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que pode ser induzido por patégeno que é apropriado para regular a
transcrigdo de um acido nucléico e que abrange um promotor minimo,
caracterizado pelo fato de que o promotor minimo apresenta um
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Relatério Descritivo da Patente de Invengédo para "PROMOTOR
SINTETICO INDUZIVEL POR PATOGENO".
A presente invengao refere-se a um promotor sintético que pode

ser induzido por patégeno que é apropriado para regular a transcricao de um
acido nucléico e que abrange um promotor minimo. Além disso, a presente
invencao refere-se a uma célula vegetal transgénica, bem como a plantas
transgénicas. A presente invengao refere-se, além disso, a um processo pa-
ra preparacao de uma planta resistente em relagcéo a patégenos.

Para a elaboragao de plantas que sdo resistentes em relagéo a
patégenos como fungos, virus, bactérias e nematédeos, sdo conhecidos di-
ferentes processos. Alguns desses processos utilizam a reagao hipersensiti-
va (HR) das plantas, sendo que ela, na posigdo de contato direto entre paté-
geno e plantas leva a formagéo de necroses. Em consequéncia da HR, nas
células adjacentes é introduzido um amplo espectro de medidas de seguran-
ca contra patégenos que inibe o avan¢o do patégeno no tecido da planta.

A HR pode ocorrer de acordo com a expressao dos genes efeto-
res, como pbr exemplo, genes nao virulentos de um patdgeno e interagao
com o produto de um gene de resisténcia correspondente (gene-R). O gene-
R aqui pode estar presente na planta ou pode ser introduzido no genoma da
respectiva planta por meio de métodos da engenharia genética (Stuiver et al.
1998, Keller et al., 1999, Balbahri et al., 2001). Além disso, uma superex-
pressdo ou auto-ativagdo de genes-R pode levar ao inicio de uma HR (Tao
et al.,, 2000, Tang et al., 1999, Bendahmane et al.,, 2002, Howles et al.,
2005). Por meio da superexpressao de um gene-R é ultrapassado um valor-
limite que leva a ativacao de uma cascata de sinal a qual normalmente s6 é
ativada na presencga do patégeno ou de seu produto genético nao virulento.
Pela ativagao desta cascata pode ser obtida uma resisténcia amplamente
efetiva contra patdégenos (Oldroyd e Staskawicz, 1998, Tang et al. 1999, Tao
et al., 2000, Howles et al., 2005). Sao denominados genes-R auto-ativos a-
queles genes-R que foram modificados de modo tal que para ativar a casca-
ta de sinal nao precisa mais a presenga do patégeno/ produto de gene nao

virulento e, simultaneamente, um reduzido nivel de expressao em compara-
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cao com a forma nao modificada, é suficiente para ativar a cascata de sinal.

Stuiver et al. (1998) podem mostrar que a transformac¢ao do ge-
ne-Avr9 do fungo fitopatogénico Cladosporium fulvum sob controle do pro-
motor Gst1 da batata que pode ser induzido por patégenos em plantas de
tomateiros que portam o correspondente gene-Cf9, produz uma resisténcia
amplamente efetiva contra fungos. Uma resisténcia em relagdao aos oomice-
tbs Phytophthbré paréSitica var nicotiane pbde ser obtida em Nicotiana taba-
cum, depois que ou o elicitor Cryptogein de P. cryptogea ou o elicitor bacte-
riano popA da bactéria fitopatogénica Ralstonia solanacearum foi transfor-
mado em N. tabacum. Ambos os genes estavam sob controle do promotor
hsr203J de N.tabacum que pode ser induzido por patogenos (Keller et al.,
1999, Belbahri et al., 2001).

O sistema de ativagdo da HR exige rigoroso controle da expres-
sdo do gene efetor no local da infeccao. Em expressao nédo controlada, a
expressdo do gene efetor causa efeitos negativos sobre o crescimento da
planta e, com isto, sobre a producéo de plantas de cultura (Stuiver and Cus-
ters, 2001). Uma expressado controlada pode ocorrer, sobretudo, pela esco-
Iha de apropriados promotores que podem ser induzidos por patégenos. Es-
tes, em condi¢cbes de ndao-contaminagao nao deveriam permitir nenhuma ou
apenas uma reduzida expressao, no entanto, no caso de infestagédo no local
da infecgdo, deveriam provocar uma expressao nitidamente superior. Apos
transformacdo de duas formas auto-ativas diferentes do -gene L6 de resis-
téncia a ferrugem do linho (Linum usitatissimum) em linho sob controle do
promotor Fis1 do linho, natural, que pode ser induzido por ferrugem, foi pos-
sivel detectar dois fendétipos. Por um lado, plantas de crescimento normal
que ndo apresentaram resisténcia melhorada em relagéo aos patégenos, por
outro lado, plantas de pequeno porte com larga resisténcia aos patégenos
(Howles etal., 2005). Estes resultados mostram que, dependendo da forma
empregada do gene-R auto-ativo chega-se a uma atividade do promotor que
ja pode estar situada acima do valor-limite da indugao da cascata de sinal,
enquanto nas plantas fenotipicamente discretas a indugao do promotor Fis1

nao é suficiente para alcancar o valor-limite. A especificidade do promotor
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Fis1 natural nao é, pois, suficiente para obter uma resisténcia amplamente
eficaz contra patégenos sem efeitos negativos sobre o crescimento das plan-
tas.

