indugdo de embrides somaticos, o qual é permitido prosseguir no es-
curo. No dia escolhido do bombardeio, os embriées sdo removidos do meio
da indugao e colocados no osmoticum (isto €, meio da indu¢gao com a saca-
rose ou maltose adicionada na concentragdo desejada, tipicamente 15%).
Os embrides sdo permitidos para plasmolisar durante 2-3 horas e entdo
bombardeados. Vinte embrides por placa-alvo sdo tipicos, embora nao criti-
cos. Um gene apropriado carregando plasmideo (tal como, pCIB3064 ou
pSOG35) é precipitado em particulas de ouro do tamanho do micrémetro
usando procedimentos padrao. Cada placa dos embrides é disparada com o
dispositivo de hélio Dupont BIOLISTICS® usando uma pressdo do estouro
de aproximadamente 1000 psi usando uma tela padréo de 80 mesh. Apds o
bombardeio, os embrides sdo colocados de novo no escuro para recuperar
por aproximadamente 24 horas (ainda no osmoticum). Apos 24 horas, os
embrides sdo removidos do osmoticum e colocados para tras no meio da
indugcdo onde permanecem por aproximadamente um més antes da regene-
ragao. Aproximadamente um més mais tarde os embrides explantes com
desenvolvimento de callus embriogénico sdo transferidos ao meio de rege-
neragao (MS + 1 mg/litro NAA, 5 mg/litro GA), ainda contendo o agente de
selecdo apropriado (10 mg/1 basta no caso de pCIB3064 e 2 mg/1 de meto-
traxato no caso de pSOG35). Apdés aproximadamente um més, os tiros de-
senvolvidos sdo transferidos aos recipientes estéreis maiores conhecidos -
como "GA7s" que contém o MS de meia-forga, 2% de sacarose, e a mesma
concentragao de agente de selegao.

Foi descrita a transformagado de monocotiledénios utilizando A-
grobacterium. Veja, WO 94/00977 e Patente U. S. N° 5.591.616, sendo cada
uma delas aqui incorporadas por referéncia. Veja também, Negrotto et al.
Plant Cell Reports 19: 798-803 (2000), aqui incorporados por referéncia. Por
exemplo, o arroz (Oryza sativa) pode ser utilizado para a geragao de plantas
transgénicas

Varios cultivares de arroz podem ser utilizados (Hiei et al., 1994,
Plant Journal 6:271-282; Dong et al., 1996, Molecular Breeding 2:267-276;
Hiei et al., 1997, Plant Molecular Biology, 35: 205-218). Além disso, os com-
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ponentes de diversos meios descritos abaixo podem variar em quantidade
ou serem substituidos. As respostas embriogénicas s&o iniciadas e/ou cultu-
ras sao estabelecidas a partir de embrides maduros por cultura em meio MS-
CIM (sais MS basal, 4,3 gl/litro; vitaminas B5 (200X), 5 ml/litro, sacarose, 30
g/litro; prolina, 500 mg/litro; glutamina, 500 mg/litro; hidrolisado de caseina,
300 mg/litro, 2,4-D (1 mg/ml), 2 ml/litro; ajustar o pH para 5,8 com 1 N KOH,;
Fitagel, 3 g/litro).

Os embrides maduros nas fases iniciais da resposta da cultura
ou linhas de cultura estabelecida sdo inoculados e cocultivados com Agro-
bacterium tumefaciens LBA4404 (Agrobacterium) contendo a construgdo do
vetor desejado. O Agrobacterium é cultivado a partir de estoques de glicerol
em meio sélido YPC (100 mg/L espectinomicina e qualquer outro antibiético
adequado) por cerca de 2 dias a 28°C. O Agrobacterium é novamente sus-
penso em meio liquido MS -CIM. A cultura de Agrobacterium é diluida em
OD600 de 0,2-0,3 e a acetoseringona € adicionada a uma concentragao final
de 200 uM. A acetoseringona € adicionado antes da mistura na solugéo com
as culturas de arroz para induzir o Agrcbacterium para transferir DNA para
as células vegetais.

Para a inoculagéo, as culturas de plantas sdo imersas na sus-
pensao bacteriana. A suspensdo bacteriana liquida é retirada e as culturas
inoculadas s&o colocadas em meio de cocultivo e incubadas a 22°C por dois
dias. As culturas sdo entdo transferidas para meio MS-CIM com Ticarcilina
(400 mg/litro) para inibir o crescimento de Agrobacterium. Para os construc-
tos utilizando o gene marcador de selegcao PMI(Reed et al. In Vitro Cell. Dev.
Biol.-Plant 37: 127-132), as culturas sao transferidas para o meio de selegao
contendo manose como uma fonte de carboidrato (MS com 2% de manose,
300 mg/litros Ticarcilina), apds 7 dias, e cultivadas por 3-4 semanas no escu-
ro. Colbnias resistentes s&o entdo transferidas para meio de indugéo de re-
generagéo (MS sem 2,4-D, 0,5 mg/litro IAA, 1 mg/litro zeatina, 200 mg/litro
TIMENTIN Manose 2% e 3% de sorbitol) e cultivadas no escuro por 14 dias.
As coldnias de proliferagdo s&o entdo transferidas para outro meio de indu-

