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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "MO-
LECULAS DE ACIDO NUCLEICO QUE DIRECIONADAS A SUBU-
NIDADE H DE ATPASE VACUOLAR QUE CONFEREM RESIS-
TENCIA A PRAGAS DE COLEOPTEROS, VETOR DE TRANS-
FORMACAO DE PLANTA, CELULA TRANSFORMADA, BEM CO-
MO METODOS PARA CONTROLAR UMA POPULACAO DE PRA-
GA DE COLEOPTERO, CONTROLAR UMA INFESTACAO PELA
DITA PRAGA, MELHORAR O RENDIMENTO DE UMA SAFRA E
PARA PRODUZIR UMA CELULA TRANSGENICA".

CAMPO DA DIVULGACAOQ

[001] A presente invencdo geralmente refere-se ao controle ge-

nético de dano a planta causado por pragas de coledpteros. Em moda-
lidades particulares, a presente invencao refere-se a identificacdo de
sequéncias de codificacao e que nao de codificacao alvos, e ao uso de
tecnologias de DNA recombinante para poés-transcricionalmente repri-
mir ou inibir a expressao de sequéncias de codificacao e que nao de
codificacao alvos nas células de uma praga de coledptero para forne-
cer um efeito protetivo a planta.

ANTECEDENTES

[002] O crisomelideo do milho ocidental (WCR), Diabrotica virgi-

fera virgifera LeConte, € uma das espécies de crisomelideo do milho
mais devastadoras na América do Norte e é uma preocupacao particu-
lar em areas de cultivo do milho da Regido Centro-Oeste dos Estados
Unidos. O crisomelideo do milho do norte (NCR), Diabrotica barberi
Smith e Lawrence, € uma espécie intimamente relacionada que coabi-
ta em grande quantidade da mesma faixa como WCR. Existem varias
outras subespécies relacionadas de Diabrotica que sao pragas signifi-
cantes na América do Norte: o crisomelideo do milho mexicano (MCR),
D. virgifera zeae Krysan e Smith; o crisomelideo do milho do sul
(SCR), D. undecimpunctata howardi Barber; D. balteata LeConte; D.
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undecimpunctata tenella; e D. u. undecimpunctata Mannerheim. The
United States Department of Agriculture correntemente estima que cri-
somelideos do milho causam 1 bilhdo de ddlares em receitas perdidas
todo ano, incluindo 800 milhdes de ddlares em perda de rendimento e
200 mi- Ihdes de dblares em custos de tratamento.

[003] Tanto WCR quanto NCR sao depositados no solo como
ovos durante o verdo. Os insetos permanecem na fase de ovo por todo
o inverno. Os ovos sao oblongos, brancos, e menos do que 0,004 po-
legada (0,01 cm) em comprimento. As larvas saem do ovo no fim de
maio ou inicio de junho,com o momento exato de saida do ovo vari-
ando de ano a ano devido a diferencas de temperatura e local. As lar-
vas recentemente saidas do ovo sdo vermes brancos que S&0 menos
do que 0,125 polegada (0,3 cm) em comprimento. Uma vez saidas do
ovo, as larvas comecam a alimentar-se de raizes do milho. Crisomeli-
deos do milho passam por trés instares larvais. Depois de se alimentar
por varias semanas, as larvas mudam na fase pupal. Elas entram em
estado de pupa no solo, e depois elas emergem do solo como adultos
em julho e agosto. Crisomelideos adultos sédo cerca de 0,25 polegada
(0,6 cm) em comprimento.

[004] Larvas de crisomelideo do milho completam o desenvolvi-
mento no milho e varias outras espécies de gramineas. Larvas cultiva-
das em rabo de raposa amarelo emergem mais tarde e tém um tama-
nho de capsula cefalica menor como adultos do que larvas cultivadas
no milho. Ellsbury et al. (2005) Environ. Entomol. 34:627-34. Adultos
de WCR alimentam-se de seda, pdlen, e sementes de milho de pontas
de espiga expostas. Se adultos de WCR emergem antes que tecidos
reprodutivos do milho estejam presentes, eles podem alimentar-se de
tecido foliar, deste modo reduzindo o crescimento da planta e ocasio-
nalmente matando a planta hospedeira. Entretanto, os adultos deslo-

cardo rapidamente para sedas e polen preferidos quando eles tornam-
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se disponiveis. Adultos de NCR também alimentam-se de tecidos re-
produtivos da planta do milho, mas ao contrario raramente alimentam-
se de folhas do milho.

[005] A maioria do dano por crisomelideo no milho é causada por
alimentacao larval. Crisomelideos recentemente saidos do ovo inicial-
mente alimentam-se de pelos radiculares de milho finos e escondem-
se nas pontas das raizes. Conforme as larvas crescem mais, elas ali-
mentam-se de e escondem-se em raizes primarias. Quando crisomeli-
deos do milho sdo abundantes, a alimentacao larval frequentemente
resulta na poda das raizes inteiramente até a base do talo de milho. O
dano severo a raiz interfere com a capacidade das raizes para trans-
portar agua e nutrientes na planta, reduz o crescimento da planta, e
resulta na producdo de grao reduzida, deste modo frequentemente re-
duzindo drasticamente o rendimento global. O dano severo a raiz tam-
bém frequentemente resulta em acomodacao de plantas do milho, o
que torna a colheita mais dificil e diminui ainda mais o rendimento.
Além disso, a alimentacdo por adultos nos tecidos reprodutivos do mi-
lho pode resultar na poda de sedas na ponta da espiga. Se este "corte
da seda" for severo o bastante durante o espalhamento do poélen, a
polinizagcao pode ser interrompida.

[006] O controle dos crisomelideos do milho pode ser obtido por
rotacao de culturas, inseticidas quimicos, biopesticidas (por exemplo, a
bactéria gram-positiva de formacao de esporo, Bacillus thuringiensis),
ou uma combinacdo destes. A rotacido de culturas sofre da desvanta-
gem significante de colocar restrigbes indesejadas no uso da terra
agricola. Além disso, a oviposicao de algumas espécies de crisomeli-
deo pode ocorrer em campos de soja, deste modo mitigando a efetivi-
dade da rotacao de culturas praticada com milho e soja.

[007] Inseticidas quimicos sdo 0s que mais expressivamente con-

taram com a estratégia para obter controle do crisomelideo do milho.
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O uso de inseticida quimico, entretanto, é uma estratégia de controle
do crisomelideo do milho imperfeita; mais de 1 bilhdo de ddlares po-
dem ser perdidos nos Estados Unidos todo ano devido ao crisomeli-
deo do milho quando os custos dos inseticidas quimicos s&o adiciona-
dos aos custos do dano por crisomelideo que podem ocorrer apesar
do uso dos inseticidas. Populacdes altas de larvas, chuvas fortes, e
aplicacao imprépria do(s) inseticida(s) podem todas resultar em contro-
le do crisomelideo do milho inadequado. Além disso, 0 uso continuo
de inseticidas pode selecionar quanto a cepas de crisomelideo resis-
tente a inseticida, assim como elevar preocupacdes ambientais signifi-
cantes devido a toxicidade de muitos deles a espécies nao alvos.

[008] Interferéncia de RNA (RNAi) € um processo utilizando vias
celulares enddgenas, por meio das quais uma molécula de RNA inter-
ferente (iIRNA) (por exemplo, uma molécula de dsRNA) que é especifi-
ca para todas, ou qualquer por¢cao de tamanho adequado, de uma se-
quéncia de gene alvo resulta na degradacao do mRNA codificado des-
te modo. Em anos recentes, RNAI foi usado para realizar o "knock-
down" de genes em varias espécies e sistemas experimentais; por
exemplo, C. elegans, plantas, embrides de insetos, e células em cultu-
ra tecidual. Ver, por exemplo, Fire et al. (1998) Nature 391:806-11;
Martinez et al. (2002) Cell 110:563-74; McManus e Sharp (2002) Natu-
re Rev. Genetics 3:737-47.

[009] RNAI realiza a degradacdo de mRNA através de uma via
enddgena incluindo o complexo de proteina DICER. DICER cliva mo-
léculas de dsRNA longas em fragmentos curtos de aproximadamente
20 nucleotideos, denominados RNA interferente pequeno (siRNA). O
siRNA ¢ desenrolado em dois RNAs de fita Unica: a fita de passagem
e a fita de guia. A fita de passagem é degradada, e a fita de guia é in-
corporada no complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC).

Moléculas de acido ribonucleico microinibitério (miRNA) podem ser
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similarmente incorporadas em RISC. O silenciamento de gene pos-
transcricional ocorre quando a fita de guia liga-se especificamente a
uma sequéncia complementar de uma molécula de mRNA e induz a
clivagem por Argonaute, o componente catalitico do complexo de
RISC. Este processo € conhecido difundir sistemicamente por todo o
organismo apesar de concentragdes inicialmente limitadas de siRNA
e/ou miRNA em alguns eucariotas tais como plantas, nematédeos, e
alguns insetos.

[0010] Apenas transcritos complementares ao siRNA e/ou miRNA
sao clivados e degradados, e assim o knockdown da expressao de
MRBNA ¢é especifico de sequéncia. Em plantas, varios grupos funcio-
nais de genes de DICER existem. O efeito de silenciamento de gene
de RNAI persiste por dias e, sob condigdes experimentais, pode levar
a um declinio em abundancia do transcrito alvejado de 90% ou mais,
coma reducao consequente em niveis da proteina correspondente.
[0011] Patente U.S. 7.612.194 e Publicacdo de Patentes U.S. Nos.
US 2007/0050860, US 2010/0192265, e US 2011/0154545 divulgam
uma biblioteca de 9112 sequéncias de marcador de sequéncia expres-
sada (EST) isoladas de pupas de D. v. virgifera LeConte. E sugerido
na Patente U.S. 7.612.194 e Publicacdo de Patente U.S. N¢ US
2007/0050860 ligar operavelmente a um promotor uma molécula de
acido nucleico que € complementar a uma de varias sequéncias parci-
ais particulares de H*-ATPase do tipo vacuolar (V-ATPase) de D. v.
virgifera divulgadas nesta para a expressdao de RNA antissenso em
células de plantas. A Publicacdo de Patente U.S. N2 US 2010/0192265
sugere operavelmente ligar um promotor a uma molécula de acido nu-
cleico que € complementar a uma sequéncia parcial particular de um
gene de D. v. virgifera de fungao desconhecida e nao divulgada (a se-
quéncia parcial é estabelecida ser 58 % idéntica ao produto de gene

C56C10.3 em C. elegans) para a expressdao de RNA antissenso em

Peticdo 870180134198, de 25/09/2018, pag. 8/151



6/145

células de plantas. A Publicacdo de Patente U.S. N2 US 2011/0154545
sugere operavelmente ligar um promotor a uma molécula de acido nu-
cleico que é complementar a duas sequéncias parciais particulares de
genes de subunidade beta de coatomer de D. v. virgifera para a ex-
pressdo de RNA antissenso em células de plantas. Além disso, a Pa-
tente U.S. 7.943.819 divulga uma biblioteca de 906 sequéncias de
marcador de sequéncia expressada (EST) isoladas de larvas, pupas, e
planas anas dissecadas de D. v. virgifera LeConte, e sugere opera-
velmente ligar um promotor a uma molécula de acido nucleico que €
complementar a uma sequéncia parcial particular de um gene 4b de
proteina corporal multivesicular carregado de D. v. virgifera para a ex-
pressao de RNA de fita dupla em células de plantas.

[0012] Nenhuma outra sugestdo é fornecida na Patente U.S.
7.612.194, e Publicacdo de Patentes U.S. Nos. US 2007/0050860, US
2010/0192265 e US 2011/0154545 para usar qualquer sequéncia par-
ticular de mais do que as nove mil sequéncias listadas nesta para in-
terferéncia de RNA, exceto as varias sequéncias parciais particulares
de V-ATPase e as sequéncias parciais particulares de genes de fun-
cao desconhecida. Além disso, nenhuma da Patente U.S. 7.612.194, e
Publicacao de Patentes U.S. N%. US 2007/0050860 e US 2010/0192265,
e US 2011/0154545 fornece qualquer orientacao como a qual outra
das mais de nove mil sequéncias fornecidas seria letal, ou ainda de
outro modo util, em espécies de crisomelideo do milho quando usadas
como dsRNA ou siBRNA. A Patente U.S. 7.943.819 nao fornece ne-
nhuma sugestao para usar qualquer sequéncia particular das mais do
que novecentas sequéncias listadas nesta para interferéncia de RNA,
exceto a sequéncia parcial particular de um gene 4b de proteina cor-
poral multivesicular carregado. Além disso, a Patente U.S. 7.943.819
nao fornece nenhuma orientacdo como a qual outra das mais de nove-

centas sequéncias fornecidas seria letal, ou ainda de outro modo (util,
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em espécies de crisomelideo do milho quando usadas como dsRNA
ou siRNA.