Promotores naturais que podem ser induzidos por patégenos
apresentam frequentemente uma atividade demasiadamente inespecifica e
sdo ativados por inumeros estimulos, de modo que seu uso para a expres-
sdo dos genes efetores acima mencionados nao tém sentido, ja que uma
ativacdo da HR também pode ocorrer sob condicdes de nao-infecgao. Esta
falta de densidade dos promotores conduz a uma interferéncia do cresci-
mento das plantas e, assim, a uma redug¢ao do produto de colheita em plan-
tas de cultura. A vista disso, foram desenvolvidos promotores sintéticos con-
tendo motivos sequlienciais (elementos cis-reguladores) de promotores natu-
rais que podem ser induzidos por patégenos, que sao relevantes para a in-
ducdo patogénica. Motivos sequenciais para outros estimulos séo, por outro
lado, descartados. Os elementos cis-reguladores foram clonados a jusante
de um promotor minimo, com o que é produzido um promotor funcional que
em comparagdo com os promotores naturais apresenta uma especificidade
aumentada, a partir dos quais foram isolados os elementos cis-reguladores
respectivos (Rushton et al., 2002). Como promotor minimo, para plantas di-
cotiledéneas, foi usada a faixa —46 até +8 do gene 35S do Cauliflower Mo-
saic Virus (virus do mosaico da couve-flor). Além disso, o0 uso de um promo-
tor minimo a partir de um promotor natural do qual foi clonado o respectivo
elemento cis-regulador, é conhecido (Perl-Treves et al., 2004). Para plantas
monocotileddneas, é descrito o uso do promotor minimo do gene Act-1 do
arroz (LG et al., 2000).

Embora os promotores sintéticos descritos sejam superiores aos
promotores naturais, estes apresentam ainda atividades secundarias tam-
bém em casos de nao-infestacdo. Esta atividade secundaria oscila entre os
tipos de plantas isolados. Assim, embora possa ser detectada em todos os
tipos de plantas até agora pesquisadas uma possibilidade de indugao pato-
génica, sao observadas oscilagdes da intensidade da indugédo e da atividade
absoluta dos promotores. Em virtude de uma atividade secundaria muito for-
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te em tecidos nao infestados, s6 pode ser ainda identificada uma reduzida
capacidade de indugao patogénica como quociente da atividade promotora
no tecido infestado dividido pela atividade promotora no tecido nao-
infestado.

Pelo nivel da atividade secundaria de um promotor sintético, até
agora, s6 foram responsabilizados até agora os elementos cis-reguladores
empregados. Estes possuem grande influéncia sobre a intensidade dos
promotores (Rushton et al., 2002). Até agora a influéncia dos promotores

minimos foi pouco pesquisada. De conformidade com os dados da literatura,

.0 promotor minimo sé possui uma influéncia muito reduzida sobre a regula-

gem da atividade do promotor (Singh, 1998). Bhullar et al. (2003) no entanto,
pdde determinar uma nitida redugao da atividade do promotor do promotor
35S, quando o promotor minimo (-46 até +1) foi permutado por promotores
minimos de plantas heterélogas. Estas diferengas conduzem de volta a se-
quéncias diferenciadas das caixas TATA enquanto, de acordo com sua opi-
nido, as areas flanqueadas da caixa TATA do promotor minimo nao foram
relevantes para a atividade do promotor.

Tarefa da presente invencao é, pois, prover um promotor sintéti-
co que pode ser induzido por patégenos, com uma reduzida atividade se-
cundaria.

A tarefa imposta é solucionada de acordo com a invengao por
meio de um promotor sintético com um promotor minimo, que pode ser indu-
zido por patégenos, sendo que o promotor minimo apresenta um motivo de
sequéncias
a) dbrmwa ou
b) twccemt
que esta disposto a jusante de uma area TATA e antes de um ponto inicial
de transcricdo disposto no promotor minimo no qual se inicia a transcrigcao
do acido nucléico a ser regulado. Com isto, o motivo de sequéncias dbrmwa
é apropriado sobretudo para plantas dicotiledoneas e o motivo de sequén-
cias twccemt para plantas monocotiledéneas.