Gao de regeneracgao e movidas para a sala de crescimento de luz.
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Brotos sao transferidos para recipientes GA7 com GA7-1 suporte
(MS sem horménios e 2% sorbitol) por duas semanas e depois sdo transferi-
dos para a estufa quando estdo grandes o suficiente e tém raizes adequa-
das.As plantas sdo transplantadas para o solo na estufa (para produgéo)
crescidas até o amadurecimento € a semente de Ti € colhida. Para a trans-
formagéao de plastideos, sementes de Nicotiana tabacum cv "Xanthienc" s&o
germinadas sete por placa de 1 "matriz circular em meio agar T e bombar-
deado 12-14 dias apd6s a semeadura com 1 um particulas de tungsténio
(MLO, Biorad, Hercules, Calif .) revestidas com DNA de plasmideos pPH143
e pPH145 essencialmente como descrito (Svab, Z. e Maliga, P. (1993) PNAS
90, 913-917). As mudas bombardeadas sido incubadas em T médio por dois
dias depois que as folhas sdo cortadas e colocadas de lado em luz brilhante
(350-500 photons/m2/s umol) em placas de meio de RMOP (Svab, Z., Haj-
dukiewicz, P. e Maliga, P. (1990) PNAS 87, 8526-8530) contendo 500 ug/mi
de dicloridrato espectinomicina (Sigma, St. Louis, Mo.). Brotos resistentes
que aparecem debaixo das folhas branqueadas de trés a oito semanas apoés
o0 bombardeamento sao subclonadas para o0 mesmo meio seletivo, poderao
formar caules e brotagbes secundarias isoladas e subclonadas. A segrega-
¢do completa de copias de genomas de plastidios transformadas (homo-
plasmicidade) em subclones independentes & avaliada através de técnicas
padrao de Southern blotting (Sambrook et al., (1989) Molecular Cioning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor).
BamHI/EcoRI-digerida total do ADN celular (Mettler, 1. J. (1987) Plant Mol
BiolReporter 5, 346349) é separado em 1% Tris-borato (TBE) géis de agaro-
se, transferidos para membranas de nailon (Amersham) e experimentada
com. Sup.32P-rotulada aleatoriamente com sequéncias de correspondentes
a um BamHI 0,7 kb/Hindlll fragmento de DNA de PC8 Brotos homoplasmico
estao enraizadas em condi¢gdes assépticas espectinomicina-MS conten-
do/IBA médio (McBride, KE et al. (1994) PNAS 91, 7301-7305) e transferido
para a estufa.

As plantas obtidas através de transformagéo, com uma sequén-

cia de acido nucleico da presente invencdo pode ser qualquer um de uma
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grande variedade de espécies vegetais, incluindo os de monocotiledéneas e
dicotiledéneas, entretanto, as plantas usadas no método da invengao sédo
preferivelmente selecionado a partir da lista de culturas agronomicamente-
alvo de importantes safras estabelecidas acima. A expressdo de um gene da
presente invencdo em combinagdo com outras caracteristicas importantes
para a produgao e qualidade pode ser incorporada as linhas de plantas por
meio de reprodugdo. Breeding abordagens e técnicas sdo conhecidas na
técnica. Veja, por exemplo, o galés JR, Fundamentals of Plant Genetics and
Breeding, John Wiley & Sons, NY (1981); Crop Breeding, Wood D. R. (Ed.)
Sociedade Americana de Agronomia Madison, Wis. (1983); Mayo O., The
Theory of Plant Breeding, Second Edition, Clarendon Press, Oxford (1987),
Singh, PD, melhoramento para resisténcia a doengas e pragas de insetos,
Springer-Verlag, NY (1986) e Wricke e Weber, Genética Quantitativa e Me-
Ihoramento de Plantas Selegao, Walter de Gruyter and Co., Berlim (1986).

As propriedades de engenharia genética nas sementes transgé-
nicas e plantas descritas acima sao transmitidas pela reprodugao sexual ou
crescimento vegetativo e pode, portanto, ser mantida e propagada nas plan-
tas descendentes. Geralmente, a manutengdo e a propagagao fazem uso de
métodos agricolas conhecidos desenvolvidos para atender fins especificos,
tais como cultivar, semear ou colher.

Os exemplos a seguir sdo oferecidos a titulo de ilustragdo, e ndo
por meio de limitagio.
EXPERIMENTAL

Exemplo 1:
Produgao de glicose utilizando amilase e glicoamilase expressando as plan-

tas.

Dois tipos diferentes de milho foram moidos para uma farinha e
misturados em proporg¢des definidas. O primeiro tipo foi 0 797GL3 milho ami-
lase (isto &, "Corn Amylase" [amilase de milho], ou "CA"; descrito na U.S.
Patente N° 2006/0230473, arquivado em 12 de outubro, 2006, nesta incorpo-
rada por referéncia). O segundo milho foi o incorporado que expressa o

Thermomyces lanuginosus enzima glucoamilase (isto &, "TIGA”). Este milho
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foi transformado com a construgao pNOV12493, que tem o gamma-zein
conducgao promotora do gene tlga. A enzima foi orientada para o apoplasto
das células do endosperma.

As farinhas de milho transgénico foram misturadas em diferentes
proporgées (19: 1, 9: 1, 5: 1, 4: 1 e 1: 1; T1IGA: CA, w/w) em agua, incuba-
dos em diferentes temperaturas (30 - 900C ) para diferentes tempos (1h -
72h), e em diferentes niveis de solidos (1%, 10% e 25% de soélidos totais,
w/v). O saldo de sélidos na mistura composta de farinha de milho amarela
Dent. Os resultados foram comparados com uma composi¢cdo de 100% de
farinha de milho amarela Dent. A produgido de glicose foi medida e usada
para calcular a percentagem de amido hidrolisado. A figura 2 demonstra a
sinergia entre a glicoamilase (TIGA) e amilase (ingremes) para a produgéo
de glicose.

Exemplo 2:
Otimizagao de GA e Mistura CA

O trabalho adicional (ndo € mostrado) foi feito para melhorar as
condi¢cdes para maximizar a conversdo do amido em glicose. A temperatura
o6tima para este ensaio foi de 65 - 700C.