[0013] A maioria esmagadora de sequéncias complementares a
DNAs de crisomelideo do milho (tal como o precedente) ndo sdo letais
em espécies de crisomelideo do milho quando usadas como dsRNA
ou siRNA. Por exemplo, Baum et al. (2007), descrevem os efeitos de
inibir varios alvos de gene de WCR por RNAI. Estes autores relataram
que os 8 de 26 genes alvos que eles testaram ndo foram capazes de
fornecer mortalidade de praga de coledptero experimentalmente signi-
ficante em uma concentracdo de iRNA muito alta (por exemplo, dsR-
NA) de mais do que 520 ng/cm?.

SUMARIO DA DIVULGACAQ

[0014] Divulgadas aqui sdo moléculas de acido nucleico (por
exemplo, genes alvos, DNAs, dsRNAs, siRNAs, miRNAs, e hpRNAs),

e métodos de uso destes, para o controle de pragas de coledpteros,

incluindo, por exemplo, D. v. virgifera LeConte (crisomelideo do milho
ocidental, "WCR"); D. barberi Smith e Lawrence (crisomelideo do milho
do norte, "NCR"); D. u. howardi Barber (crisomelideo do milho do sul,
"SCR"); D. v. zeae Krysan e Smith (crisomelideo do milho mexicano,
"MCR"); D. balteata LeConte; D. u. tenella; e D. u. undecimpunctata
Mannerheim. Em exemplos particulares, moléculas de &cido nucleico
exemplares sdo divulgadas que podem ser homdlogas o pelo menos
uma por¢ao de uma ou mais sequéncias de acido nucleico nativas em
uma praga de coleoptero.

[0015] Nestes e outros exemplos, a sequéncia de acido nucleico
nativa pode ser um gene alvo, o produto do qual pode ser, por exem-
plo e sem limitagdo: envolvido em um processo metabdlico; envolvido
em um processo reprodutivo; ou envolvido em desenvolvimento larval.
Em alguns exemplos, a inibicdo poés-traducional da expressao de um

gene alvo por uma molécula de acido nucleico compreendendo uma
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sequéncia homdloga a esta pode ser letal em pragas de coledpteros,
ou resultar em crescimento e/ou reproducao reduzidos. Em exemplos
especificos, pelo menos um gene selecionado da lista consistindo em
D vir_c1319 VatpaseH,; D _vir_c47185_Caf1180;
D vir_c1229 VatpaseC; e Contig_ 01_Rho1_1-191_CDC42 pode ser
selecionado como um gene alvo para silenciamento pds-transcricional.
Em exemplos particulares, um gene alvo util para a inibicdo péds-
traducional € uma subunidade H de ATPase vacuolar compreendendo
uma  sequéncia de  nucleotideo  referida  aqui  como
D _vir_¢c1319 VatpaseH (SEQ ID NO: 3), ou um homdlogo desta. Mo-
léculas de &cido nucleico isoladas compreendendo a sequéncia de
D _vir_¢c1319 VatpaseH (SEQ ID NO: 3), seu complemento, e certos
novos fragmentos de cada sao portanto divulgadas aqui.

[0016] Também divulgadas sdo moléculas de acido nucleico com-
preendendo uma sequéncia de nucleotideo que codifica um polipepti-
deo que € pelo menos 85% idéntico a uma sequéncia de aminoacido
dentro de um produto de gene alvo (por exemplo, o produto de um ge-
ne selecionado do grupo consistindo em D_vir_c1319 VatpaseH,;
D _vir_¢c1229 VatpaseC,; D vir c47185 Caf1180; e Con-
tig_01_Rho1_1-191_CDC42). Em exemplos particulares, uma molécu-
la de acido nucleico compreende uma sequéncia de nucleotideo que
codifica um polipeptideo que é pelo menos 85 % idéntico a uma se-
quéncia de aminoacido dentro de um polipeptideo codificado por um
gene de subunidade H de ATPase vacuolar compreendendo uma se-
quéncia de nucleotideo referida aqui como D_vir ¢c1319 VatpaseH
(SEQ ID NO: 3), ou um homologo desta. Ainda divulgadas sdo molécu-
las de acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleotideo
que é o complemento reverso de uma sequéncia de nucleotideo que
codifica um polipeptideo pelo menos 85% idéntico a uma sequéncia de

aminoacido dentro de um produto de gene alvo.
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[0017] Também divulgadas sao sequéncias de cDNA que podem
ser usadas para a producdo de moléculas de iRNA (por exemplo,
dsRNA, siBRNA, miRNA, e hpRNA) que sao complementares a todo ou
parte de um gene alvo de praga de coledptero, por exemplo:
D _vir_¢c1319 VatpaseH,; D _vir_c1229 VatpaseC,;
D vir_c47185_Caf1180; e/ou Contig 01_Rhol1_1-191_CDC42. Em
modalidades particulares, dsBRNAs, siRNAs, miRNAs, e/ou hpRNAs
podem ser produzidos in vitro, ou in vivo por um organismo genetica-
mente modificado, tal como uma planta ou bactéria. Em exemplos par-
ticulares, moléculas de cDNA sao divulgadas que podem ser usadas
para produzir moléculas de IRNA que sao complementares a
D vir_¢c1319 VatpaseH, ou certos novos fragmentos destas.

[0018] Ainda divulgados sao meios para inibir a expressao de um
gene essencial em uma praga de coledptero, e meios para fornecer
resisténcia a praga de coledptero a uma planta. Um meio para inibir a
expressao de um gene essencial em uma praga de coledptero é uma
molécula de RNA de fita Unica ou dupla consistindo em qualquer uma
das SEQ ID NOs: 7, 8, 10, 11, 49, 50, 86, 87, 91, 92, 93, 94, 95, 96,
97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111,
112, 113, 114, 115, 116, 127, 128, 129, 130, 131, ou 0 complemento
destas. Um meio para fornecer resisténcia a praga de coledptero a
uma planta € uma molécula de DNA compreendendo uma sequéncia
de &cido nucleico que codifica um meio para inibir a expressao de um
gene essencial em uma praga de coledptero operavelmente ligada a
um promotor, em que a molécula de DNA €& capaz de ser integrada no
genoma de uma planta de milho.

[0019] Divulgados sdo métodos para controlar uma populacao de
uma praga de coledptero, compreendendo fornecer a uma praga de
coleéptero uma molécula de iRNA (por exemplo, dsRNA, siRNA, miR-

NA, e hpRNA) que funciona em ser absorvida pela praga de coledpte-
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ro para inibir uma funcao biolégica dentro da praga de coledptero, em
que a molécula de iRNA compreende toda ou parte de uma sequéncia
de nucleotideo selecionada do grupo consistindo em: SEQ ID NO: 1; o
complemento da SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 2; o complemento da
SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 3; o complemento da SEQ ID NO: 3; SEQ
ID NO: 4; o complemento da SEQ ID NO: 4; uma sequéncia de codifi-
cacao nativa de um organismo de Diabrotica (por exemplo, WCR)
compreendendo todas ou parte de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a
4; o complemento de uma sequéncia de codificacdo nativa de um or-
ganismo de Diabrotica compreendendo todas ou parte de qualquer
uma das SEQ ID NOs: 1 a 4; uma sequéncia que nao de codificacao
nativa de um organismo de Diabrotica que € transcrita em uma molé-
cula de RNA nativa compreendendo todas ou parte de qualquer uma
das SEQ ID NOs: 1 a 4; e o complemento de uma sequéncia que nao
de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica que € transcrita
em uma molécula de RNA nativa compreendendo todas ou parte de
qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 4.

[0020] Em exemplos particulares, métodos sao divulgados para
controlar uma populacdo de uma praga de coledptero, compreendendo
fornecer a uma praga de coledptero uma molécula de iRNA (por
exemplo, dsBRNA, siRNA, miRNA, e hpRNA) que funciona em ser ab-
sorvida pela praga de coledptero para inibir uma funcao biolégica den-
tro da praga de coledptero, em que a molécula de iRNA compreende
uma sequéncia de nucleotideo selecionada do grupo consistindo em:
toda ou parte da SEQ ID NO: 1; o complemento de toda ou parte da
SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 2; o complemento da SEQ ID NO: 2; SEQ
ID NO: 3; o complemento da SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 4; o comple-
mento da SEQ ID NO: 4; toda ou parte da SEQ ID NO: 9; todo ou parte
do complemento da SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO: 10; o complemento da
SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 11; o complemento da SEQ ID NO: 11;
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toda ou parte de uma sequéncia de codificacdo nativa de um organis-
mo de Diabrotica compreendendo a SEQ ID NO: 1; todo ou parte do
complemento de uma sequéncia de codificacdo nativa de um organis-
mo de Diabrotica compreendendo a SEQ ID NO: 1; toda ou parte de
uma sequéncia que nao de codificacdo nativa de um organismo de Di-
abrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nativa compreen-
dendo a SEQ ID NO: 1; e todo ou parte do complemento de uma se-
quéncia que nao de codificacao nativa de um organismo de Diabrotica
que é transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo a
SEQ ID NO: 1.

[0021] Também divulgados aqui sdo métodos em que dsRNAs,
siRNAs, miRNAs, e/ou hpRNAs podem ser fornecidos a uma praga de
coledptero em um ensaio com base em dieta, ou em células de plantas
geneticamente modificadas expressando os dsRNAs, siRNAs, miR-
NAs, e/ou hpRNAs. Nestes e outros exemplos, os dsRNAs, siRNAs,
miRBNAs, e/ou hpRNAs podem ser ingeridos por larvas de praga de
coledptero. A ingestdo de dsRNAs, siRNA, miRNAs, e/ou hpRNAs da
invengao depois pode resultar em RNAi nas larvas, que por sua vez
pode resultar no silenciamento de um gene essencial para a viabilida-
de da praga de coledptero e levando em fim a mortalidade larval. As-
sim, métodos sao divulgados em que moléculas de acido nucleico
compreendendo sequéncia(s) de acido nucleico exemplar(es) util(eis)
para o controle de pragas de coledpteros sao fornecidas a uma praga
de coledptero. Em exemplos particulares, a praga de coledptero con-
trolada pelo uso de moléculas de acido nucleico da invencao pode ser
WCR ou NCR.

[0022] As caracteristicas precedentes e adicionais tornar-se-ao
mais evidentes a partir da Descricdo Detalhada seguinte de vérias
modalidades, que procede com referéncia as Figuras anexas.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS
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[0023] A figura 1 inclui uma representacao da estratégia usada pa-
ra fornecer padrbes especificos para a producao de dsRNA.

[0024] A figura 2 inclui um gréfico de variabilidade para a inibigao
do crescimento de pragas de coledpteros tratadas com moléculas de
acido nucleico exemplares.

[0025] A figura 3 inclui um grafico de variabilidade para a mortali-
dade de pragas de coledpteros tratadas com moléculas de acido nu-
cleico exemplares.

[0026] A figura 4 inclui um outro grafico de variabilidade para a ini-
bicdo do crescimento de pragas de coledpteros tratadas com molécu-
las de &cido nucleico exemplares.

[0027] A figura 5 inclui uma representacdo em cartum de varias
sequéncias de nucleotideo que podem estar presentes em certas mo-
léculas de acido nucleico da invencdo. Onde indicado, "(sequéncia),”
refere-se a uma regido da sequéncia de nucleotideo representada ten-
do qualquer comprimento e sequéncia particular, por exemplo e sem
limitacdo, um segmento contiguo de uma das SEQ ID NOs: 1 a 4. Re-
giées escritas em italico das sequéncias de nucleotideo representadas
sSao opcionais.

LISTAGEM DE SEQUENCIA

[0028] As sequéncias de acido nucleico listadas na listagem de

sequéncia anexa sao mostradas usando abreviacdes por letra padrao
para bases de nucleotideo, como definido em 37 C.F.R. § 1.822. Ape-
nas um filamento de cada sequéncia de acido nucleico € mostrado,
mas a fita complementar e fita complementar reversa sdo entendidas
como incluidas por qualquer referéncia a fita exibida. Na listagem de
sequéncia anexa:

[0029] A SEQ ID NO: 1 mostra uma sequéncia de cDNA de Dia-
brotica  exemplar, referida  em alguns lugares  como
D vir ¢c47185 Caf1180, ou Caf1-180.
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[0030] A SEQ ID NO: 2 mostra uma sequéncia de cDNA de Dia-
brotica  exemplar, referida  em alguns lugares  como
D _vir_¢c1229 VatpaseC, ou VatpaseC.

[0031] A SEQ ID NO: 3 mostra uma sequéncia de cDNA de Dia-
brotica  exemplar, referida  em alguns lugares  como
D _vir_c1319 VatpaseH, ou VatpaseH.

[0032] A SEQ ID NO: 4 mostra uma sequéncia de cDNA de Dia-
brotica exemplar, referida em alguns Ilugares como Con-
tig_01_Rho1_1-191_CDC42, ou Rhof.