Os simbolos dos motivos de sequéncias tém, aqui, 0 seguinte
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significado:

d = nucleotideo a ou g ou t/u
b = nucleotideo ¢ ou g ou t/u
r = nucleotideo g ou a

m = nucleotideoaouc

w = nucleotideo a ou t/u

a = nucleotideo a

t = nucleotideo t

¢ = nucleotideo ¢

No sentido da presente invengao um "promotor minimo" é uma
sequéncia de DNA de um promotor, necessaria para a fungdo promotor.
Nesta sequéncia de DNA fatores gerais de transcricdo como, por exemplo,
TFII-D, TFII-A, TFII-B, TFII-E e TFII-F podem ligar e formar a plataforma pa-
ra a ligacdo do complexo da polimerase-RNA II/TFII-F. Como a transcrigao
do DNA na mRNA inicia nesta area, o ponto de partida da transcricao (TS)
situa-se no interior do promotor minimo e é fixado como posi¢éo +1. O pro-
motor minimo transforma o TS e pode chegar, por exemplo, da posi¢ao -50
até a posigao +15. A chamada caixa TATA é freqientemente encontrada
préxima a posicao —30, que nem sempre esta presente em todos os promo-
tores. A caixa TATA é uma faixa de uma sequéncia de bases timina e adeni-
na. A caixa TATA é um ponto de ligagao para a proteina (TBP) que liga a
caixa TATA.

Sao chamados "promotores sintéticos" aqueles promotores nao
presentes na natureza, que sdo compostos de varios elementos e que con-
tém um promotor minimo bem como apresentam pelo menos um elemento
cis-regulador a jusante do promotor minimo que serve de ponto de ligagéao
para fatores de transcrigdo especiais. Promotores sintéticos sao concebidos
de acordo com as exigéncias e sao induzidos ou reprimidos por diferentes
fatores.

"Derivados" de um promotor sdo versdes encurtadas ou alonga-
das ou versoes idénticas por secgdes destes promotores ou homdlogos com

propriedades idénticas, modificadas ou singulares.
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A expressao "homologia" significa, aqui, uma homologia de pelo
menos 70% no plano-DNA que possa ser determinada de acordo com pro-
cessos conhecidos, por exemplo, a comparagdo computadorizada de se-
quéncias (Altschul, S.F.et al., 1990).

O promotor sintético que pode ser induzido por patégenos, de
acordo com a inveng¢do, apds transformagdo biolitica transiente no tecido
foliar das respectivas plantas éonduz a uma atividade basica reduzida em
comparagdo com promotores com um promotor minimo, usualmente empre-
gados, como o promotor minimo 35S, em plantas dicotiledéneas e com o
promotor minimo milho-ubi1 empregado em plantas monocotiledéneas. Além
disso, verificou-se que nos promotores sintéticos que podem ser induzidos
por patégenos também a taxa de indugao € mais elevada.

Assim, os promotores sintéticos que podem ser induzidos com
patégenos de acordo com a invengao podem ser empregados para a obten-
cdo de plantas transgénicas, que apresentam elevada resisténcia em rela-
cdo a inumeros patégenos como fungos, oomicetos, bactérias, virus, insetos
e nematddeos.

Os motivos de sequiéncias dbrmwa e twccemt situam-se em de-
terminada orientagdo na cadeia de genes do cédon entre a caixa TATA e o
ponto de partida da transcricdo e podem estar presentes duas ou mais ve-
zes. Sequéncias preferidas para promotores minimos sao indicadas nas
SEQ ID NOS: 1 até 9.

Elementos cis-reguladores para preparagao de promotores sinté-
ticos que podem ser induzidos por patégenos sdo, sobretudo, todos aqueles
elementos que estdo presentes em promotores naturais que sao induzidos
por patbgenos e que la sao responsaveis pela indugao patogénica. Sua iden-
tificagdo é descrita por Rushton et al. (2002).

Elementos cis-reguladores preferidos para preparagao de pro-
motores sintéticos com uso dos promotores minimos de acordo com a in-
vencdo sdo também descritos na patente WO 00/29592. Dos elementos cis-
reguladores ali mencionados é adequada, sobretudo, a caixa-D (SEQ ID NO:
10), particularmente na combinacao 2xS/2xD (SEQ ID NO:11) bem como o
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elemento Gst1, de preferéncia na combinagdo com 4xGst1 (SEQ ID NO: 12).
As combinagdes dos elementos cis vantajosos pertencem em
geral combinagbes da caixa-D (SEQ ID NO: 10) com a caixa-S ou o elemen-
to-Gst1. Particularmente vantajosas, além da combinagdo 2xS/2xD (SEQ ID
NO: 11) acima mencionada, sdo as combinagdes 2xS/4xD (SEQ ID NO: 13),
4xS/2xD (SEQ ID NO: 14) e 2xGst1/2xD (SEQ ID NO: 15). A combinagao do
elémento 2xS/4xD (SEQ ID NO: 13) com o promotor minimo de acordo com
SEQ ID NO: 2, em batatas transgénicas, apés contaminagdo com Phytoph-
thora infestans, mostrou um aumento médio da atividade do genelrepérter
préximo ao fator 253.000 em comparagdo com o controle ndo contaminado.

Se o elemento 4xS/2xD (SEQ ID NO: 14) foi clonado antes do
promotor minimo, foi possivel determinar um aumento médio da atividade do
gene repbérter por volta do fator 2.892. No elemento 2xGst1/2xD (SEQ ID
NO: 15) foi alcangcado um aumento médio por volta do fator 2.967 em com-
paragcao com o controle.