A mistura étima foi de 4: 1 (80% do milho e 20% tlga milho ami-
lase), em uma mistura de 10% de sdlidos (10% TIGA/mistura CA, milho den-
tado 90% amarelo). Incubando a mistura por 1-3 dias, superior a 90% do
amido & convertido em glicose e pequenos agucares soluveis (figura 3). E-
xiste uma dependéncia da temperatura para o equilibrio entre a glicose e
pequenos agucares soluveis.

Incubando uma mistura de 80% dos Thermomcyes lanuginosus
glicoamilase expressando farinha de milho com 20% de 797GL3-amilase
expressa farinha de milho em 65-700C, fomos capazes de degradar> 90%
do amido em glicose e outros agucares solaveis.

Dado que este processo estava olhando para um "um"” pote de
amido para a conversao de glicose, que ndo foi melhorado para a Amilase
processo de etanol de milho modificado convencional. Ao fazer isso, espera-

se que, mesmo mais do amido pode ser hidrolisado. Além disso, essas mis-
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furas sao especificas para os eventos TLGA que foram testados e podem
ser usados como um modelo para melhorar misturas para aplicagdes especi-
ficas, usando outro trago contendo culturas.

Esta combinagdo de amilase e glicoamilase expressas no milho
mostram a capacidade de digerir o amido em agucares fermentaveis, portan-
to, ele deve funcionar bem em um processo de fermentagdo do etanol. Além
disso, um saco de mistura de dois eventos de milho que contém enzimas
tem a capacidade de entregar a mistura correta de material vegetal colhido
para a instalagao de produgao de etanol.

Exemplo 3:
Pré-plantio determinagdo da atividade da amilase e glicoamilase em mistu-
ras de grao colhido:

A atividade de amilase em grao colhido pode ser determinada a
partir do potencial de rendimento de variedades de milho que compdem a
mescla de sementes, o nivel de expressdo do trago na variedade de milho, e
o proporgao de que as variedades de milho sdo misturadas com a mistura de
sementes. O potencial de rendimento (Y) em unidade de peso por unidade
de superficie [por exemplo, bushels por acre (bu/ac)] para as variedades de

milho expressando caracteristica pode ser determinado por métodos bem

descrito no artigo. O nivel de expressao da enzima em plantas (X) na unida-

de de atividade por unidade de massa [por exemplo, unidades de atividade
por bushel (U/bu)] pode ser determinado por métodos de analises quantitati-
vas descritas a seguir. As percentagens (Z) da semente de milho do trago
expressando variedade de milho e de sementes de variedades de milho nao-
caracteristica sao determinadas por pesagem, ambas as variedades anterio-
res a mistura de sementes. A atividade da amilase [E (A)] em grdo colhido
nas unidades de atividade por unidade de massa (por exemplo, U/bushel)
pode ser calculada pela equagao abaixo:

Equacao 1: E(A) = (XA x ZA x YA) [(ZA x YA) + (Z0 x Y0)]
Onde:
E (A) € o nivel de atividade de amilase em graos colhidos

XA é o nivel de expressdo de amilase em graos
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YA é o potencial de rendimento da amilase expressando a variedade do mi-
tho
ZA é o percentual de trago expressando a variedade do milho
Yo é o potencial de rendimento da variedade ndo-caracteristica do milho
Zo é o percentual de variedade nao-caracteristica do mitho

A atividade da amilase E (A) e glicoamilase atividade E (G) em
grao colhido decorrentes de uma semente Admix amilase e glicoamilase em
unidades de atividade por unidade de massa (U/bushel) pode ser calculada
pela equagao 2A (amilase) e 2B (glicoamilase) abaixo:
Equagdo 2A: E(A) = {(XA x ZA x YA)/[(ZA x YA) + (ZG x YG) + (Z0 x YO0)] }
Equacédo 2 B:E(G) = {(XG x ZG x YG)/[(ZA x YA) + (ZG x YG) + (Z0 x YO)] }
Onde:
E (A) é o nivel de atividade de amilase em graos colhidos E (G) € o nivel de
atividade da glicoamilase em grao colhido
XA & o nivel de expressao de amilase em graos
Ya é o potencial de produgédo da amilase expressando variedade de milho
Za é o percentual de amilase expressando variedade de milho
XG € o nivel de expressao da glicoamilase,
YG grao € o potencial de rendimento da glicoamilase expressando variedade
de milho
ZQ é o percentual da variedade de milho expressando glicoamilase
Yo é o potencial produtivo da variedade de milho ndo-caracteristica
ZQ é o percentual da variedade n&ao-caracteristica do milho
Exemplo 11:
Mistura de Saco de Fitase de Milho

Grao de milho expressando fitase derivado de hibrido de fitase
homozigoto foi misturado com grdo de milho convencional a variadas razdes
(5%, 10%, 15%, 25% ou 100% de milho fitase) e plantado em quatro diferen-
tes locais geograficos. O grdo foi colhido e aliquotado em um total de 16 a-
mostras de 1 kg (4 conjuntos de amostras de cada um dos 4 locais). Para
analise de atividade de fitase, um subamostra de 100 gramas de cada amos-

tra de 1 kg foi preparada para analise moendo 100 g em um moinho Perten
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Hammer usando uma peneira 0.8mm. As amostras foram pesadas em tripli-
cata para extragdo e ensaiadas em triplicata usando o método descrito na
Publicagcédo de Pedido Internacional de Patente WO 2007/002192. Os resul-
tados s&o apresentados na tabela 1 abaixo.

Tabela 1:

Resultados de ensaio de atividade. A unidade fitase média (FTU)/g € a mé-

dia de trés extragbes diferentes.