[0033] As SEQ ID NQOs: 5 a 8 mostram fragmentos ndo contiguos
exemplares de um cDNA de subunidade C de ATPase vacuolar de Di-
abrotica.

[0034] As SEQ ID NOs: 9 a 11 mostram fragmentos ndo contiguos
exemplares de um cDNA de subunidade H de ATPase vacuolar de Di-
abrotica.

[0035] A SEQ ID NO: 12 mostra uma sequéncia promotora de fago
T7.

[0036] As SEQ ID NOs: 13 a 38 mostram iniciadores usados para
ampliar porcdes de regides de codificacdo de genes alvos exemplares
por PCR.

[0037] As SEQ ID NOs: 39 a 48 mostram iniciadores usados para
ampliar regides de gene de Caf1-180 e VatpaseC para a sintese de
RNA do tipo grampo de cabelo.

[0038] A SEQ ID NO: 49 mostra uma sequéncia de DNA de forma-
cao de RNA do tipo grampo de cabelo de Caf1-180 contendo um in-
tron de ST-LS1 (SEQ ID NO: 136) para um vetor de expressao de ver-
sado 1 que contém uma sequéncia de consenso de milho.

[0039] A SEQ ID NO: 50 mostra uma sequéncia de DNA de forma-
cao de RNA do tipo grampo de cabelo de VatpaseC contendo um in-
tron de ST-LS1 (SEQ ID NO: 136) para um vetor de expressado de
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hpRNA de versao 1 que contém uma sequéncia de consenso de milho.
[0040] A SEQ ID NO: 51 mostra uma sequéncia de DNA da regiao
1 de anexina.

[0041] A SEQ ID NO: 52 mostra uma sequéncia de DNA da regiao
2 de anexina.

[0042] A SEQ ID NO: 53 mostra uma sequéncia de DNA da regiao
1 de beta especitrina 2.

[0043] A SEQ ID NO: 54 mostra uma sequéncia de DNA da regiao
2 de beta especitrina 2.

[0044] A SEQ ID NO: 55 mostra uma sequéncia de DNA da regiao
1 de mtRP-L4.

[0045] A SEQ ID NO: 56 mostra uma sequéncia de DNA da regiao
2 de mtRP-L4.

[0046] A SEQ ID NO: 57 mostra uma sequéncia de DNA que codi-
fica um YFP.

[0047] As SEQ ID NOs: 58 a 85 mostram iniciadores usados para
ampliar regides de gene de anexina, beta espectrina 2, mtRP-L4, e
YFP para a sintese de dsRNA.

[0048] A SEQ ID NO: 86 mostra um fragmento ampliado de 260 pb
exemplar de um cDNA de D_vir_c47185_Caf1-180 que foi usado como
um padrdo para a sintese de uma molécula de dsRNA.

[0049] As SEQ ID NOs: 87 a 90 mostram fragmentos nao conti-
guos exemplares de um cDNA de Rho1 de Diabrotica.

[0050] A SEQ ID NO: 91 mostra uma sequéncia de DNA de forma-
cao de RNA do tipo grampo de cabelo de Caf1-180 exemplar contendo
um intron de ST-LS1 (SEQ ID NO: 136), incluindo um sitio de clona-
gem opcional flanqueando o intron, para um vetor de expressao de
versao 1 que contém uma sequéncia de consenso de milho.

[0051] A SEQ ID NO: 92 mostra uma sequéncia de DNA de forma-

cao de RNA do tipo grampo de cabelo de Caf1-180 exemplar contendo
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um intron de ST-LS1 (SEQ ID NO: 136) para um vetor de expressao
de versao 2 que nao contém a sequéncia de consenso de milho.

[0052] A SEQ ID NO: 93 mostra uma sequéncia de DNA de forma-
cao de RNA do tipo grampo de cabelo de VatpaseC exemplar conten-
do um intron de ST-LS1 (SEQ ID NO: 136), incluindo um sitio de clo-
nagem opcional flanqueando o intron, para um vetor de expressao de
hpRNA de versao 1 que contém uma sequéncia de consenso de milho.
[0053] A SEQ ID NO: 94 mostra uma sequéncia de DNA de forma-
cao de RNA do tipo grampo de cabelo de VatpaseC exemplar conten-
do um intron de ST-LS1 (SEQ ID NO: 136) para um vetor de expres-
sdo de hpRNA de versao 2 que nao contém a sequéncia de consenso
de milho.

[0054] A SEQ ID NO: 95 mostra um segmento exemplar de um
filamento senso de DNA de Caf1-180 contendo um intron de ST-LS1
(SEQ ID NO: 136) para um vetor de expressao de versao 3.

[0055] A SEQ ID NO: 96 mostra um segmento exemplar de um
filamento antissenso de DNA de Caf1-180 para um vetor de expressao
de versao 3.

[0056] A SEQ ID NO: 97 mostra uma sequéncia de DNA de forma-
cao de RNA do tipo grampo de cabelo de Caf1-180 exemplar contendo
um intron de ST-LS1 (SEQ ID NO: 136) para um vetor de expressao
de versao 3.

[0057] A SEQ ID NO: 98 mostra um segmento exemplar de um
filamento senso de DNA de VatpaseC contendo um intron de ST-LS1
(SEQ ID NO: 136) para um vetor de expressao de versao 3.

[0058] A SEQ ID NO: 99 mostra um segmento exemplar de um
flamento antissenso de DNA de VatpaseC para um vetor de expres-
sao de versao 3.

[0059] A SEQ ID NO: 100 mostra uma sequéncia de DNA de for-

macao de RNA do tipo grampo de cabelo de VatpaseC exemplar con-
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tendo um intron de ST-LS1 (SEQ ID NO: 136) para um vetor de ex-
pressao de versao 3.

[0060] A SEQ ID NO: 101 mostra um segmento exemplar de um
filamento senso de DNA de VatpaseC contendo um intron de ST-LS1
(SEQ ID NO: 136) para um vetor de expressao de versao 4.

[0061] A SEQ ID NO: 102 mostra um segmento exemplar de um
flamento antissenso de DNA de VatpaseC para um vetor de expres-
sao de versao 4.

[0062] A SEQ ID NO: 103 mostra uma sequéncia de DNA de for-
macao de RNA do tipo grampo de cabelo de VatpaseC exemplar con-
tendo um intron de ST-LS1 (SEQ ID NO: 136) para um vetor de ex-
pressao de versao 4.

[0063] A SEQ ID NO: 104 mostra um segmento exemplar de um
filamento senso de DNA de VatpaseH contendo um intron de ST-LS1
(SEQ ID NO: 136) para um vetor de expressao de versao 1.

[0064] A SEQ ID NO: 105 mostra um segmento exemplar de um
flamento antissenso de DNA de VatpaseH para um vetor de expres-
sao de versao 1.

[0065] A SEQ ID NO: 106 mostra uma sequéncia de DNA de for-
macao de BRNA do tipo grampo de cabelo de VatpaseH exemplar con-
tendo um intron de ST-LS1 (SEQ ID NO: 136) para um vetor de ex-
pressao de versao 1.

[0066] A SEQ ID NO: 107 mostra um segmento exemplar de um
filamento senso de DNA de Rho1 contendo um intron de ST-LS1 (SEQ
ID NO: 136) para um vetor de expressao de versao 1.

[0067] A SEQ ID NO: 108 mostra um segmento exemplar de um
filamento antissenso de DNA de Rho1 para um vetor de expressao de
versao 1.

[0068] A SEQ ID NO: 109 mostra uma sequéncia de DNA de for-

macao de RNA do tipo grampo de cabelo de Rho1 exemplar contendo
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um intron de ST-LS1 (SEQ ID NO: 136) para um vetor de expressao
de versao 1.

[0069] A SEQ ID NO: 110 mostra um segmento exemplar de um
DNA de Caf-180 usado para fornecer um padrdo para a sintese de
dsRBNA em bioensaios de alimentagao por dieta.

[0070] A SEQ ID NO: 111 mostra um segmento exemplar de um
DNA de regido 1 de VatpaseC usado para fornecer um padrdo para a
sintese de dsRNA em bioensaios de alimentacdo por dieta.

[0071] A SEQ ID NO: 112 mostra um segmento exemplar de um
DNA de regido 1 (curto) de VatpaseC usado para fornecer um padrao
para a sintese de dsRNA em bioensaios de alimentacao por dieta.
[0072] A SEQ ID NO: 113 mostra um segmento exemplar de um
DNA de regido 2 de VatpaseC usado para fornecer um padrao para a
sintese de dsRNA em bioensaios de alimentagéo por dieta.

[0073] A SEQ ID NO: 114 mostra um segmento exemplar de um
DNA de regido 1 de VatpaseH usado para fornecer um padrdo para a
sintese de dsRNA em bioensaios de alimentagéo por dieta.

[0074] A SEQ ID NO: 115 mostra um segmento exemplar de um
DNA de regido 2 de VatpaseH usado para fornecer um padrdo para a
sintese de dsRNA em bioensaios de alimentagéo por dieta.

[0075] A SEQ ID NO: 116 mostra um segmento exemplar de um
DNA de Rho1 usado para fornecer um padrao para a sintese de dsR-
NA em bioensaios de alimentagao por dieta.

[0076] A SEQ ID NO: 117 mostra um filamento senso de RNA de
VatpaseC exemplar ("VatpaseC5’-15") usado como um dsRNA em bi-
oensaios de alimentacao por dieta.

[0077] A SEQ ID NO: 118 mostra um outro filamento senso de
RNA de VatpaseC exemplar ("VatpaseC5’-25") usado como um dsR-
NA em bioensaios de alimentagao por dieta.

[0078] A SEQ ID NO: 119 mostra um outro filamento senso de
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RNA de VatpaseC exemplar ("VatpaseC3’-15") usado como um dsR-
NA em bioensaios de alimentagao por dieta.

[0079] A SEQ ID NO: 120 mostra um outro filamento senso de
RNA de VatpaseC exemplar ("VatpaseC3’-25") usado como um dsR-
NA em bioensaios de alimentagao por dieta.

[0080] As SEQ ID NOs: 121 a 126 mostram iniciadores usados
para ampliar por¢cdes de um gene VatpaseC de Diabrotica como pa-
drées para a sintese de dsRNA.

[0081] A SEQ ID NO: 127 mostra um filamento senso de VatpaseC
exemplar ("VatpaseC5’-50") usado como um padrdo para dsRNA em
bioensaios de alimentagao por dieta.

[0082] A SEQ ID NO: 128 mostra um filamento senso de VatpaseC
exemplar ("VatpaseC5’-100") usado como um padrao para dsRNA em
bioensaios de alimentagao por dieta.

[0083] A SEQ ID NO: 129 mostra um filamento senso de VatpaseC
exemplar ("VatpaseC-174") usado como um padrdo para dsRNA em
bioensaios de alimentagao por dieta.

[0084] A SEQ ID NO: 130 mostra um filamento senso de VatpaseC
exemplar ("VatpaseC3’-50") usado como um padrdo para dsRNA em
bioensaios de alimentagao por dieta.

[0085] A SEQ ID NO: 131 mostra um filamento senso de VatpaseC
exemplar ("VatpaseC3-100") usado como um dsRNA em bioensaios
de alimentacao por dieta.

[0086] As SEQ ID NOs: 132 a 135 mostram iniciadores usados
para analises moleculares de milho transgénico.

[0087] A SEQ ID NO: 136 mostra um intron de ST-LS1 que pode
ser util em alguns modalidades para formar um RNA do tipo grampo
de cabelo.

[0088] As SEQ ID NOs: 137 a 138 mostram fragmentos nao conti-

guos exemplares de um cDNA de Rho1 de Diabrotica.
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DESCRICAQ DETALHADA
Visdo geral de varias modalidades

[0089] Divulgados aqui sdo métodos e composicdes para o contro-
le genético de infestacbes por praga de coledptero. Métodos para
identificar um ou mais genes essenciais para o ciclo de vida de uma
praga de coledptero para uso como um gene alvo para o controle me-
diado por RNAi-de uma populacdo de praga de coledptero também
sao fornecidos. Vetores plasmidicos de DNA que codificam moléculas
de dsRNA podem ser designados para suprimir um ou mais genes al-
VOS essenciais para o crescimento, sobrevivéncia, desenvolvimento,
e/ou reproducdo. Em algumas modalidades, métodos sao fornecidos
para a repressao pos-transcricional da expressao ou inibicdo de um
gene alvo por intermédio de moléculas de acido nucleico que sao
complementares a uma sequéncia de codificacdo ou que ndo de codi-
ficacdo do gene alvo em uma praga de coledptero. Nestas e outras
modalidades, uma praga de coledptero pode ingerir uma ou mais mo-
léculas de dsRNA, siRNA, miRNA, e/ou hpRNA transcritas de toda ou
uma porcao de uma molécula de acido nucleico que é complementar a
uma sequéncia de codificacdo ou que nao de codificacdo de um gene
alvo, deste modo fornecendo um efeito protetivo de planta.