Com os promotores de acordo com a invengao é possivel produ-
zir plantas transgénicas que podem ser regeneradas para plantas completas
com aperfeicoadas propriedades de repulsa em relagao aos patégenos. Nas
sementes de tais plantas transgénicas estdo, entéo, igualmente contidos os
promotores da presente invengdo. Esta invengdo ndo esta restrita a determi-
nadas espécies de plantas.

A presente invengao abrange também um processo para a pre-
paracdo de uma planta resistente em relagdo a patéogenos, em que em uma
célula da planta é introduzido um gene apropriado para produzir uma defesa
contra patégenos que esta sob controle de um promotor sintético que pode
ser induzido por patégenos, e, subseqlentemente pode regenerar uma plan-
ta a partir desta célula, caracterizado pelo fato de que no promotor sintético,
que pode ser induzido por patégenos, é tratado um promotor sintético que
pode ser induzido por patégenos, tal como acima descrito.

Exemplos

A figura 1 mostra uma comparac¢ao de sequéncias entre 0s pro-

motores minimos (SEQ ID NOS: 1 até 7) preferidos para plantas dicotiled6-
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neas com as areas TATA conservadas e os motivos dbrmwa bem como os
pontos de corte Pstl e Xhol empregados para a clonagem no plasmideo
pMS23luc+.

A figura 2 mostra uma comparacgao de seqiiéncias entre os pro-
motores minimos (SEQ ID NOS: 8 e 9) preferidos para plantas monocotile-
dbéneas, que foram empregados para a transformagao transiente de folhas
do trigo. Além da area TATA, é mostrado o motivo seqiencial twcccmt como
area conservada. A

Foi possivel mostrar que os promotores minimos StGst (SEQ ID
NO:6), NtTGAA (SEQ ID NO:5), StPSBR (SEQ ID NO:7), NpCABE (SEQ ID
NO:2), NtRBS (SEQ ID NO:3), NpATP2 (SEQ ID NO:1) e Nt5EAS (SEQ ID
NO: 4) apresentam uma atividade nitidamente mais reduzida (< 70%) em
comparagao com o promotor minimo 358S.

A figura 3 mostra uma vista sobre as atividades médias dos ge-
nes reporteres de plantas transgénicas de batata nao infectadas, com um
promotor sintético consistindo do elemento 4xGst 1 (SEQ ID NO:12) e os
promotores minimos mencionados, clonados antes do gene luciferase de
Photinus pyralis como gene repérter (RLU = unidades relativas de luz). Li-
nhas transgénicas, estaveis com os promotores minimos, que portam o0 mo-
tivo sequiencial dbrmwa, mostraram sob condi¢cdes de controle uma expres-
sao do gene repodrter nitidamente reduzida em comparagao com o promotor
minimo 35S. A atividade média mais reduzida foi alcangada com uso do
promotor minimo do gene NpATP2 (SEQ ID NO:1). Nestas plantas s6 foi
possivel medir 9,7% da atividade média do promotor minimo 35S. Com uso
dos promotores minimos StPSBR (SEQ ID NO:7), NtTGAA (SEQ ID NO: 5)
ou StGst (SEQ ID NO: 6) foram medidos 18% da atividade do promotor mi-
nimo 35-S, no promotor minimo NtRBS (SEQ ID NO: 3) 26%, no promotor
minimo NpCABE (SEQ ID NO: 2) 39% e no promotor minimo Nt5EAS (SEQ
ID NO:4) 41%.

Para o técnico, a preparagao de "Konstrukte" apropriados para
transformacao de plantas com os promotores de acordo com a invengao nao

é problema. Assim é possivel preparar, por exemplo, o vetor binario
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p4xGst1-luc-kan (figura 8), o qual foi utilizado para a transformagéo estavel
de plantas de batata do tipo "Baltica". Este vetor é um derivado do vetor bi-
nario pGPTV (Becker et al.,, 1992). O vetor binario p4xGsttluc-kan porta o
gene luciferase de Photinus pyralis sob controle do promotor sintético
p4xGst1:35S do promotor minimo (Rushton et al.,2002). O plasmideo con-
tém, como seqiiéncia de terminagao, o terminador do gene da nopalinosinta-
se de Agrobacterium tumefaciens. O cassete de expressao descrito esta lo-
calizado sobre o T-DNA juntamente com um cassete de expressao funcional
como marcador da selegcdo para o gene da neomicina-fosfotransferase (np-
ti). A neomicina-fosfotransferase confere resisténcia as plantas transgénicas
em relacdo a canamicina ou paromicina. A fim de permutar o promotor mi-
nimo 35S pelos promotores minimos acima descritos, o vetor binario
p4xGstiluc-kan foi digerido com Xhol/Sall, com o que o promotor minimo
35S foi afastado, porém o tetramero do elemento Gst1 fica mantido. O ponto
de corte-Sall foi preenchido com auxilio da enzima "Klenow Polymerase" e
dNTP, a fim obter uma terminacao cega ("blunt-end"). Os promotores mini-
mos, clonados no plasmideo pMS23luc+, foram recortados com Pdil/Xhol-
Verdau e ligados no vetor binario e subsequentemente transformados em
E.coli. Vetores binarios com a nova sequéncia foram transformados no filo
agrobacteriano GV3101::pMP90 (Koncz e Shell, 1986) (An,1987) e selecio-
nados com uso do antibiético canamicina (50 mg/l). As agrobactérias trans-
génicas foram empregadas para a transformagéo de batatas do tipo "Baltica"
(Dietze et al., 1995).