MATID Local Mistura ] FTUg | Exvaggo | Extragao | % de fitase
: { madio | tiicata triplicata homozigoto na
: (FTU/G) %Cv || amostra
0KD000060 | 8409 100% fitase homozigoto | 11578 18,8 1157,8 100,0%
— . 5% mistura
OTEDOOO00 | 8409 15% mistura 67,0 5,7 67,0 5,8%
07K D0O00001 | 8409 26% mistura 754 6,4 754 6,5%
O7RI0000O2 | 8409 100% fitase homozgoto 3069 38 3069 %.5%
OSKDO0OO6GE 1630 1347,9 29,1 13479 100,0%
OTKDODOOC3 | 7630 5% mistura 437 1,6 437 3,.2%
OTKDO00004 | 7630 15% mistura 196,8 1,9 196,8 14,6%
07KDOO000S | 7630 25% mistura 403,9 38 4039 30,0%
OKDO0OGT1 | 761N 100% fitase homozigoto  {1249,7 24 12497 100,0%
OTKDO00006 | T6IN 5% mistura 103 00 103 08%
OTEDONOG07 | 61N 15% m?stura 127,6 1,2 127,6 10,2%
07KDO0O00S | 61N Lmisra 216 50 276 19,8%
O6KD00G0T7 | 7334 100% fitase homozigoto  §1450,3 176 1450,3 100,0%
5% mistura
QTEDOO0OGY | 7334 15% mistura 35,0 1,8 35,0 24%
Q7TRDOO0OLI0 | 7334 25% mistura 151,3 55 151,3 10,4%
7EDOO0NT | 7334 4225 3,8 4225 29,1%

Exemplo 12:
Amostras para Mistura de Saco de Amilase de Milho

Sementes de 4 diferentes hibridos expressando Amilase de Mi-
lho (CA) hemizigotos foram misturadas com sementes negativas isogénicas
de cada hibrido a razdes variadas (5%, 15%, 25% ou 100% de sementes de
Amilase de Milho) e plantadas em cinco locais geograficos diferentes. O mi-
Iho nos terrenos foi deixado abrir polinizado e 20 espigas foram colhidas do
centro do terreno para cada local e cada hibrido para fazer uma amostra
compdsita de aproximadamente 1 kg. Para analise de da atividade alfa-
amilase, uma subamostra de 250 gramas de cada amostra de 1 kg foi moida
usando um Moinho de Disco Perten Laboratory 3600 no ajuste 0. Milho de

commodity NK N58-D1 foi moido usando o mesmo moinho no mesmo ajuste
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para usar como um controle negativo. O teor de umidade da farinha foi to-
mado usando aproximadamente 0.75 g de farinha no Analisador de Umidade
de Halogénio Mettler Toledo HB43 a 130°C. O teor de umidade foi usado
para calcular peso seco usando a férmula:

(Peso molhado) = (peso seco)/(1 - (% de umidade na farinha/100))

Curva-padrio para Prever a Razdo de Mistura:

Farinha de grédo 100% CA foi usada para fazer misturas a niveis
de 0, 1,0, 2,5, 5, 10, 15 e 20% CA para construir uma curva-padrao usando
um ensaio viscométrico. Para fazer 75 g de cada mistura, aliquotas apropri-
adas de farinha 100% CA foram misturadas com farinha de milho de com-
modity N58-D1 com base no peso seco das farinhas. A atividade alfa-
amilase foi determinada medindo a atividade de redugéao de viscosidade des-
tas misturas de Amilase de Milho no substrato de amido. A viscosidade foi
medida usando um visco-analisador RVA (Newport Scientific). Para ajustar
as reacgodes, o teor de umidade do substrato de amido (grau Alimenticio de
supermercados) foi primeiro determinado usando o método descrito acima.
Um recipiente de viscosimetro foi colocado, entdo, em uma balanga e a ba-
langa foi calibrada a zero. 2,7 g de peso seco de amido foi adicionado ao
recipiente do viscosimetro. 0,3 g de peso seco de cada uma das misturas
CA foi pesado em uma balanga analitica separada e, entdo, acrescentado ao
recipiente do viscosimetro. Tampao de acetato de sédio 50 mM, pH 5 foi a-
crescentado, entdo, ao recipiente para trazer o conteudo total do recipiente a
30,00 g. O conteudo do recipiente foi misturado, entdo, completamente de
forma que a mistura fosse homogénea e nenhuma aglomeragio estivesse
presente no recipiente. Uma pa de viscosimetro foi inserida, entao, dentro de
um visco-analisador RVA-4 preaquecido rapidamente para comegar a anali-
se. A tabela 2 mostra o método de analise usado no RVA-4.

Tabela 2:

Parametros de analise de viscosidade RVA-4

Tempo Tipo de mudangas Valores
00:00:00 Temperatura 50°C
00:00:00 Velocidade 960 rpm
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Tempo Tipo de mudangas Valores
00:00:10 Velocidade 160 rpm
00:01:00 Temperatura 50°C
00:06:00 Temperatura 90°C
00:08:00 Temperatura 90°C
00:10:00 Temperatura 50°C
Tempo entre leituras: 4 segundos

As leituras de viscosidade foram registradas a 7.2 minutos para
cada mistura na curva-padrao estabelecida (0, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0 e
20,0% CA) em triplicata e analisadas usando pacote de software JMP (SAS
Institute). As leituras de viscosidade foram log-transformadas (base 10) € um
modelo de regressao de quadrados minimos foi usado para gerar as curvas
padréo e declives estimados e interceptacdes y. Para todas as amostras,
graficos dos dados indicaram uma relagdo linear entre viscosidade e dose de
amilase de milho. Os declives e interceptagdes y foram todos significativos
(p < 0,001) e foram usados para gerar a equagao seguinte:
Logio (Viscosidade) = interceptagéo y - declive * (Dose)