[0090] Assim, algumas modalidades envolvem a inibigdo especifi-
ca de sequéncia da expressdo de produtos de gene alvo, usando
dsRBNA, siRNA, miRNA, e/ou hpRNA que é complementar a sequén-
cias de codificacdo e/ou que nao de codificacdo do(s) gene(s) alvo(s)
para obter pelo menos controle parcial de uma praga de coledptero.
Divulgado € um conjunto de moléculas de acido nucleico isoladas e
purificadas compreendendo uma sequéncia de nucleotideo, por exem-
plo, como apresentado em uma das SEQ ID NOs:1a4,9a11,e 104
a 106. Em algumas modalidades, uma molécula de dsRNA estabiliza-

da pode ser expressada a partir destas sequéncias, fragmentos des-

Peticdo 870180134198, de 25/09/2018, pag. 22/151



20/145

tas, ou um gene compreendendo uma destas sequéncias, para o si-
lenciamento poés-transcricional ou inibicdo de um gene alvo. Em certas
modalidades, moléculas de acido nucleico isoladas e purificadas com-
preendem a SEQ ID NO: 3 e/ou toda ou parte da SEQ ID NO: 9.

[0091] Algumas modalidades envolvem uma célula hospedeira re-
combinante (por exemplo, uma célula de planta) tendo em seu geno-
ma pelo menos uma sequéncia de DNA recombinante que codifica pe-
lo menos uma molécula de iRNA (por exemplo, dsRNA). Em modali-
dades particulares, a(s) molécula(s) de dsRNA pode(m) ser expressa-
da(s) quando ingerida(s) por uma praga de coledptero para péds-
transcricionalmente silenciar ou inibir a expressao de um gene alvo na
praga de coledptero. A sequéncia de DNA recombinante pode com-
preender, por exemplo, qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 4,9 a 11,
e 104 a 106, fragmentos de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1a 4,9 a
11, e 104 a 106, ou uma sequéncia parcial de um gene compreenden-
doumadas SEQIDNOs:1a4,9a 11, e 104 a 106, ou complementos
destas.

[0092] Modalidades particulares envolvem uma célula hospedeira
recombinante tendo em seu genoma uma sequéncia de DNA recombi-
nante que codifica pelo menos uma molécula de iRNA (por exemplo,
dsRBNA) compreendendo a SEQ ID NO: 3 e/ou toda ou parte da SEQ
ID NO: 5. Quando ingerida(s) por uma praga de coledptero, a(s) molé-
cula(s) de iIRNA pode(s) silenciar ou inibir a expressao de um gene de
subunidade H de ATPase vacuolar alvo compreendendo as SEQ ID
NOs: 3 € 9 a 11 na praga de coledptero, e deste modo resultar na ces-
sacao do crescimento, desenvolvimento, reproducao, e/ou alimentagao
na praga de colebptero.

[0093] Em algumas modalidades, uma célula hospedeira recombi-
nante tendo em seu genoma pelo menos uma sequéncia de DNA re-

combinante que codifica pelo menos uma molécula de dsRNA pode
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ser uma célula de planta transformada. Algumas modalidades envol-
vem plantas transgénicas compreendendo uma tal célula de planta
transformada. Além de tais plantas transgénicas, plantas de progénie
de qualquer geracdo de planta transgénica, sementes transgénicas, e
produtos de planta transgénica, sao todas fornecidas, cada uma das
quais compreende sequéncia(s) de DNA recombinante. Em modalida-
des particulares, uma molécula de dsRNA da invencdo pode ser ex-
pressada em uma célula de planta transgénica. Portanto, nestas e ou-
tras modalidades, uma molécula de dsRNA da invencao pode ser iso-
lada de uma célula de planta transgénica. Em modalidades particula-
res, a planta transgénica é uma planta selecionada do grupo compre-
endendo milho (Zea mays), soja (Glycine max), e plantas da familia
Poaceae.

[0094] Algumas modalidades envolvem um método para modular a
expressao de um gene alvo em uma célula de praga de coledptero.
Nestas e outras modalidades, uma molécula de acido nucleico pode
ser fornecida, em que a molécula de acido nucleico compreende uma
sequéncia de nucleotideo que codifica uma molécula de dsRNA. Em
modalidades particulares, uma sequéncia de nucleotideo que codifica
uma molécula de dsRNA pode ser operativamente ligada a um promo-
tor, e também pode ser operativamente ligada a uma sequéncia de
terminacdo de transcricdo. Em modalidades particulares, um método
para modular a expressao de um gene alvo em uma célula de praga
de coleodptero pode compreender: (a) transformar uma célula de planta
com um vetor compreendendo uma sequéncia de nucleotideo que co-
difica uma molécula de dsRNA; (b) cultivar a célula de planta transfor-
mada sob condi¢des suficientes para levar em consideracdo o desen-
volvimento de uma cultura de célula de planta compreendendo uma
pluralidade de células de plantas transformadas; (c) selecionar quanto

a uma célula de planta transformada que tem integrado o vetor em seu
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genoma; e (d) determinar que a célula de planta transformada selecio-
nada compreende a molécula de dsRNA codificada pela sequéncia de
nucleotideo do vetor. Uma planta pode ser regenerada a partir de uma
célula de planta que tem o vetor integrado em seu genoma e compre-
ende a molécula de dsRNA codificada pela sequéncia de nucleotideo
do vetor.

[0095] Assim, também divulgada € uma planta transgénica com-
preendendo um vetor tendo uma sequéncia de nucleotideo que codifi-
ca uma molécula de dsRNA integrada em seu genoma, em que a plan-
ta transgénica compreende a molécula de dsRNA codificada pela se-
guéncia de nucleotideo do vetor. Em modalidades particulares, a ex-
pressao de uma molécula de dsRNA na planta € suficiente para modu-
lar a expressao de um gene alvo em uma célula de uma praga de co-
ledptero que contata a planta ou célula de planta transformadas, por
exemplo, alimentando-se na planta transformada, uma parte da planta
(por exemplo, raiz) ou célula de planta. Plantas transgénicas divulga-
das aqui podem exibir resisténcia e/ou tolerancia realcada a infesta-
cbes por praga de coledptero. Plantas transgénicas particulares po-
dem exibir resisténcia e/ou tolerancia realcada a uma ou mais pragas
de coledpteros selecionadas do grupo consistindo em: WCR; NCR,;
SCR; MCR; D. balteata LeConte; D. u. tenella; e D. u. undecimpuncta-
ta Mannerheim.

[0096] Também divulgados aqui sdo métodos para a liberacao de
agentes de controle, tal como uma molécula de iRNA, a uma praga de
coledptero. Tais agentes de controle podem causar, direta ou indire-
tamente, um dano na capacidade da praga de coledptero para alimen-
tar, crescer ou de outro modo causar dano a um hospedeiro. Em al-
gumas modalidades, um método € fornecido compreendendo a libera-
cao de uma molécula de dsRNA estabilizada a uma praga de coledpte-

ro para suprimir pelo menos um gene alvo na praga de coledptero,
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deste modo reduzindo ou eliminando o dano a planta por uma praga
de coledptero. Em algumas modalidades, um método de inibir a ex-
pressao de um gene alvo em uma praga de coledptero pode resultar
na cessagao do crescimento, desenvolvimento, reproducao, e/ou ali-
mentacao na praga de coledptero. Em algumas modalidades, 0 méto-
do pode resultar eventualmente na morte da praga de coledptero.
[0097] Em algumas modalidades, composi¢des (por exemplo, uma
composicao tépica) sdo fornecidas que compreendem uma molécula
de iIRNA (por exemplo, dsRNA) da invencao para uso em plantas,
animais, e/ou no ambiente de uma planta ou animal para obter a elimi-
nacdao ou reducdo de uma infestacdo por praga de coledptero. Em
modalidades particulares, a composicao pode ser uma composicao
nutricional ou fonte de alimento a ser alimentada a praga de coledpte-
ro. Algumas modalidades compreendem tornar a composi¢cao nutricio-
nal ou fonte de alimento disponivel a praga de coledptero. A ingestao
de uma composicdo compreendendo moléculas de iRNA pode resultar
na absorcdo das moléculas por uma ou mais células da praga de co-
lebptero, que por sua vez pode resultar na inibicdo da expressdo de
pelo menos um gene alvo em célula(s) da praga de coledptero. A in-
gestao de ou dano a uma planta ou célula de planta por uma praga de
coledptero pode ser limitada ou eliminada dentro ou sobre qualquer
tecido do hospedeiro ou ambiente em que a praga de coledptero esta
presente fornecendo-se uma ou mais composi¢cdes compreendendo
uma molécula de iRNA da invencdo no hospedeiro da praga de co-
ledptero.

[0098] As composicdes e métodos divulgados aqui podem ser
usados juntos em combinagdes com outros métodos e composicdes
para controlar o dano por pragas de coledpteros. Por exemplo, uma
molécula de iIRNA como descrito aqui para proteger plantas de pragas

de coledpteros pode ser usada em um método compreendendo 0 uso
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adicional de um ou mais agentes quimicos eficazes contra uma praga
de coledptero, biopesticidas eficazes contra uma praga de coleéptero,
rotacdo de culturas, ou técnicas genéticas recombinantes que exibem
caracteristicas diferentes das caracteristicas dos métodos mediados
por RNAIi e composi¢coes de RNAi da invengao (por exemplo, producao
recombinante de proteinas em plantas que s&o nocivas a uma praga
de coledptero (por exemplo, toxinas Bt)).

Il Abreviacoes

dsBNA  acido ribonucleico de fita dupla

Gl inibicdo do crescimento

NCBI National Center for Biotechnology Information
gDNA DNA genbémico

iIRNA acido ribonucleico inibitorio

ORF fase de leitura aberta

RNAI interferéncia do acido ribonucleico

miRNA  &cido ribonucleico microinibitorio

siRNA acido ribonucleico inibitério pequeno

hpRNA  &cido ribonucleico do tipo grampo de cabelo

UTR regiao nao traduzida

WCR crisomelideo do milho ocidental (Diabrotica virgifera virgife-

ra LeConte)

NCR crisomelideo do milho do norte (Diabrotica barberi Smith e
Lawrence)
MCR crisomelideo do milho mexicano (Diabrotica virgifera zeae

Krysan e Smith)

PCR Reacao em cadeia de polimerase
RISC Complexo de silenciamento induzido por RNA
SCR crisomelideo do milho do sul (Diabrotica undecimpunctata

howardi Barber)
1. Termos
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[0099] Na descricdo e tabelas que seguem, varios termos sao
usados. De modo a fornecer um entendimento claro e consistente do
relatério descritivo e reivindicacdes, incluindo o escopo a serem dados
tais termos, as definicdes seguintes sao fornecidas:

[00100] Praga de coledptero: Como usado aqui, o termo "praga de
coledptero” refere-se a insetos do género Diabrotica que alimentam-se
de milho e outras gramineas. Em exemplos particulares, uma praga de
coledptero é selecionada da lista compreendendo D. v. virgifera Le-
Conte (WCR); D. barberi Smith e Lawrence (NCR); D. u. howardi
(SCR); D. v. zeae (MCR); D. balteata LeConte; D. u. tenella; e D. u.
undecimpunctata Mannerheim.

[00101] Contato (com um organismo): Como usado aqui, 0 termo
"contato com" ou "absorgdo por" um organismo (por exemplo, uma
praga de coledptero), com referéncia a uma molécula de 4cido nuclei-
co, inclui a internalizagdo da molécula de acido nucleico no organismo,
por exemplo e sem limitagdo: ingestdo da molécula pelo organismo
(por exemplo, por alimentacao); contato do organismo com uma com-
posicdo compreendendo a molécula de acido nucleico; e imersao de
organismos com uma solucdo compreendendo a molécula de acido
nucleico.

[00102] Contig: Como usado aqui o termo "contig" refere-se a uma
sequéncia de DNA que é reconstruida a partir de um conjunto de seg-
mentos de DNA sobrepostos derivados de uma Unica fonte genética.
[00103] Planta do milho: Como usado aqui, o termo "planta do mi-
lho" refere-se a uma planta da espécie, Zea mays (milho).

[00104] Expressao: Como usado aqui, "expressao” de uma sequén-
cia de codificacao (por exemplo, um gene ou um transgene) refere-se
ao processo pelo qual a informacdo codificada de uma unidade trans-
cricional de acido nucleico (incluindo, por exemplo, DNA genémico ou

cDNA) é convertida em uma parte operacional, ndo operacional, ou
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estrutural de uma célula, frequentemente incluindo a sintese de uma
proteina. A expressao do gene pode ser influenciada por sinais exter-
nos; por exemplo, exposicao de uma célula, tecido, ou organismo a um
agente que aumenta ou diminui a expressao do gene. A expressao de
um gene também pode ser regulada em qualquer lugar na via de DNA
a RNA a proteina. A regulacdo da expressao do gene ocorre, por
exemplo, através de controles que agem sobre a transcricdo, traducéo,
transporte e processamento de RNA, degradacao de moléculas inter-
mediarias tais como mRNA, ou através de ativacao, inativacdo, com-
partimentalizacdo, ou degradacao de moléculas de proteina especifi-
cas depois que elas foram fabricadas, ou por combinacdes destes. A
expressao do gene pode ser medida no nivel de RNA ou no nivel de
proteina por qualquer método conhecido na técnica, incluindo, sem
limitagdo, Northern blot, RT-PCR, Western blot, ou ensaios de ativida-
de de proteina in vitro, in situ, ou in vivo.