A figura 4 mostra uma vista sobre as indugdes obtidas apoés in-
feccgdo in vitro de plantas transgénicas de batatas, estaveis, com um promo-
tor sintético consistindo do elemento 4xGst1 (SEQ ID NO:12) e promotores
minimos mencionados. A infeccao ocorreu em plantas in vitro com uma sus-
pensao de zodsporos de Phytophthora infestans.

Em diferentes ocasidoes apds a inoculacao, foram retiradas a-
mostras de folhas de plantas in vitro, o peso das amostras foi determinado e
foram adicionados 10 volumes de tampao 1xCCLR (Promega, Mannheim). O

material foi homogeneizado no tampao, sobre gelo, com auxilio de um ho-
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mogeneizador RW20 (IKA Labortechnik, Staufen). O produto homogeneiza-
do foi clarificado por centrifugacdo a >10.000 x g durante 10 minutos e 10 pl
do sobrenadante foram misturados com 50 pl do substrato LAR (Promega,
Mannheim) em um tubinho de medicao de luminosidade e a emisséo de luz
foi determinada como medida da atividade da luciferase em um luminimetro
(Sirius, Berthold Detection System GmbH, Pforzheim). Para comparagao
foram usadas plantas in vitro que foram cultivadas sob mesmas condigoes e
tratadas ilusoriamente com agua em vez de zodsporos. O valor médio dos
quocientes de cinco linhas independentes da atividade da luciferase nas va-
riantes infectadas para tratamento ilusério fornece através da infecgao a in-
ducdo do promotor sintético. Como pode ser visto na figura 7, com uso do
promotor minimo 35S sé foi possivel obter uma indugao maxima da atividade
da luciferase de fator dez, 72 horas ap6s a infecgao. Em contrapartida, todos
0s novos promotores minimos mostraram uma indug¢ao nitidamente melho-
rada. A indugcdo mais forte apés infecgdo com um fator 395 foi 72 hpi com o
promotor minimo StPSBR (SEQ ID NO:7). De modo geral, a indugdo pode
ser melhorada com o uso dos novos promotores minimos no momento 72
hpi com o fator 3,5 no promotor minimo StGst (SEQ ID NO:6) até fator 39,5
no promotor minimo StPSBR (SEQ ID NO:7) em cbmparagéo com O promo-
tor minimo 35S. E interessante observar que entre os promotores minimos
existem nitidas diferengas na cinética da indugdo apds inoculagéo patogéni-
ca. Enquanto no uso do promotor minimo 35S é possivel medir a indugao
mais distinta 72 hpi, isto também se aplica no uso do promotor minimo
StPSBR, NtTGAA, StGst, NtRBS bem como NpTP2. Usando o promotor
NpCABE e Nt5EAS, ao contrério, € possivel determinar uma forte ativagéo ja
no periodo 9 hpi e a indugdo no periodo restante de analises permanece
aproximadamente no nivel alcangado.

A preferéncia dos novos promotores minimos também foi mos-
trada apds a fusdo com a combinagéo dos elementos-cis 2xS/2xD. Para isto,
plantas de batatas foram transformadas de modo estavel com os vetores
binarios p2xS/2xDluc-kan, p2xS/2xDNpCABEIluc-kan e p2xS/2xDNtTGAAIluc-

kan. Os vetores binarios foram elaborados com a eliminagédo do elemento
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4xGst1 dos vetores binarios acima mencionados com 0s novos promotores
minimos e com o elemento 4xGst1 com Bcul/Eco1471-Verdau e a incorpora-
cdo do elemento 2xS/2xD (SEQ ID NO:11) como fragmento Bcul/Eco321. .
Vetores binarios com a nova sequéncia foram transformados no filo agrobac-
teriano GV3101::pMP90 (Koncz e Schell, 1986)(An, 1987) e selecionados
com uso do antibidtico canamicina (50 ml/l). As agrobactérias transgénicas
forém empregadas para a tfansformagéo de batatas do tipo "Baltica" (Dietze
et al., 1995). Rebentos transgénicos foram multiplicados e inoculados sob
condigdes in vitro com uma suspensao de zodsporos (50.000 esporos/ml) de
Phytophthora infestans. Foi possivel mostrar que também com uso do ele-
mento cis-regulador 2xS/2xD (SEQ ID NO:11) péde ser obtida uma atividade
secundaria reduzida com os promotores minimos da presente invengcao em
comparacao com o promotor minimo 35S (figura 5). Simultaneamente, foi
possivel observar uma indugéo mais forte dos promotores sintéticos apds
inoculacdo das batatas transgénicas com P. infestans (figura 6). O refor¢o da
indugdo, em um momento posterior (3 dias apds infec¢gdo = 3 dpi) nao se
apresentou tao nitidamente como observado com o uso do elemento 4xGst1.
2 dias ap6s a infecgdo, no entanto, foi possivel observar com uso dos novos
promotores minimos uma indugdo nitidamente mais forte apds infestacéo
patogénica. Assim, o uso destes promotores minimos tem como consequén-
cia um aperfeicoamento da cinética do promotor sintético, de modo que a
reacdo a infestacdo patogénica se manifesta mais cedo, em comparag¢ao
com os promotores sintéticos com uso do promotor minimo 35S.