Medicao de Viscosidade de Amostras de Mistura de Sacao:

A viscosidade da farinha de misturas de saco colhidas de 5% e
15% CA foi medida em triplicata usando o mesmo método. A curva-padrao
descrita acima indicou que a viscosidade plotada contra a razdo de mistura

era linear de 0% CA a 20% CA. Nenhuma atividade foi detectada no controle

Para farinha de misturas de saco colhidas de 25% CA, as amos-
tras foram diluidas primeiro misturando-as com quantidades iguais de farinha
de milho de commodity N58-D1 para alcangar o nivel de CA de aproxima-
damente 12,5% a fim de ficar dentro da faixa linear da curva-padrao. A vis-
cosidade das amostras foi, entdo, medida em RVA-4 em triplicata. A razao
de mistura de Amilase de Milho no gréo foi, entdo, calculada usando as cur-
vas padrao com base na férmula seguinte:

Dose de CA (%) = (logso (Viscosidade Média Observada) - Interceptagéo
Y)/Declive
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Amostras de mistura de saco colhidas foram coletadas de cada
local como descrito no titulo "Amostras para mistura de saco de Amilase de
Milho". O nivel de mistura previsto para cada hibrido em cada local foi de-
terminado como descrito acima. Havia variagdo consideravel dos niveis de
mistura previstos ao comparar o0 mesmo hibrido através de varios locais. A-
Iém disso, havia variagdo consideravel entre hibridos quando foram compa-
rados hibridos no mesmo local. Dados para todos os hibridos em todos os
locais foram combinados juntos e demonstraram que o nivel de mistura pode
ser previsto com base na técnica descrita acima para produzir a mistura de
saco e sao mostrados na tabela 3.

Tabela 3:
Niveis de mistura de grdo de Amilase de Milho medidos usando o ensaio

viscométrico

Mistura de CA em semente (%) Mistura de CA em grao (%)
5 8,1
15 18,7
25 28,2

Exemplo 13: Amostras para glucoamilase Thermomyces lanuginosus e mis-
tura de saco de Amilase de Milho
Sementes de um hibrido de milho expressando Thermomyces

lanuginosus glucoamilase (TIGA) hemizigotc hcmogénes € uim hibrido de

9]
3

milho expressando Amilase de Milho (CA) hemizigoto homogéneo foram
misturadas a razdo de 80% TIGA:20% CA para constituir a entrada de con-
trole. Estas sementes misturadas ainda foram misturadas com sementes
hibridas de milho negativas isogénicas que formaram a entrada de teste de
mistura de saco na razdo de 90% Negativo: 10% (80% TIGA:20% CA). Am-
bas as entradas de controle e teste foram plantadas em um local geografico.
A entrada de controle (80% TIGA:20% CA) foi autopolinizada. Todas as es-
pigas da entrada de controle foram colhidas por filas (20 filas no total) para
gerar 20 amostras. Aliquotas de grdo de 150 g foram tomadas de cada a-
mostra e 10 amostras fortuitas foram misturadas para fazer duas amostras

compostas (Batelada 1 e Batelada 2). A entrada de teste (90% Negati-



10

15

20

25

30

60

vo:10% (80% TIGA:20% CA)) foi plantada como uma unica unidade conten-
do 32 filas de largura e 6 blocos de filas de 15 pés e foi abrir polinizagéo pa-
ra simular misturagdo natural de pélen transgénico e ndo transgénico. As
filas do centro (15 filas no total) do bloco de centro da entrada de teste foram
colhidas para gerar 15 amostras. Do grao produzido na entrada de teste,
foram levadas aliquotas de 150g de cada amostra e 7 e 8 amostras fortuitas
foram misturadas para fazer duas amostras compostas (Batelada 1 e Bate-
lada 2). Todas as quatro amostras compostas € o milho de commodity NK
N58-D1 foram moidos usando um Moinho de Disco Perten Laboratory 3600
no ajuste 0. O conteludo de umidade foi tomado usando aproximadamente
0.75 g de farinha no Analisador de Umidade de Halogénio Mettler Toledo
HB43 a 130°C. O contelido de umidade foi usado para calcular peso seco
usando a férmula:
(Peso molhado) = (peso seco)/(l - (% de umidade de farinha/100))

Curva-padrao para Prever a Razdo de Mistura de CA:

Farinha do milho de controle (80% TIGA:20% CA) foi usada para

fazer misturas a niveis de 0, 1,0, 2,5, 5, 10, 15 e 20% CA para construir uma

curva-padrao usando um ensaio viscométrico. Para fazer 75 g de cada mis-
tura, aliquotas apropriadas de farinha de milho de controle foram misturadas
com farinha de milho de commodity N58-D1 com base no peso seco das
farinhas. A atividade alfa-amilase foi determinada medindo a atividade de
reducado de viscosidade destas misturas de Amilase de Milho no substrato de
amido. Deve ser notado que TIGA nas farinhas seria inativado durante o en-
saio de viscosidade e dai ndo teve nenhum impacto na redugado de viscosi-
dade do substrato de amido (dados Experimentais ndo-mostrados). A visco-
sidade foi medida usando um visco-analisador RVA -4 (Newport Scientific).
Para ajustar as reacgdes, o conteido de umidade do substrato de amido
(grau Alimenticio de supermercados) foi primeiro determinado usando o mé-
todo descrito acima. Um recipiente de viscosimetro foi colocado, entao, em
uma balanga e a balancga foi calibrada a zero. 2,7 g de peso seco de amido
foram adicionados ao recipiente do viscosimetro. 0,3 g de peso seco de ca-

da uma das misturas de CA foi pesado em uma balanga analitica separada
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e, entdo, acrescentado ao recipiente do viscosimetro. Tampao de acetato de
sodio 50 mM, pH 5 foi acrescentado, entdo, ao recipiente para trazer o con-
teudo total do recipiente a 30,00 g. O conteudo do recipiente foi misturado,
entédo, completamente de forma que a mistura fosse homogénea e nenhuma
aglomeragéo estivesse presente no recipiente. Uma pa de viscosimetro foi
inserida, entdo, dentro do recipiente e o recipiente foi colocado dentro de um
visco-analisador RVA-4 preaquecido rapidamente para comegar a analise. O
método de analise usado no RVA-4 esta mostrado na tabela 2 acima.