[00105] Material genético: Como usado aqui, o termo "material ge-
nético" inclui todos 0s genes, e moléculas de acido nucleico, tais como
DNA e RNA.

[00106] Inibicdo: Como usado aqui, o termo "inibicdo," quando usa-
do para descrever um efeito sobre uma sequéncia de codificacdo (por
exemplo, um gene), refere-se a uma diminuicdo mensuravel no nivel
celular de mRNA transcrito a partir da sequéncia de codificacao e/ou
peptideo, polipeptideo, ou produto de proteina da sequéncia de codifi-
cacao. Em alguns exemplos, a expressao de uma sequéncia de codifi-
cacao pode ser inibida tal que a expressao € aproximadamente elimi-
nada. "Inibicdo especifica” refere-se a inibicdo de uma sequéncia de
codificacao alvo sem consequentemente afetar a expressao de outras
sequéncias de codificacdo (por exemplo, genes) na célula em que a
inibicdo especifica esta sendo realizada.

[00107] Isolado: Um componente biolégico "isolado” (tal como um
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acido nucleico ou proteina) foi substancialmente separado, produzido
a parte de, ou purificado longe de outros componentes biolégicos na
célula do organismo em que 0 componente naturalmente ocorre, isto
e, outro DNA e RNA cromossdmicos e extracromossémicos, e protei-
nas. Moléculas de acido nucleico e proteinas que foram "isoladas" in-
cluem moléculas de acido nucleico e proteinas purificadas por méto-
dos de purificacdo padrdao. O termo também inclui acidos nucleicos e
proteinas preparados por expressdo recombinante em uma célula
hospedeira, assim como moléculas de acido nucleico quimicamente
sintetizadas, proteinas, e peptideos.

[00108] Molécula de acido nucleico: Como usado aqui, o termo "mo-
lécula de &cido nucleico" pode referir-se a uma forma polimérica de
nucleotideos, que pode incluir tanto flamentos senso quanto antissen-
so de RNA, cDNA, DNA gendmico, e formas sintéticas e polimeros
mistos do acima. Um nucleotideo pode referir-se a um ribonucleotideo,
desoxirribonucleotideo, ou uma forma modificada de cada tipo de nu-
cleotideo. Uma "molécula de acido nucleico” como usado aqui € sind-
nima com "acido nucleico" e "polinucleotideo.” Uma molécula de acido
nucleico € usualmente de pelo menos 10 bases em comprimento, a
menos que de outro modo especificado. A sequéncia de nucleotideo
de uma molécula de acido nucleico é lida da extremidade 5' a 3' da
molécula por convencdo. O "complemento” de uma sequéncia de nu-
cleotideo refere-se a sequéncia, de 5’ a 3, das nucleobases que for-
mam pares de base com as nucleobases da sequéncia de nucleotideo
(isto &, A-T/U, e G-C). O "complemento reverso" de uma sequéncia de
acido nucleico refere-se a sequéncia, de 3’ a 5, das nucleobases que
formam pares de base com as nucleobases da sequéncia de nucleoti-
deo.

[00109] "Moléculas de acido nucleico” incluem formas de fita Gnica

e dupla de DNA; formas de fita unica de RNA; e formas de fita dupla
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de RNA (dsRNA). O termo "sequéncia de nucleotideo” ou "sequéncia
de acido nucleico" refere-se tanto a fitas senso quanto antissenso de
um 4cido nucleico como fitas unicas individuais ou no duplex. O termo
"acido ribonucleico” (RNA) € inclusivo de iRNA (RNA inibitério), dsRNA
(RNA de fita dupla), siRNA (RNA interferente pequeno), mRNA (RNA
mensageiro), miBRNA (micro-RNA), hpRNA (RNA do tipo grampo de
cabelo), tRNA (RNA de transferéncia), se carregado ou descarregado
com um aminoacido acilado correspondente), e cRNA (RNA comple-
mentar). O termo "acido desoxirribonucleico” (DNA) é inclusivo de
cDNA, DNA genémico, e hibridos de DNA-RNA. Os termos "segmento
de acido nucleico" e "segmento de sequéncia de nucleotideo," ou mais
geralmente "segmento,” serdo entendidos por aqueles na técnica co-
mo um termo funcional que inclui tanto sequéncias gendmicas, se-
quéncias de RNA ribossémico, sequéncias de RNA de transferéncia,
sequéncias de RNA mensageiro, sequéncias de operon, quanto se-
quéncias de nucleotideo engendrado menores que codificaram ou po-
dem ser adaptadas para codificar, peptideos, polipeptideos, ou protei-
nas.

[00110] Oligonucleotideo: Um oligonucleotideo € um polimero de
acido nucleico curto. Oligonucleotideos podem ser formados por cliva-
gem de segmentos de acido nucleico mais longos, ou polimerizando-
se precursores de nucleotideo individuais. Sintetizadores automaticos
permitem a sintese de oligonucleotideos até varias centenas de pares
de base em comprimento. Porque os oligonucleotideos podem ligar-se
a uma sequéncia de nucleotideo complementar, eles podem ser usa-
dos como sondas para detectar DNA ou RNA. Oligonucleotideos com-
postos de DNA (oligodesoxirribonucleotideos) podem ser usados em
PCR, uma técnica para a ampliacdo de sequéncias DNA e RNA
(transcritas reversas em um cDNA). Em PCR, o oligonucleotideo ¢ tipi-

camente referido como um "iniciador," que permite que uma DNA po-
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limerase estenda o oligonucleotideo e replique a fita complementar.
[00111]  Uma molécula de acido nucleico pode incluir qualquer um
ou ambos os nucleotideos que ocorrem naturalmente e modificados
ligados entre si por ligacdes de nucleotideo que ocorrem naturalmente
e/ou que ndo ocorrem naturalmente. Moléculas de acido nucleico po-
dem ser modificadas quimica ou bioquimicamente, ou podem conter
bases de nucleotideo nao naturais ou derivadas, como sera facilmente
avaliado por aqueles de habilidade na técnica. Tais modificacdes in-
cluem, por exemplo, rétulos, metilacdo, substituicdo de um ou mais
dos nucleotideos que ocorrem naturalmente com um analogo, modifi-
cacbes internucleotideo (por exemplo, ligacdes descarregadas: por
exemplo, fosfonatos de metila, fosfotriésteres, fosforamidatos, carba-
matos, etc.; ligacdes carregadas: por exemplo, fosforotioatos, fosforo-
ditioatos, etc.; por¢cdes pendentes: por exemplo, peptideos; intercala-
dores: por exemplo, acridina, psoraleno, etc.; queladores; alquiladores;
e ligacdes modificadas: por exemplo, acidos nucleicos alfa anoméri-
cos, etc.). O termo "molécula de acido nucleico" também inclui qual-
quer conformacao topoldgica, incluindo conformacdes de fita Unica, de
fita dupla, parcialmente do tipo duplex, do tipo triplex, do tipo grampo
de cabelo, circulares, e do tipo cadeado.

[00112] Como usado aqui com respeito ao DNA, o termo "sequén-
cia de codificacao”, "sequéncia de nucleotideo estrutural," ou "molécu-
la de acido nucleico estrutural" refere-se a uma sequéncia de nucleoti-
deo que € basicamente traduzida em um polipeptideo, por intermédio
de transcricao e mRNA, quando colocada sob o controle de sequén-
cias reguladoras apropriadas. Com respeito ao RNA, o termo "sequén-
cia de codificacdo" refere-se a uma sequéncia de nucleotideo que é
traduzida em um peptideo, polipeptideo, ou proteina. Os limites de
uma sequéncia de codificacdo sao determinados por um cédon de ini-

cio da traducdo no término 5 e um codon de parada da traducao no
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término 3'. Sequéncias de codificacao incluem, mas nao sao limitadas
a: DNA genbmico; cDNA; EST; e sequéncias de nucleotideo recombi-
nante.

[00113] Genoma: Como usado aqui, o termo "genoma" refere-se ao
DNA cromossémico encontrado dentro do nucleo de uma célula, e
também refere-se ao DNA em organelas encontrado dentro de com-
ponentes subcelulares da célula. Em algumas modalidades da inven-
cdo, uma molécula de DNA pode ser introduzida em um célula de
planta tal que a molécula de DNA ¢ integrada no genoma da célula de
planta. Nestas e outras modalidades, a molécula de DNA pode ser in-
tegrada no DNA nuclear da célula de planta, ou integrado no DNA do
cloroplasto ou mitocéndria da célula de planta. O termo "genoma" con-
forme ele aplica-se a bactérias refere-se tanto a cromossomo quanto
plasmideos dentro da célula bacteriana. Em algumas modalidades da
invencao, uma molécula de DNA pode ser introduzida em uma bacté-
ria tal que a molécula de DNA é integrada no genoma da bactéria.
Nestas e outras modalidades, a molécula de DNA pode ser cromos-
somicamente integrada ou localizada como ou em um plasmideo esta-
vel.

[00114] Identidade de sequéncia: O termo "identidade de sequén-
cia" ou "identidade," como usado aqui no contexto de duas sequéncias
de acido nucleico ou polipeptideo, refere-se aos residuos nas duas
sequéncias que sao 0s mesmos quando alinhados para correspon-
déncia maxima em uma janela de comparacao especifica.

[00115] Como usado aqui, o termo "porcentagem de identidade de
sequéncia" pode referir-se ao valor determinado comparando-se duas
sequéncias idealmente alinhadas (por exemplo, sequéncias de acido
nucleico) em uma janela de comparagao, em que a por¢cao da sequén-
cia na janela de comparacao pode compreender adicOes ou supres-

sbes (isto é, intervalos) quando comparado a sequéncia de referéncia
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(que nao compreende adicbes ou supressdes) para o alinhamento
ideal das duas sequéncias. A porcentagem € calculada determinando-
se 0 numero de posicdes em que o residuo de nucleotideo ou aminoa-
cido idéntico ocorre em ambas as sequéncias para produzir o niamero
de posi¢cdes emparelhadas, dividindo o nimero de posicbes empare-
lhadas pelo numero total de posicdes na janela de comparacao, e mul-
tiplicando o resultado por 100 para produzir a porcentagem de identi-
dade de sequéncia. Uma sequéncia que é idéntica em cada posicao
em comparagao a uma sequéncia de referéncia é dita ser 100 % idén-
tica a sequéncia de referéncia, e vice-versa.

[00116] Métodos para alinhar sequéncias para comparacao Sao
bem conhecidos na técnica. Varios programas e algoritmos de alinha-
mento sdo descritos em, por exemplo: Smith e Waterman (1981) Adv.
Appl. Math. 2:482; Needleman e Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48:443;
Pearson e Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444; Hig-
gins e Sharp (1988) Gene 73:237-44; Higgins e Sharp (1989) CABIOS
5:151-3; Corpet et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16:10881-90; Huang
et al. (1992) Comp. Appl. Biosci. 8:155-65; Pearson et al. (1994) Me-
thods Mol. Biol. 24:307-31; Tatiana et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett.
174:247-50. Uma consideracao detalhada de métodos de alinhamento
de sequéncia e calculos de homologia pode ser encontrada em, por
exemplo, Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10.

[00117] National Center for Biotechnology Information (NCBI) Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST™; Altschul et al. (1990)) esta
disponivel a partir de varias fontes, incluindo o National Center for Bio-
technology Information (Bethesda, MD), e na internet, para uso em
combinacdo com varios programas de andlise de sequéncia. Uma
descricdo de como determinar a identidade de sequéncia usando este
programa esta disponivel na internet sob a secdo de "ajuda" para

BLAST™., Para comparacdes de sequéncias de acido nucleico, a fun-
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cao das "sequéncias de Blast 2" do programa BLAST™ (Blastn) pode
ser utilizada usando a matriz BLOSUMG62 padrao designada para pa-
rametros padrdo. Sequéncias de acido nucleico com similaridade ain-
da maior as sequéncias de referéncia mostrardo identidade percentual
crescente quando avaliadas por este método.