A figura 7 mostra a comparagédo da atividade normalizada dos
promotores sintéticos induziveis por patégenos consistindo no elemento
2xS/2xD (SEQ ID NO:11) e dos promotores minimos ubil (promotor de
comparacido), TaPAL (SEQ ID NO:9) e TaACS (SEQ ID NO:8) apéds trans-
formacgao biolitica em folhas primarias do trigo tipo "Taifun". Como pode ser
reconhecido, os novos promotores minimos TaPAL e TaACS apresentam
reduzida atividade basica em comparagcdao com o promotor minimo ubi1. En-
quanto com o promotor minimo ubi1 foi medida uma atividade normalizada

de 0,17, com uso do promotor minimo TaPAL foi possivel reduzir esta para
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0,072 e com uso do promotor minimo TaACS foi possivel reduzir para 0,13.
A figura 9 mostra o plasmideo pubiTATARucll que contem uma
cDNA com o gene luciferase de Renilla reniformis, tal como contido no plas-
mideo pRL-zero disponivel no comércio. A cDNA esta sob controle do pro-
motor minimo ubi1. O promotor minimo ubi1 abrange a area sequencial de —
45 até +76 relativa ao ponto de partida da transcricdo. A fim de aumentar a
forca da expressdo, o primeiro intron do gene ubi1 no seu contexto natural
no plasmideo esta contido antes do gene repérter. O plasmideo foi utilizado
para clonagem do elemento cis-regulador 2xS/2xD (SEQ ID NO:11) a fim de
obter, com isto, um promotor sintético induzivel por um patégeno. O promo-
tor minimo ubi1 foi permutado pelos novos promotores minimos a fim de a-

perfeigcoar as propriedades dos promotores sintéticos.
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Listagem de Seqiéncia

<110> KWS SAAT AG
Schmidt, Klaus

<120> PROMOTOR SINTETICO INDUZIVEL POR PATOGENO
<130> KWS 0111 PCT

<160> 15
<170> versd8o de Patente 3.3
<210> 1
<211> 69

<212> DNA
<213> Nicotiana plumbaginifolia

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(8)

<223> PstI Seqiiéncia de identificacéo
<220>

<221> TATA_signal

<222> (19) ..(24)

<220>

<221> misc_feature

<222> (32)..(37)

<223> dbrmwa

<220>

<221> misc_feature

<222> (62)..(69)

<223> XholI Seqiéncia de identificacéo
<400> 1

aactgcagtg ggctcttgat atatcagctc ttcacaaacc ctagcagtct ctttctctcce
tctcgagtt

<210> 2

<211> 67

<212> DNA
<213> Nicotiana plumbaginifolia

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(8)

<223> PstI Seqgiiéncia de identificacéo
<220>

<221> TATA_signal

<222> (19)..(24)

<220>

<221> misc_feature

<222> (31)..(36)

<223> dbrmwa

<220>

<221> misc_feature

<222> (60)..(67)

<223> XhoI Seqiiéncia de identificagéo
<400> 2

aactgcagta aagccattta tatacactta gtgcaaagcc catgaaactc aagcctcaac
tcgagtt

<210> 3

<211> 67

<212> DNA
<213> Nicotiana tabacum

<220>
<221> Misc_feature
<222> (1) ..(8)

<223> PstI Seqiiéncia de identificacéo

60
69

60
67
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<220>

<221> TATA_signal

<222> (18) ..(25)

<220>

<221> Misc_feature

<222> (33)..(38)

<223> dbrmwa

<220>

<221> Misc_feature

<222> (60)..(67)

<223> XhoI Seqgiiéncia de identificacgdo
<400> 3 . .

aactgcagcc ttatcattat atatagggtg gtgggcaact atgcaatgac catattggac
tcgagtt

<210> 4

<211> 69

<212> DNA
<213> Nicotiana tabacum

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(8)

<223> PstI Seqgiiéncia de identificacéo
<220>

<221> TATA_signal

<222> (24)..(31)

<220>

<221> misc_feature

<222> (38)..(43)