As leituras de viscosidade foram registradas a 7,2 minutos para
cada mistura na curva-padrdo estabelecida (0, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0 e
20,0% CA) em triplicata e analisadas usando pacote de software JMP (SAS
Institute). As leituras de viscosidade foram lcg-transformadas (base 10) e um
modelo de regressdo de quadrados minimos foi usado para gerar as curvas
padrao e declives estimados e interceptagdes y. Para ambas as amostras de
controle (Batelada 1 e Batelada 2) graficos dos dados indicaram uma relagéao
linear entre viscosidade e dose de amilase de milho. Os declives e intercep-
tagoes y foram todos significativos (p < 0,001) e foram usados para gerar a
equagao seguinte:

Log1¢ (Viscosidade) = interceptagao y - declive * (Dose)

A curva-padrao descrita acima indicou que a viscosidade plotada
contra a razdo de mistura foi linear de 0% CA a 20% CA. Nenhuma atividade
foi detectada no controle negativo.

Medicdo de Razdes de Mistura de CA de Amostras de Mistura de Saco:

A viscosidade das duas bateladas de farinhas do milho de teste
colhido (90% Negativo:10% (80% TIGA:20%CA)) foi medida em triplicata
usando o mesmo método. A razdo de mistura de Amilase de Milho no milho
de teste foi, entdo, calculada usando as curvas padrao com base na formula
seguinte:

Dose de CA (%) = (logie (Viscosidade Observada Média) - Interceptagédo
Y)/Declive
Os resultados mostrados na tabela 4 demonstraram que o nivel

de mistura de CA pode ser previsto com base na técnica descrita acima para
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produzir a mistura de saco. A porcentagem na coluna 4 é representativa da
enzima transgénica total na mistura (CA e TIGA).
Tabela 4:

Niveis de mistura de gréao de Amilase de Milho medidos usando ensaio vis-

comeétrico
. Mistura de CA
Mistura de semente Batelada M'Stu..ra doe CA grao média
90% Negativo:10% 1 7.6 8,2
(80% TIGA:20% CA)
90% Negativo:10% 2 8,7
(80% TIGA:20% CA)

Medicdo de razbes de Mistura TIGA de Amostras de Mistura de Saco:

Amostras de mistura de saco colhidas foram reunidas e prepa-
radas como descrito no titulo "Amostras para glucoamilase Thermomyces
lanuginosus e mistura de saco de Amilase de Milho”. Aproximadamente 3 g
de cada uma das quatro amostras de farinha (milho de controle e milho de
teste) em triplicata foram pesados em tubos de centrifuga cénicos de 50 ml.
40 ml de solugao de EDTA 1 mM foram acrescentados a cada tubo. Um ro-
tador foi usado para misturar os tubos através de inversdo durante uma hora
a temperatura ambiente. Os tubos foram centrifugados, entdo, a 1500 x g
durante 15 min_a 4°C. Uma por¢éo do sobrenadante que foi denominada um
extrato foi, entao, removida para ensaio.

A atividade de glucoamilase em farinha de milho foi determinada
medindo a quantidade de glicose produzida em uma hora do substrato de
amido soluvel a pH 5,5 e 50°C. O tampéao de ensaio era tampao Mcllvanes
pH 5.5 modificado por adigdo de EDTA a uma concentragao final de TmM. O
EDTA foi incluido na extragdo e no tampdo de ensaio para inibir qualquer
alfa-amylase que foi extraida e assim impedir a mesma de interferir com o
ensaio. O substrato é amido soluvel a 2% (p/v) em EDTA 1 mM.

Extratos foram diluidos em série em tampao de ensaio antes do
ensaio. As diluicdbes eram de 3,5 vezes, 12,25 vezes e 42,88 vezes. Cada

extrato foi ensaiado em triplicata.
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O substrato foi aliquotado (50 ul/pogo) em placas PCR de 96
pogos que foram mantidos em gelo. O extrato diluido (50 ul/pogo) foi soma-
do, entdo, e misturado no substrato. As placas foram seladas, entdo transfe-
ridas a termociclones preesfriados. Uma placa (a placa 0 min.) foi aquecida
de 1°C a 95°C na taxa maxima (aproximadamente 1 min foi requerido), man-
tida a 95°C durante 10 min entdo esfriadas até 1°C a taxa maxima. TIGA
perde atividade rapidamente acima de 70°C, assim a etapa de 95°Cinativa a
enzima e para a reagao. A outra placa (a placa de 60 min.) foi aquecida de
1°C a 50°C a taxa maxima e mantida a 50°C durante 60 min. A reagao foi
parada escalonando a temperatura para 95°C e mantida a 95°C durante 10
min, entdo, esfriada até 1°C a taxa maxima.