[00118] Especificamente hibridizavel/Especificamente complemen-
tar: Como usado aqui, os termos "especificamente hibridizavel" e "es-
pecificamente complementar" sao termos que indicam um grau sufici-
ente de complementaridade tal que a ligacao estavel e especifica ocor-
re entre a molécula de acido nucleico e uma molécula de acido nuclei-
co alvo. A hibridizacado entre duas moléculas de acido nucleico envolve
a formacdo de um alinhamento antiparalelo entre as sequéncias de
acido nucleico das duas moléculas de acido nucleico. As duas molécu-
las sdo depois capazes de formar ligacdes de hidrogénio com bases
correspondentes na fita oposta para formar uma molécula dupla que,
se ela for suficientemente estavel, € detectavel usando métodos bem
conhecidos na técnica. Uma molécula de acido nucleico nao precisa
ser 100% complementar a sua sequéncia alvo para ser especificamen-
te hibridizavel. Entretanto, a quantidade de complementaridade de se-
quéncia que deve existir para que a hibridizacao seja especifica € uma
funcao das condicdes de hibridizacdo usadas.

[00119] Condicbes de hibridizacdo que resultam em graus particula-
res de severidade variardao dependendo da natureza do método de hi-
bridizacdo de escolha e da composicao e comprimento das sequén-
cias de acido nucleico hibridizantes. Geralmente, a temperatura da hi-
bridizagc&o e a forga ibnica (especialmente a concentragao de Na* e/ou
Mg**) do tampao de hibridizagdo determinarao a severidade da hibridi-
zagao, entretanto tempos de lavagem e as composi¢coes de tampodes
de lavagem também influenciam a severidade. Célculos com respeito

as condicbes de hibridizacdo necessarias para atingir graus particula-
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res de severidade sdo conhecidos aqueles de habilidade comum na
técnica, e sdo debatidos, por exemplo, em Sambrook et al. (ed.) Mo-
lecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., vol. 1-3, Cold Spring

Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989, capitulos 9 e
11; e Hames e Higgins (eds.) Nucleic Acid Hybridization, IRL Press,

Oxford, 1985. Instrucdo e orientacdo adicionais detalhadas com
referéncia a hibridizacdo de acidos nucleicos podem ser encontradas,
por exemplo, em Tijssen, "Overview of principles of hybridization and

the strategy of nucleic acid probe assays," em Laboratory Techniques

in Biochemistry and Molecular Biology- Hybridization with Nucleic Acid
Probes, Parte |, Capitulo 2, Elsevier, NY, 1993; e Ausubel et al., Eds.,
Current Protocols in Molecular Biology, Capitulo 2, Greene Publishing
and Wiley-Interscience, NY, 1995.

[00120] Como usado aqui, "condicbes severas" abrangem condi-

cbes sob as quais a hibridizacdo apenas ocorrera se houver menos do
que 20 % de disparidade entre a molécula de hibridizacdo e uma se-
quéncia homdloga dentro da molécula de acido nucleico alvo. "Condi-
cbes severas" incluem outros niveis particulares de severidade. Assim,
como usado aqui, condicOes de "severidade moderada” sao aquelas
sob as quais moléculas com mais do que 20 % de disparidade de se-
quéncia nao hibridizarao; condicbes de "severidade alta" sdo aquelas
sob as quais sequéncias com mais do que 10 % de disparidade nao
hibridizarao; e condicbes de "severidade muito alta" sdo aquelas sob
as quais sequéncias com mais do que 5 % de disparidade nao hibridi-
zarao.

[00121] As seguintes sao condicbes de hibridizagcao representati-
vas, nao limitantes.

[00122] Condicado de severidade alta (detecta sequéncias que com-
partilham pelo menos 90% de identidade de sequéncia): Hibridizacao

em 5x tampéao de SSC a 65T durante 16 horas; lavage m duas vezes
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em 2x tampdo de SSC na temperatura ambiente durante 15 minutos
cada; e lavagem duas vezes em 0,5x tampao de SSC a 65T durante
20 minutos cada.

[00123] Condicdo de severidade moderada (detecta sequéncias
que compartilham pelo menos 80% de identidade de sequéncia): Hi-
bridizacdo em 5x-6x tampé&o de SSC a 65 a 70°C durante 16 a 20 ho-
ras; lavagem duas vezes em 2x tampao de SSC na temperatura ambi-
ente durante 5 a 20 minutos cada; e lavagem duas vezes em 1x tam-
pao de SSC a 55 a 70C durante 30 minutos cada.

[00124] Condicado de controle ndo severa (sequéncias que compar-
tilham pelo menos 50% de identidade de sequéncia hibridizardo): Hi-
bridizacdo em 6x tampao de SSC na temperatura ambiente até 55T
durante 16 a 20 horas; lavagem pelo menos duas vezes em 2x-3x
tampao de SSC na temperatura ambiente até 55C durante 20 a 30
minutos cada.

[00125] Como usado aqui, o termo "substancialmente homéloga" ou
"homologia substancial," com referéncia a uma sequéncia de acido
nucleico contigua, refere-se a sequéncias de nucleotideo contiguas
que hibridizam sob condi¢bes severas a sequéncia de acido nucleico
de referéncia. Por exemplo, sequéncias de acido nucleico que sao
substancialmente homoélogas a uma sequéncia de acido nucleico de
referéncia de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1 a 7 sdo aquelas se-
quéncias de acido nucleico que hibridizam sob condi¢cbes severas (por
exemplo, as condi¢coes de severidade moderada apresentadas, supra)
a sequéncia de acido nucleico de referéncia de qualquer uma das SEQ
ID NOs: 1 a 7. Sequéncias substancialmente homélogas podem ter
pelo menos 80% de identidade de sequéncia. Por exemplo, sequén-
cias substancialmente homdlogas podem ter de cerca de 80% a 100%
de identidade de sequéncia, tal como cerca de 81%; cerca de 82%;

cerca de 83%; cerca de 84%; cerca de 85%; cerca de 86%; cerca de
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87%; cerca de 88%; cerca de 89%; cerca de 90%; cerca de 91%; cer-
ca de 92%; cerca de 93%; cerca de 94% cerca de 95%; cerca de 96%;
cerca de 97%; cerca de 98%; cerca de 98,5%; cerca de 99%; cerca de
99,5%; e cerca de 100%. A propriedade de homologia substancial é
intimamente relacionada a hibridizacao especifica. Por exemplo, uma
molécula de acido nucleico é especificamente hibridizavel quando ha
um grau suficiente de complementaridade para evitar a ligacdo nao
especifica do acido nucleico a sequéncias nao alvos sob condicdes
onde a ligacao especifica € desejada, por exemplo, sob condicbes se-
veras de hibridizagao.

[00126] Como usado aqui, o termo "ortélogo" refere-se a um gene
em duas ou mais espécies que evoluiram-se de uma sequéncia de nu-
cleotideo de ancestral comum, e podem manter a mesma funcao nas
duas ou mais espécies.

[00127] Como usado aqui, duas moléculas da sequéncia de acido
nucleico sao ditas exibir "complementaridade completa” quando cada
nucleotideo de uma sequéncia lida na direcdo 5' a 3' € complementar a
cada nucleotideo da outra sequéncia quando lida na direcdo 3' a 5.
Uma sequéncia de nucleotideo que € complementar a uma sequéncia
de nucleotideo de referéncia exibira uma sequéncia idéntica a sequén-
cia de complemento reverso da sequéncia de nucleotideo de referén-
cia. Estes termos e descricbes sdo bem definidos na técnica e sao fa-
cilmente entendidos por aqueles de habilidade comum na técnica.
[00128] Operavelmente ligada: Uma primeira sequéncia de nucleo-
tideo é operavelmente ligada com uma segunda sequéncia de acido
nucleico quando a primeira sequéncia de acido nucleico esta em uma
relacdo funcional com a segunda sequéncia de acido nucleico. Quan-
do sequéncias de acido nucleico operavelmente ligadas, recombinan-
temente produzidas sdo geralmente contiguas, e, onde necessario pa-

ra unir duas regides de codificacao de proteina, na mesma fase de lei-
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tura (por exemplo, em uma ORF policistrénica). Entretanto, acidos nu-
cleicos nao precisam ser contiguos para ser operavelmente ligados.
[00129] O termo, "operavelmente ligada," quando usado em refe-
réncia a uma sequéncia reguladora e uma sequéncia de codificacao,
significa que a sequéncia reguladora afeta a expressao da sequéncia
de codificacdo ligada. "Sequéncias reguladoras,” ou "elementos de
controle," referem-se a sequéncias de nucleotideo que influenciam a
periodicidade e nivel/quantidade de transcricdo, processamento ou
estabilidade do RNA, ou traducao da sequéncia de codificacdo associ-
ada. Sequéncias reguladoras podem incluir promotores; sequéncias
lideres de traducao; introns; realcadores; estruturas de haste-alca; se-
quéncias de ligacao ao repressor; sequéncias de terminacao; sequén-
cias de reconhecimento de poliadenilacédo; etc. Sequéncias regulado-
ras particulares podem ser localizadas a montante e/ou a jusante de
uma sequéncia de codificacdo operavelmente ligada a estas. Também,
sequéncias reguladoras particulares operavelmente ligadas a uma se-
quéncia de codificacdo podem ser localizadas na fita complementar
associada de uma molécula de 4cido nucleico de fita dupla.

[00130] Promotor: Como usado aqui, o termo "promotor" refere-se a
uma regidao do DNA que pode estar a montante do inicio da transcri-
¢ao, e que pode estar envolvida no reconhecimento e ligacao de RNA
polimerase e outras proteinas para iniciar a transcricdo. Um promotor
pode ser operavelmente ligado a uma sequéncia de codificacdo para a
expressao em uma célula, ou um promotor pode ser operavelmente
ligado a uma sequéncia de nucleotideo que codifica uma sequéncia de
sinal que pode ser operavelmente ligada a uma sequéncia de codifica-
cao para a expressao em uma célula. Um "promotor de planta" pode
ser um promotor capaz de iniciar a transcricdo em células de plantas.
Exemplos de promotores sob controle de desenvolvimento incluem

promotores que preferencialmente iniciam a transcricdo em certos te-
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cidos, tais como folhas, raizes, sementes, fibras, vasos do xilema, tra-
queides, ou esclerénquima. Tais promotores sdo referidos como "pre-
feridos de tecido." Promotores que iniciam a transcricdo apenas em
certos tecidos sao referidos como "especificos de tecido." Um promo-
tor "especifico do tipo de célula" primariamente conduz a expressao
em certos tipos de células em um ou mais 6rgaos, por exemplo, célu-
las vasculares em raizes ou folhas. Um promotor "induzivel" pode ser
um promotor que pode estar sob controle ambiental. Exemplos de
condicbes ambientais que podem iniciar a transcricao por promotores
induziveis incluem condicbes anaerdbicas € a presenca de luz. Promo-
tores especificos de tecido, preferidos de tecido, especifico do tipo de
célula, e promotores induziveis constituem a classe de promotores
"n&o constitutivos”. Um promotor "constitutivo" é um promotor que po-
de ser ativo sob a maioria das condicbes ambientais ou na maioria de
tipos de célula ou tecido.

[00131] Qualquer promotor induzivel pode ser usado em algumas
modalidades da invencao. Ver Ward et al. (1993) Plant Mol. Biol.
22:361-366. Com um promotor induzivel, a taxa de transcricdo aumen-
ta em resposta a um agente de indugdo. Promotores induziveis exem-
plares incluem, mas nao sao limitados a: Promotores do sistema de
ACEI que responde a cobre; gene In2 do milho que responde a fitopro-
tetores de benzenossulfonamida; repressor Tet de Tn10; e 0 promotor
induzivel de um gene de horménio esteroide, a atividade transcricional
da qual pode ser induzida por um horménio glicocorticosteroide (Sche-
na et al. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:0421).

[00132] Promotores constitutivos exemplares incluem, mas nao sao
limitados a: Promotores de virus de plantas, tal como o promotor 35S
de virus do mosaico da couve-flor (CaMV); promotores de genes de
actina de arroz; promotores de ubiquitina; pEMU; MAS; promotor de
histona H3 do milho; e o promotor de ALS, fraguento de Xba1/Ncol 5'
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ao gene estrutural de Brassica napus ALS3 (ou uma similaridade de
sequéncia de nucleotideo ao dito fragmento de Xba1/Ncol) (Publica-
cao PCT Internacional N©¢ WO 96/30530).

[00133] Adicionalmente, qualquer promotor especifico de tecido ou
preferido de tecido pode ser utilizado em algumas modalidades da in-
vengdo. Plantas transformadas com uma molécula de acido nucleico
compreendendo uma sequéncia de codificagcdo operavelmente ligada
a um promotor especifico de tecido podem produzir o produto da se-
quéncia de codificacdo exclusivamente, ou preferencialmente, em um
tecido especifico. Promotores especificos de tecido ou preferidos de
tecido exemplares incluem, mas nao sao limitados a: Um promotor
preferido da raiz, tal como aquele do gene de faseolina; um promotor
especifico da folha e induzido por luz tal como aquele de cab ou rubis-
co; um promotor especifico da antera tal como aquele de LAT52; um
promotor especifico do pdlen tal como aquele de Zm13; e um promotor
preferido de micrésporo tal como aquele de apg.