<223> dbrmwa

<220>

<221> misc_feature

<222> (62)..(69)

<223> XhoI Seqiiéncia de identificacgéo
<400> 4

aactgcagca gtttaatgta cattacatat aggttgcgga aaagtatata tatgctcaag
actcgagtt

<210> 5

<211> 67

<212> DNA
<213> Nicotiana tabacum

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) ..(8)

<223> PstI Seqiiéncia de identificacgéo
<220> i

<221> TATA_signal

<222> (19) .. (24)

<220>

<221> misc_feature

<222> (31)..(36)

<223> dbrmwa

<220>

<221> misc_feature

<222> (60)..(67)

<223> Xhol Seqiéncia de identificacéo
<400> 5

aactgcagta aagccattta tatacactta gtgcaaagcc catgaaactc aagcctcaac
tcgagtt

<210> 6

<211> 67

<212> DNA

60
67

60
69

60
67
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<213> Solanum tuberosum

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(8)

<223> Pstl Seqiiéncia de identificacgédo
<220>

<221> TATA_signal

<222> (24)..(30)

<220>

<221> misc_feature

<222> (38)..(43)

<223> dbrmwa

<400> 6

aactgcagag tcaaatataa ttttatatta gaataattga atagtcaaac aagaaacttt
aacgagt

<210> 7

<211> 75

<212> DNA

<213> Solanum tuberosum

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) ..(8)

<223> Pstl Seqiéncia de identificacgédo
<220>

<221> TATA_signal

<222> (26)..(34)

<220> '

<221> misc_feature

<222> (36)..(41)

<223> dbrmwa

<220>

<221> misc_feature

<222> (68)..(75)

<223> XhoI Posicdo de restrigédo
<400> 7

aactgcagac catgcaaagt gaaaataaat aattcatact aagtagtgag agcaaagaag
aaaaaagctc gagtt

<210> 8

<211> 69

<212> DNA

<213> Triticum aestivum
<220>

<221> promoter

<222> (1)..(69)

<223> Minimalpromotor
<220>

<221> TATA_signal

<222> (13)..(20)

<220>

<221> misc_feature
<222> (38)..(44)

<223> twcccmt

<400> 8

gcgccacgaa tctataaata ggcaccaacg agcagcttac ccattcatct ccctccecctcec
ctccgeccag

<210> 9

<211> 149

<212> DNA

<213> Triticum aestivum
<220>

<221> TATA_signal

60
67

60
75

60
69
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<222>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<400>

18

(17)..(23)

misc_feature
(42) ..(48)
twccemt

5'UTR
(51)..(149)
9

atctgcaggc gctgcctatt taatcccttce ccctecccteec attecceccctece aagaagagcec
acagcttcat ctgcagctac agctcecctctt cgtcttcgac acacaagtat
caaagatcaa tccagataca catacacct

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

10

31

DNA

Petroselinum crispum

potencializador
(1)..(31)

BoxD

10

tacaattcaa acattgttca aacaaggaac cC

31
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
e BoxD

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

cagccaccaa acaggaccca gaattctagt cagccaccaa agaggaccca gaattctagt
tacaattcaa acattgttca aacaaggaac ctctagttac aattcaaaca ttgttcaaac

11

128

DNA

Petroselinum crispum

potencializador

(1) ..(128)

Elemento potencializador sintético composto de dimero de BoxS
und .
BoxD

potencializador

(1) ..(25)

BoxS

potencializador

(31) ..(55)

BoxS

potencializador

(61)..(91)

BoxD

potencializador

(98)..(128)

BoxD

11

aaggaacc
<210> 12

<211> 118

<212> DNA

<213> Solanum tuberosum
<220>

<221> potencializador
<222> (1) ..(118)

tttttcagga

60
120
149

60
120
128



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<223>

Elemento potencializador sintético de um tetrdmero do

elemento Gstl

<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

ttctagccac cagatttgac caaactctag tttctagcca ccagatttga ccaaactcta
gtttctagec accagatttg accaaactct agtttctagce caccagattt gaccaaac

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

potencializador
(1) ..(25)
BoxGstl

potencializador
(32) ..(56)
BoxGstl

potencializador
(63)..(87)
BoxGstl

potencializador
(94)..(118)
BoxGstl

12

i3

202

DNA

synthetic

potencializador
(1)..(202)

Elemento potencializador sintético composto de dimero de BoxS

e do tetr@mero do BoxD

19

60

118

<220>

<221> potencializador

<222> (1) ..(25)

<223> Box S

<220>

<221> potencializador

<222> (31)..(55)

<223> Box S

<220>

<221> potencializador

<222> (61)..(91)

<223> Box D

<220>

<221> potencializador

<222> (98) ..(128)

<223> Box D

<220>

<221> potencializador

<222> (135) ..(165)

<223> Box D

<220>

<221> potencializador

<222> (172)..(202)

<223> Box D

<400> 13

cagccaccaa agaggaccca gaattctagt cagccaccaa agaggaccca gaattctagt 60
tacaattcaa acattgttca aacaaggaac ctctagttac aattcaaaca ttgttcaaac 120
aaggaacctc tagttacaat tcaaacattg ttcaaacaag gaacctctag ttacaattca 180
aacattgttc aaacaaggaa cc 202

<210> 14
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<211> 188
<212> DNA
<213> synthetic

<220>

<221> potencializador

<222> (1)..(188)

<220>

<221> potencializador

<222> (1)..(25)

<223> BoxS

<220>

<221> potencializador

<222> (31)..(55)

<223> BoxS

<220>

<221> potencializador

<222> (61)..(85)

<223> BoxS

<220>.