A glicose gerada nas reacgdes acima foi determinada usando re-
agente de ensaio de glicose comprado de Megazyme (Catalogo #: K-Gluc) e
preparado seguindo as instru¢des do vendedor. 10 ul do conteudo de cada
poco das duas placas PCR de reacido TIGA descritas acima foram transferi-
dos para novas placas de microtitulagdo de 96 pogos. Padrbes de glicose (0
a 2 mg/ml) também foram pipetados (10 pl/pogo) em duplicata nas placas
novas para gerar uma curva-padrao de glicose. Reagente de ensaio de gli-
cose (200 pl/pogo) foi somado com misturagdo. As placas de microtitulagao
foram incubadas a 40°C por 20 min e a absorvancia a 510 nm foi entdo me-
dida. O contelido de glicose das reagoes foi determinado através de referén-
cia a curva-padrio. A atividade do controle negativo foi desprezivel.

Uma unidade de atividade de GA foi definida como a quantidade
de enzima que produziu 1 pumol de glicose por min no ensaio. Resultados
dos ensaios que cairam dentro da faixa linear do ensaio (0.5-10 mU por en-
saio) foram mediados.

Os resultados mostrados na tabela 5 demonstraram que o nivel
de mistura de TIGA no teste pode ser previsto com base na técnica descrita
acima para produzir a mistura de saco. A porcentagem na coluna 5 é repre-
sentativa da enzima transgénica total na mistura (CA e TIGA).

Tabela &:

Niveis de mistura de gréo TIGA medidos usando ensaio de glicose colorimé-
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trico
.. Atividade Mistura
Mistura de se- Batelada Tlggvgj:dféo média entre TIGA de
mente média (8/ ) bateladas grao meé-
g (U/g) dia (%)
80% TIGA:20% 1 29,0 32,4 100
CA
80% TIGA:20% 2 35,8
CA
90% Negati- 1 2,4 2,2 6,7
vo:10% (80%
TIGA:20% CA)
90% Negati- 2 2,0
vo:10% (80%
TIGA:20% CA)

Todas as publicacdes e pedidos de patente mencionados no
relatoério sao indicativos do nivel de habilidade daqueles qualificados na téc-
nica a qual esta invencao pertence. Todas as publicagdes e pedidos de pa-
tente estao neste incorporados para referéncia no mesmo grau se cada pu-
blicagdo individual ou pedido de patente fosse especificamente e individual-
mente indicado para ser incorporado para referéncia.

Embora a invengdo precedente tenha sido descrita em algum
detalhe por meio de ilustragdo e exemplo para propdsitos de clareza de en-
tendimento sera ébvio que certas mudangas e medificagdes podem ser pra-

ticadas dentro do escopo das reivindicagdes em anexo.
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REIVINDICAGOES

1. Método para producado de safra com um nivel predeteminado
de pelo menos uma caracteristica primaria de interesse em tal safra, tal meé-
todo é caracterizado pelo fato de compreender:

a) obtengdo de uma mistura de pelo menos uma primeira e uma
segunda variedade de sementes, onde tal mistura compreende uma percen-
tagem de pelo menos uma variedade de semente que produzira uma planta
apresentando tal caracteristica primaria;

b) plantio de tal mistura de sementes; e,

c) colheita de tal safra, onde tal safra compreende tal nivel pre-
deteminado de pelo menos uma caracteristica primaria,

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que tal mistura ocorre no momento do plantio de tais sementes.

3. Método de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo
fato de que tal caracteristica primaria de interesse & selecionada a patrtir de
uma enzima, nutriente, hormoénio, toxina, marcador selecionavel e uma cor
de revestimento de semente.

4. Método de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado pelo
fato de que tal enzima é celulase.

5. Método de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo
fato de que tal enzima é fitase.

6. Método de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo
fato de que tal enzima € amilase.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo
fato de que tal enzima é glucoamilase.

8. Método de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo
fato de que tal enzima é glucanase.

9. Método de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo
fato de que tal toxina é toxina Bacillus thuringiensis.

10. Método de acordo com a reivindicagado 3, caracterizado pelo
fato de que tal enzima é xilanase.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo
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fato de que tal safra fornece nutrientes (teis para a alimentagéao de animais.

12. Método de acordo com a reivindicagéo 3, caracterizado pelo
fato de que tal caracteristica € util no bioprocessamento.

13. Método de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado pe-
lo fato de que tal caracteristica & util para a produgao de alcool industrial.

14. Método de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado pelo
fato de que tal safra é util para a alimentagdo humana.

15. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que a porcentagem da variedade da semente que produzira tal ca-
racteristica primaria esta ente 0,1% e 99,9% da mistura total.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de compreender ainda pelo menos uma terceira variedade de sementes
na mistura que esta entre 0,1% e 99,8%, onde a soma de cada variedade de
semente na mistura é igual a 100%.

17. Método de acordo com a reivindicagao 16, caracterizado pe-
lo fato de que tal terceira variedade de semente apresenta a mesma caracte-
ristica primaria de interesse como em pelo menos uma das variedades de
semente na mistura.

18. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que tal primeira variedade de semente € distinta de pelo menos uma
segunda variedade de semente.

19. Método de acordo com a reivindicagao 18, caracterizado pe-
lo fato de que tal primeira variedade de semente € distinta da segunda varie-
dade de semente por ter uma cor de revestimento de semente diferente.

20. Método de acordo com a reivindicagao 18, caracterizado pe-
lo fato de que tal primeira variedade de semente € distinta da segunda varie-
dade de semente por ter um tratamento de semente diferente.

21. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que tal primeira variedade de semente produz uma planta que apre-
senta uma primeira caracteristica de interesse € a segunda variedade de
semente produz uma planta que apresenta uma segunda caracteristica pri-

maria de interesse.
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22. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que tal safra é obtida de uma planta selecionada do grupo que con-
siste de arroz, cevada, batata, batata doce, canola, girassol, centeio, aveia,
trigo, milho, soja, beterraba, tabaco, erva Miscanthus, capim, cartamo, arvo-
res, algodao, mandioca, tomate, sorgo, alfafa e cana de agucar.