[00134] Transformacédo: Como usado aqui, o termo "transformacao”
ou "transducao" refere-se a transferéncia de uma ou mais moléculas
de acido nucleico em uma célula. Uma célula é "transformada" por
uma molécula de acido nucleico transduzida na célula quando a molé-
cula de acido nucleico torna-se estavelmente replicada pela célula, por
incorporacao da molécula de acido nucleico no genoma celular, ou por
replicacdo epissdbmica. Como usado aqui, o termo "transformacao”
abrange todas as técnicas pelas quais uma molécula de acido nucleico
pode ser introduzida em uma tal célula. Exemplos incluem, mas nao
sdo limitados a: transfeccao com vetores virais; transformagdo com
vetores plasmidicos; eletroporacdo (Fromm et al. (1986) Nature
319:791-3); lipofeccao (Felgner et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
84.7413-7); microinjecao (Mueller et al. (1978) Cell 15:579-85); transfe-

réncia mediada por Agrobacterium (Fraley et al. (1983) Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA 80:4803-7); absorcao de DNA direta; e bombardea-
mento de microprojétil (Klein et al. (1987) Nature 327:70).

[00135] Transgene: Uma sequéncia de acido nucleico exégena. Em
alguns exemplos, um transgene pode ser uma sequéncia que codifica
uma ou ambas as fitas de uma molécula de dsRNA que compreende
uma sequéncia de nucleotideo que é complementar a uma molécula
de &cido nucleico encontrada em uma praga de coledptero. Em outros
exemplos, um transgene pode ser uma sequéncia de acido nucleico
antissenso, em que a expressao da sequéncia de acido nucleico antis-
senso inibe a expressao de uma sequéncia de acido nucleico alvo.
Ainda em outros exemplos, um transgene pode ser uma sequéncia de
gene (por exemplo, um gene resistente a herbicida), um gene que co-
difica um composto industrial ou farmaceuticamente 0til, ou um gene
que codifica uma caracteristica agricola desejavel. Nestes e outros
exemplos, um transgene pode conter sequéncias reguladoras opera-
velmente ligadas a uma sequéncia de codificacdo do transgene (por
exemplo, um promotor).

[00136] Vetor: Uma molécula de acido nucleico como introduzida
em uma célula, por exemplo, para produzir uma célula transformada.
Um vetor pode incluir sequéncias de acido nucleico que permitem que
ele replique na célula hospedeira, tal como uma origem de replicacéo.
Exemplos de vetores incluem, mas nao sao limitados a: um plasmideo;
cosmideo; bacteriéfago; ou virus que carrega DNA exégeno em uma
célula. Um vetor também pode incluir um ou mais genes, sequéncias
anti-sentido, e/ou genes marcadores selecionaveis e outros elementos
genéticos conhecidos na técnica. Um vetor pode transduzir, transfor-
mar, ou infectar uma célula, deste modo fazendo com que a célula ex-
presse as moléculas de acido nucleico e/ou proteinas codificadas pelo
vetor. Um vetor opcionalmente inclui materiais para ajudar em obter a

entrada da molécula de acido nucleico na célula (por exemplo, um li-
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possomo, revestimento de proteina, etc.).

[00137] Rendimento: Um rendimento estabilizado de cerca de 100
% ou mais em relagdo ao rendimento de variedades de verificagdo no
mesmo local de crescimento que crescem ao mesmo tempo e sob as
mesmas condicbes. Em modalidades particulares, "rendimento melho-
rado" ou "rendimento de melhora" significa um cultivar tendo um ren-
dimento estabilizado de 105 % a 115% ou mais em relagao ao rendi-
mento de variedades de verificacdo no mesmo local de crescimento
contendo densidades significantes de pragas de coledpteros que sao
prejudiciais aquela safra que cresce ao mesmo tempo e sob as mes-
mas condigoes.

[00138] A menos que especificamente indicado ou implicado, os
termos "um", "uma", e "0", "a" significam "pelo menos um" como usado
aqui.

[00139] A menos que de outro modo especificamente explicado,
todos os termos técnicos e cientificos usados aqui tém o mesmo signi-
ficado como comumente entendido por aqueles de habilidade comum
na técnica aos quais esta divulgacado pertence. Definicbes de termos
comuns na biologia molecular podem ser encontrada em, por exemplo,
Lewin B., Genes V, Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-
9); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology,
Blackwell Science Lid., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); e Meyers R.A.
(ed.), Molecular Biology and Biotechnology: A Comprehensive Desk
Reference, VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8). Todas

as porcentagens sao em peso e todas as proporgbes de mistura de

solvente sdo em volume a menos que de outro modo observado. To-
das as temperaturas sdo em graus Celsius.

V. Moleculas de acido nucleico compreendendo uma se-
quéncia de praga de coleoptero

Visao geral
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[00140] Descritas aqui sdo moléculas de acido nucleico Uteis para o
controle de pragas de coledpteros. Moléculas de acido nucleico descri-
tas incluem sequéncias alvos (por exemplo, genes nativos, e sequén-
cias que nao de codificacdo), dsRNAs, siRNAs, hpRNAs, e miRNAs.
Por exemplo, moléculas de dsRNA, siRNA, miRNA e/ou hpRNA sao
descritas em algumas modalidades que podem ser especificamente
complementares a todas ou parte de uma ou mais sequéncias de aci-
do nucleico nativas em uma praga de coledptero. Nestas e outras mo-
dalidades, a(s) sequéncia(s) de acido nucleico nativa(s) podem ser um
ou mais genes alvos, o produto das quais pode ser, por exemplo e
sem limitacdo: envolvido em um processo metabdlico; envolvido em
um processo reprodutivo; ou envolvido no desenvolvimento larval. Mo-
léculas de acido nucleico descritas aqui, quando introduzidas em uma
célula compreendendo pelo menos uma sequéncia de acido nucleico
nativa a qual as moléculas de acido nucleico sao especificamente
complementares, podem iniciar RNAi na célula, e consequentemente
reduzir ou eliminar a expressao da(s) sequéncia(s) de acido nucleico
nativa(s). Em alguns exemplos, a reducao ou eliminagao da expressao
de um gene alvo por uma molécula de acido nucleico compreendendo
uma sequéncia especificamente complementar a esta pode ser letal
em pragas de coleodpteros, ou resultar em crescimento e/ou reprodu-
cao reduzidos.

[00141] Em algumas modalidades, pelo menos um gene alvo em
uma praga de coledptero pode ser selecionado, em que o gene alvo
compreende uma sequéncia de nucleotideo selecionada da lista com-
preendendo D _vir_c47185_Caf1180 (SEQ ID NO: 1);
D vir ¢1229 VatpaseC (SEQ ID NO: 2); D _vir_c1319 VatpaseH
(SEQ ID NO: 3); e Contig_01_Rho1_1-191_CDC42 (SEQ ID NO: 4).
Em exemplos particulares, um gene alvo em uma praga de coledptero

€ selecionado, em que o gene alvo codifica uma subunidade H de
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ATPase vacuolar e compreende a SEQ ID NO: 3.

[00142] Em algumas modalidades, um gene alvo pode ser uma mo-
lécula de acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleoti-
deo que codifica um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de
aminoacido contigua que € pelo menos 85% idéntica (por exemplo,
cerca de 90%, cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de 97%, cerca de
98%, cerca de 99%, cerca de 100%, ou 100% idéntica) a sequéncia de
aminoacido do produto de proteina de um de D _vir_c47185 Caf1180
(SEQ ID NO: 1); D_vir c1229 VatpaseC (SEQ ID NO: 2);
D vir ¢1319 VatpaseH (SEQ ID NO: 3); e Contig 01_Rho1_1-
191_CDC42 (SEQ ID NO: 4). Um gene alvo pode ser qualquer se-
quéncia de acido nucleico em uma praga de coledptero, a inibicao pds-
transcricional do qual tem um efeito deletério sobre a praga de coleop-
tero, ou fornece um beneficio protetivo contra a praga de coledptero a
uma planta. Em exemplos particulares, um gene alvo € uma molécula
de acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleotideo que
codifica uma subunidade H de ATPase vacuolar compreendendo uma
sequéncia de aminoacido contigua que é pelo menos 85% idéntica,
cerca de 90% idéntica, cerca de 95% idéntica, cerca de 96% idéntica,
cerca de 97% idéntica, cerca de 98% idéntica, cerca de 99% idéntica,
cerca de 100% idéntica, ou 100% idéntica a sequéncia de aminoacido
do produto de proteina da SEQ ID NO: 3.

[00143] Fornecidas de acordo com a invencao sdo sequéncias de
nucleotideo, a expressao das quais resulta em uma molécula de RNA
compreendendo uma sequéncia de nucleotideo que é especificamente
complementar a toda ou parte de uma molécula de RNA nativa que é
codificada por uma sequéncia de codificacdo em uma praga de co-
ledptero. Em algumas modalidades, depois da ingestdo da molécula
de RNA expressada por uma praga de coleodptero, a infrarregulacéo da

sequéncia de codificagcdo em células da praga de coledptero pode ser
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obtida. Em modalidades particulares, a infrarregulacdo da sequéncia
de codificacdo em células da praga de coledptero pode resultar em um
efeito deletério sobre o crescimento, viabilidade, proliferacao, e/ou re-
producao da praga de coledptero.

[00144] Em algumas modalidades, sequéncias alvos incluem se-
quéncias de RNA que nao de codificacdo transcritas, tais como
5'UTRs; 3'UTRs; sequéncias lideres unidas; sequéncias de intron; se-
quéncias de outron (por exemplo, RNA de 5’'UTR subsequentemente
modificado em trans processamento); sequéncias de donatron (por
exemplo, RNA que nao de codificacdo necessario para fornecer se-
quéncias doadoras para trans processamento); e outro RNA transcrito
que nao de codificacdo de genes alvos de praga de coleodptero. Tais
sequéncias podem ser derivadas tanto de genes mono-cistronicos
quanto poli-cistrénicos.

[00145] Assim, também descritas aqui em combinacdo com algu-
mas modalidades sdo moléculas de iRNA (por exemplo, dsRNAs, siR-
NAs, miBRNAs e hpRNAs) que compreendem pelo menos uma se-
quéncia de nucleotideo que é especificamente complementar a toda
ou parte de uma sequéncia alvo em uma praga de coledptero. Em al-
gumas modalidades uma molécula de iIRNA pode compreender se-
quéncia(s) de nucleotideo que sdo complementares a toda ou parte de
uma pluralidade de sequéncias alvos; por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, ou mais sequéncias alvos. Em modalidades particulares, uma
molécula de iRNA pode ser produzida in vitro, ou in vivo por um orga-
nismo geneticamente modificado, tal como uma planta ou bactéria.
Também divulgadas sao sequéncias de cDNA que podem ser usadas
para a producdo de moléculas de dsRNA, moléculas de siRNA, molé-
culas de miRNA e/ou hpRNA que sao especificamente complementa-
res a toda ou parte de uma sequéncia alvo em uma praga de coleodpte-

ro. Ainda descritas sao construcoes de DNA recombinante para uso
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em obter transformacéao estavel de alvos hospedeiros particulares. Al-
vos hospedeiros transformados podem expressar niveis eficazes de
moléculas de dsRNA, siRNA, miRNA e/ou hpRNA das construcdes de
DNA recombinante. Portanto, também descrito € um vetor de trans-
formacdo de planta compreendendo pelo menos uma sequéncia de
nucleotideo operavelmente ligada a um promotor heterélogo funcional
em uma célula de planta, em que a expressao da(s) sequéncia(s) de
nucleotideo resulta em uma molécula de RNA compreendendo uma
sequéncia de nucleotideo que é especificamente complementar a toda
ou parte de uma sequéncia alvo em uma praga de coledptero.

[00146] Em algumas modalidades, moléculas de acido nucleico
uteis para o controle de pragas de coledpteros podem incluir: a se-
quéncia de 4&cido nucleico nativa isolada de Diabrotica,
D _vir_¢c1319 VatpaseH (SEQ ID NO: 3); sequéncias de nucleotideo
que quando expressadas resultam em uma molécula de RNA compre-
endendo uma sequéncia de nucleotideo que é especificamente com-
plementar a uma molécula de RNA nativa que é codificada por
D vir_¢c1319 VatpaseH (SEQ ID NO: 3); moléculas de iRNA (por
exemplo, dsRNAs, siRNAs, miRNAs e hpRNAs) que compreendem
pelo menos uma sequéncia de nucleotideo que é especificamente
complementar a D_vir_c1319_VatpaseH (SEQ ID NO: 3); sequéncias
de cDNA que podem ser usadas para a producdao de moléculas de
dsRBNA, moléculas de siRNA, moléculas de miRNA e/ou hpRNA que
sdo especificamente complementares a D_vir_c1319_VatpaseH (SEQ
ID NO: 3); e construcbes de DNA recombinante para uso em obter
transformacao estavel de alvos hospedeiros particulares, em que um
alvo hospedeiro transformado compreende uma ou mais das molécu-
las de acido nucleico precedentes.