<221> potencializador

<222> (91)..(115)

<223> BoxS

<220>

<221> potencializador

<222> (121) .. (151)

.<223> BoxD .

<220>

<221> potencializador

<222> (158)..(188)

<223> BoxD

<400> 14

cagccaccaa agaggaccca gaattctagt cagccaccaa agaggaccca gaattctagt 60
cagccaccaa agaggaccca gaattctagt cagccaccaa agaggaccca gaattctagt 120
tacaattcaa acattgttca aacaaggaac ctctagttac aattcaaaca ttgttcaaac 180
aaggaacc 188
<210> 15

<211> 130

<212> DNA
<213> synthetic

<220>
<221> potencializador
<222> (1)..(130)

<223> Elemento potencializador sintético composto pelo dimero do
Gstl-Box e do dimero do BoxD

<220>

<221> potencializador
<222> (1)..(25)

<223> Box Gstl

<220>

<221> potencializador
<222> (32)..(56)
<223> Box Gstl

<220>

<221> potencializador
<222> (63)..(93)
<223> Box D

<220>

<221> potencializador
<222> (100)..(130)
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<223> Box D

<400> 15
ttctagccac
gttacaattc¢
acaaggaacc

cagatttgac caaactctag tttctagcca ccagatttga ccaaactcta
aaacattgtt caaacaagga acctctagtt acaattcaaa cattgttcaa

60
120
130
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REIVINDICACOES

1. Promotor sintético que pode ser induzido por patégenos, que
é apropriado para regular a transcrigdo de um acido nucléico e que abrange
um promotor minimo, caracterizado pelo fato de que o promotor minimo a-
presenta um motivo de sequéncias
a) dbrmwa ou
b) twccemt
que esta disposto a jusante de uma area TATA e antes de um ponto inicial
de transcricao disposto no promotor minimo no qual se inicia a transcrigao
do acido nucléico a ser regulado. _

2. Promotor sintético que pode ser induzido por patdégenos de
acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o motivo de
sequliéncias no promotor minimo esta presente duas ou mais vezes.

3. Promotor sintético que pode ser induzido por patégenos de
acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, no qual o promotor minimo apresenta
uma sequéncia de nucleotideos de acordo com uma das SEQ ID NOS: 1-9
ou derivados das mesmas.

_ 4. Promotor sintético que pode ser induzido por patdégenos de
acordo com uma das reivindicagdes 1 até 3, que além do promotor minimo
apresenta pelo menos um elemento cis-regulados com uma sequéncia de
nucleotideos de acordo com uma das SEQ ID NOS: 10-15.

’ 5. Gene recombinante com um promotor sintético que pode ser
induzido por patégenos como definido em uma das reivindicagbes 1 até 4.

6. Células vegetais nas quais um promotor sintético que pode
ser induzido por patégenos como definido em uma das reivindicagbes 1 até
4 foi integrado no DNA das células vegetais.

7. Plantas transgénicas com uma célula vegetal como definida
na reivindicacao 6.

8. Sementes de uma planta transgénica como definida na reivin-
dicacao 7.

9. Processo para preparagcao de uma planta resistente em rela-

cdo a patégenos, no qual em uma célula da planta é introduzido um



acido nucléico apropriado para produzir uma defesa contra patégenos que
esta sob controle de um promotor sintético que pode ser induzido por pat6-
genos, e, que subsequentemente pode regenerar uma planta a partir desta
célula vegetal, caracterizado pelo fato de que no promotor sintético que pode
ser induzido por patégenos trata-se um promotor sintético que pode ser in-

duzido por patdgenos como definido em uma das reivindicagdes 1 até 4.
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prOFIES 053

RESUMO

.Patente de. Invengdo: "PROMOTOR SINTETICO INDUZIVEL POR PATO-"

GENO".

A presente invengao refere-se a um promotor sintético que pode )

ser induzido por patégeno que € apropriado para regular a transcrigao de um

acido nucléico e que abrange um promotor minimo, caracterizado pelo fato

"de que o promotor minimo apresenta um motlvo de seqiéncia a) dbrmwa ou

b) twcccmt que esta dlsposto a jusante de uma area. TATA e antes de um'
ponto mncnal de transcri¢ao dlsposto no promotor minimo, no qual |n|C|a a -

transcnc;ao do 4cido nucléico a ser regulado.
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