23. Mistura de sementes pré-embaladas, caracterizada pelo fato
de que pelo menos uma primeira e uma segunda variedade de sementes,
onde pelo menos a primeira variedade de sementes produz uma planta com
uma caracteristica primaria de interesse, onde a percentagem da primeira
variedade de sementes €& inferior a 100% de tal mistura e suficiente para
produzir um nivel predeteminado de tal caracteristica primaria em uma safra
coletada a partir de um campo plantado com a mesma mistura.

24. Mistura, de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizada
pelo fato de que tal caracteristica é selecionada a partir de uma enzima, nu-
triente, hormdnio, toxina, marcador selecionavel e uma cor de revestimento
de semente.

25. Mistura, de acordo com a reivindicagao 24, caracterizada
pelo fato de que tal enzima é celulase.

26. Mistura, de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizada
pelo fato de que tal enzima ¢ fitase.

27. Mistura de acordo com a reivindicagao 24, caracterizado pelo
fato de que tal enzima € amilase.

28. Mistura de acordo com a reivindicagéo 24, caracterizado pelo
fato de que tal enzima € glucoamilase.

29. Mistura de acordo com a reivindicagéo 24, caracterizado pelo
fato de que tal enzima € glucanase.

30. Mistura de acordo com a reivindicagao 24, caracterizado pelo
fato de que tal enzima € xilanase.

31. Mistura de acordo com a reivindicagéo 24, caracterizada pelo
fato de que tal toxina é toxina Bacillus thuringiensis.

32. Mistura de acordo com a reivindicagao 23, caracterizada pelo

fato de que tal safra fornece nutrientes Uteis para a alimentagio de animais.
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33. Mistura de acordo com a reivindicagéo 23, caracterizada pelo
fato de que tal caracteristica é util no bioprocessamento.

34. Mistura de acordo com a reivindicagao 33, caracterizada pelo
fato de que tal caracteristica é util para a producao de alcool industrial.

35. Mistura de acordo com a reivindicagao 23, caracterizada pelo
fato de que tal safra é util para a alimentagdo humana.

36. Mistura de acordo com a reivindicagao 23, caracterizada pelo
fato de que a porcentagem da variedade da semente que produzira tal ca-
racteristica primaria esta ente 0,1% e 99,9%.

37. Mistura de acordo com a reivindicagao 23, caracterizada pelo
fato de compreender ainda pelo menos uma terceira variedade de sementes
na mistura que esta entre 0,1% e 99,8%, onde a soma de cada variedade de
semente na mistura € igual a 100%.

38. Mistura de acordo com a reivindicagdo 23, caracterizada pelo
fato de que tal primeira variedade de semente ¢é distinta de pelo menos uma
segunda variedade de semente.

39. Mistura de acordo com a reivindicagao 38, caracterizada pelo
fato de que tal primeira variedade de semente é distinta da segunda varie-
dade de semente por ter uma cor de revestimento de semente diferente.

40. Mistura de acordo com a reivindicagao 38, caracterizada pelo
fato de que tal primeira variedade de semente & distinta da segunda varie-
dade de semente por ter um tratamento de semente diferente.

41. Mistura de acordo com a reivindicagao 23, caracterizada pelo
fato de que tal primeira variedade de semente produz uma planta que apre-
senta uma primeira caracteristica e a segunda variedade de semente produz
uma planta que apresenta uma segunda caracteristica.

42. Método de acordo com a reivindicagdo 21, caracterizada pe-
lo fato de que tal safra é selecionada a partir do grupo que consiste em ar-
roz, cevada, batata, batata doce, canola, girassol, centeio, aveia, trigo, milho,
soja, beterraba, tabaco, erva Miscanthus, capim, cartamo, arvores, algodao,
mandioca, tomate, sorgo, alfafa e cana de agucar.

43. Método para obtencao de colheita com um nivel predetemi-
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nado de pelo menos uma caracteristica primaria de interesse em tal safra, tal
método é caracterizado pelo fato de compreender:

a) obtencdo de pelo menos uma primeira € uma segunda varie-
dade de sementes, onde pelo menos uma variedade de sementes produz
uma planta que apresenta a caracteristica primaria de interesse;

b) plantio de tal semente;

c) colheita de tal material da planta produzida de cada variedade
de semente; e,

d) combinagdo de um material de planta colhida em uma rela-
G¢ao-alvo, onde a combinagao de tal relagdo-alvo resulta em uma safra com

um nivel predeteminado de pelo menos uma caracteristica primaria.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODO PARA PRODUCAO DE SAFRA, MISTU-
RA DE SEMENTES PRE-EMBALADAS, METODO PARA OBTENGAO DE
SAFRA E METODO PARA DETERMINAGAO DA TAXA DE LICENCIA-
MENTO".

A presente invengdo refere-se a composicdes e métodos para a
producéo de safra com um nivel predeteminado de pelo menos uma caracte-
ristica primaria de interesse. As composi¢des compreendem sementes e
plantas que apresentam uma caracteristica primaria de interesse. As carac-
teristicas primarias incluem caracteristicas que aperfeicoam ou de alguma
forma facilitam a conversdo de material vegetal colhido em um produto util
comercialmente. O nivel predeteminado da caracteristica primaria é obtido
pela mistura de material vegetal colhido a partir de pelo menos duas varie-
dades de plantas, onde pelo menos um das variedades apresenta a caracte-
ristica primaria. A mistura pode ser personalizada para uso em uma varieda-

de de usos finais agricolas ou industriais importantes comercialmente.
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