[00147] Nestas e outras modalidades, moléculas de acido nucleico

Uteis para o controle de pragas de coledpteros podem incluir: um fra-
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gmento de uma subunidade H de ATPase vacuolar de Diabrotica com-
preendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; sequéncias de nucleoti-
deo que quando expressadas resultam em uma molécula de RNA
compreendendo uma sequéncia de nucleotideo que é especificamente
complementar a uma molécula de RNA de Diabrotica nativa compre-
endendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; moléculas de iRNA (por
exemplo, dsRNAs, siRNAs, miRNAs e hpRNAs) que compreendem
pelo menos uma sequéncia de nucleotideo que é especificamente
complementar a toda ou parte da SEQ ID NO: 9; sequéncias de cDNA
que podem ser usadas para a producao de moléculas de dsRNA, mo-
léculas de siRNA, moléculas de miRNA e/ou hpRNA que s&o especifi-
camente complementares a toda ou parte da SEQ ID NO: 9; e cons-
trucées de DNA recombinante para uso em obter transformacao esta-
vel de alvos hospedeiros particulares, em que um alvo hospedeiro
transformado compreende uma ou mais das moléculas de acido nu-
cleico precedentes.

[00148] Nestas e outras modalidades, moléculas de acido nucleico
adicionais uteis para o controle de pragas de coledpteros podem inclu-
ir: D_vir_c47185 _Caf1180 (SEQ ID NO: 1); D_vir_c1229 VatpaseC
(subunidade C de ATPase vacuolar) (SEQ ID NO: 2); e Con-
tig_01_Rho1_1-191_CDC42 (proteina de ligacdo a GTP pequena de
Rho1) (SEQ ID NO: 4); sequéncias de nucleotideo que quando ex-
pressadas resultam em uma molécula de RNA compreendendo uma
sequéncia de nucleotideo que é especificamente complementar a uma
molécula de RNA nativa que € codificada por D_vir_c47185_Caf1180
(SEQ ID NO: 1); D _vir_c1229 VatpaseC (SEQ ID NO: 2); ou Con-
tig_01_Rho1_1-191_CDC42 (SEQ ID NO: 4); moléculas de iRNA (por
exemplo, dsRNAs, siRNAs, miRNAs e hpRNAs) que compreendem
pelo menos uma sequéncia de nucleotideo que é especificamente
complementar a D_vir_ c47185 Caf1180 (SEQ ID NO: 1);
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D vir ¢c1229 VatpaseC (SEQ ID NO: 2); ou Contig_01_Rho1_1-
191_CDC42 (SEQ ID NO: 4); sequéncias de cDNA que podem ser
usadas para a producdo de moléculas de dsRNA, moléculas de siR-
NA, moléculas de miRNA e/ou hpRNA que sédo especificamente com-
plementares a D_vir c47185 Cafi180 (SEQ ID NO: 1);
D vir ¢1229 VatpaseC (SEQ ID NO: 2); ou Contig 01_Rhol_1-
191_CDC42 (SEQ ID NO: 4); e construcdes de DNA recombinante pa-
ra uso em obter transformacéao estavel de alvos hospedeiros particula-
res, em que um alvo hospedeiro transformado compreende uma ou
mais das moléculas de acido nucleico precedentes.

B. Moléculas de acido nucleico

[00149] A presente invencdo fornece, inter alia, moléculas de iRNA
(por exemplo, dsRNA, siRNA, miRNA e hpRNA) que inibem a expres-
sdo de gene alvo em uma célula, tecido, ou 6rgao de uma praga de
coledptero; e moléculas de DNA capazes de ser expressadas como
uma molécula de iRNA em uma célula ou micro-organismo para inibir
a expressao de gene alvo em uma célula, tecido, ou 6rgdo de uma
praga de coleodptero.

[00150] Algumas modalidades da invencdo fornecem uma molécula
de acido nucleico isolada compreendendo pelo menos uma (por
exemplo, uma, duas, trés, ou mais) sequéncia de nucleotideo selecio-
nada do grupo consistindo em: SEQ ID NO: 3; o complemento da SEQ
ID NO: 3; SEQ ID NO: 9; o complemento da SEQ ID NO: 9; SEQ ID
NO: 10; o complemento da SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 11; o com-
plemento da SEQ ID NO: 11; um fragmento de pelo menos 19 nucleo-
tideos contiguos compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; o
complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos conti-
guos compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; uma sequéncia
de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica (por exemplo,
WCR) compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3 e/ou 9 a 11;
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o complemento de uma sequéncia de codificacao nativa de um orga-
nismo de Diabrotica compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs:
3 e/ou 9 a 11; uma sequéncia que nao de codificacdo nativa de um
organismo de Diabrotica que é transcrita em uma molécula de RNA
nativa compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3 e/ou 9 a 11;
o complemento de uma sequéncia que nao de codificacdo nativa de
um organismo de Diabrotica que € transcrita em uma molécula de
RNA nativa compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3 e/ou 9
a 11; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma
sequéncia de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica com-
preendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; o complemento de um
fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequén-
cia de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica compreen-
dendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; um fragmento de pelo menos
19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia que ndo de codificacao
nativa de um organismo de Diabrotica que € transcrita em uma molé-
cula de RNA nativa compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; e
o complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos con-
tiguos de uma sequéncia que nao de codificacao nativa de um orga-
nismo de Diabrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nativa
compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9. Em modalidades par-
ticulares, o contato com ou absorcao por uma praga de coledptero da
sequéncia de acido nucleico isolada inibe o crescimento, desenvolvi-
mento, reproducéo e/ou alimentacdo da praga de coledptero.

[00151] Em algumas modalidades, uma molécula de acido nucleico
isolada da invencao pode compreender ainda pelo menos uma (por
exemplo, uma, duas, trés, ou mais) sequéncia de nucleotideo selecio-
nada do grupo consistindo em: toda ou parte da SEQ ID NO: 1; todo
ou parte do complemento da SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 2; o comple-
mento da SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 4; o complemento da SEQ ID
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NO: 4; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de
qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; o complemento de um fra-
gmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de qualquer uma
das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; uma sequéncia de codificacdo nativa de
um organismo de Diabrotica (por exemplo, WCR) compreendendo
qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; o complemento de uma se-
quéncia de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica compre-
endendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; uma sequéncia
que nao de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica que é
transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo qualquer
uma das SEQ ID NOs: 1, 3, ou 4; o complemento de uma sequéncia
que nao de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica que é
transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo qualquer
uma das SEQ ID NOs: 1, 3, ou 4; um fragmento de pelo menos 19 nu-
cleotideos contiguos de uma sequéncia de codificacdo nativa de um
organismo de Diabrotica compreendendo qualquer uma das SEQ ID
NOs: 1, 3, ou 4; o complemento de um fragmento de pelo menos 19
nucleotideos contiguos de uma sequéncia de codificacao nativa de um
organismo de Diabrotica compreendendo qualquer uma das SEQ ID
NOs: 1, 3, ou 4; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos conti-
guos de uma sequéncia que nao de codificacdo nativa de um organis-
mo de Diabrotica que é transcrita em uma molécula de RNA nativa
compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 3, ou 4; e 0 com-
plemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos
de uma sequéncia que nao de codificacdo nativa de um organismo de
Diabrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nativa compre-
endendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 3, ou 4. Em modalidades
particulares, o contato com ou absorcao por uma praga de coledptero
da sequéncia de acido nucleico isolada inibe o crescimento, desenvol-

vimento, reproducéo e/ou alimentacao da praga de coleoptero.
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[00152] Em algumas modalidades, uma molécula de acido nucleico
da invencao pode compreender pelo menos uma (por exemplo, uma,
duas, trés, ou mais) sequéncia de DNA capaz de ser expressada como
uma molécula de iRNA em uma célula ou micro-organismo para inibir
a expressao de gene alvo em uma célula, tecido, ou 6rgdo de uma
praga de coledptero. Tal(is) sequéncia(s) de DNA podem ser opera-
velmente ligadas a uma sequéncia promotora que funciona em uma
célula compreendendo a molécula de DNA para iniciar ou realcar a
transcricdo da(s) molécula(s) de dsRNA codificada(s). Em uma moda-
lidade, o0 pelo menos uma (por exemplo, uma, duas, trés, ou mais) se-
guéncia de DNA pode ser derivada da SEQ ID NO: 3. Derivados da
SEQ ID NO: 3 incluem fragmentos da SEQ ID NO: 3. Em algumas mo-
dalidades, um fragmento da SEQ ID NO: 3 pode compreender, por
exemplo, pelo menos cerca de 19 nucleotideos contiguos da SEQ ID
NO: 9, ou seu complemento. Assim, um fragmento da SEQ ID NO: 3
pode compreender, por exemplo, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, ou 30 nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 3, ou um comple-
mento deste, e compreender toda ou parte da SEQ ID NO: 9, ou seu
complemento. Nestas e outras modalidades, um fragmento da SEQ ID
NO: 3 pode compreender, por exemplo, mais do que cerca de 19 nu-
cleotideos contiguos da SEQ ID NO: 3, ou um complemento deste.
Assim, um fragmento da SEQ ID NO: 3 pode compreender, por exem-
plo, 19, 20, 21, cerca de 25 (por exemplo, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, e
29), cerca de 30, cerca de 40 (por exemplo, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 43, 44, e 45), cerca de 50, cerca de 60, cerca de 70, cerca de 80,
cerca de 90, cerca de 100, cerca de 110, cerca de 120, cerca de 130,
cerca de 140, cerca de 150, cerca de 160, cerca de 170, cerca de 180,
cerca de 190, cerca de 200, ou mais nucleotideos contiguos da SEQ
ID NO: 3, ou um complemento deste, e compreender toda ou parte da

SEQ ID NO: 9, ou seu complemento.
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[00153] Em modalidades particulares, pelo menos uma sequéncia
de DNA capaz de ser expressada como uma molécula de iRNA em
uma célula ou micro-organismo para inibir a expressdo de gene alvo
em uma célula, tecido, ou érgdo de uma praga de coledptero pode
compreender ainda sequéncia(s) de DNA que sdo derivadas de uma
sequéncia de nucleotideo selecionada do grupo compreendendo as
SEQ ID NOs: 1, 2, e 4. Derivados de uma sequéncia de nucleotideo
selecionados do grupo compreendendo as SEQ ID NOs: 1, 2, € 4 in-
cluem fragmentos de uma ou mais das SEQ ID NOs: 1, 2, e 4. Em al-
gumas modalidades, um fragmento de uma ou mais das SEQ ID NOs:
1, 2, e 4 pode compreender, por exemplo, pelo menos cerca de 19 nu-
cleotideos contiguos de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, e 4, ou
um complemento destas. Assim, um fragmento de uma ou mais das
SEQ ID NOs: 1, 2, e 4 pode compreender, por exemplo, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, ou 30 nucleotideos contiguos de qualquer
uma das sequéncias nas SEQ ID NOs: 1, 2, e 4, ou um complemento
destas. Nestas e outras modalidades, um fragmento de uma ou mais
das SEQ ID NOs: 1, 2, e 4 pode compreender, por exemplo, mais do
que cerca de 19 nucleotideos contiguos de qualquer uma das SEQ ID
NOs: 1, 2, e 4, ou um complemento destas. Assim, um fragmento de
uma ou mais das SEQ ID NOs: 1, 2, e 4 pode compreender, por
exemplo, 19, 20, 21, cerca de 25 (por exemplo, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, e 29), cerca de 30, cerca de 40 (por exemplo, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, e 45), cerca de 50, cerca de 60, cerca de 70, cerca
de 80, cerca de 90, cerca de 100, cerca de 110, cerca de 120, cerca
de 130, cerca de 140, cerca de 150, cerca de 160, cerca de 170, cerca
de 180, cerca de 190, cerca de 200, ou mais nucleotideos contiguos
de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, e 4, ou um complemento des-
tas.

[00154] Algumas modalidades compreendem introduzir moléculas
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de dsRBRNA parcial ou completamente estabilizadas em uma praga de
coledptero para inibir a expressdo de um gene alvo em uma célula,
tecido, ou érgdo da praga de coledptero. Quando expressadas como
uma molécula de iRNA (por exemplo, dsRNA, siRNA, miRNA, e hpR-
NA) e absorvidas por uma praga de coledptero, sequéncias de acido
nucleico compreendendo um ou mais fragmentos de qualquer uma das
SEQ ID NOs: 1 a 4 podem causar uma ou mais de morte, inibicado do
crescimento, mudanca na relagao entre os sexos, reducao no tamanho
da prole, cessacdao da infeccdo, e/ou cessacao da alimentacdo por
uma praga de coledptero. Por exemplo, em algumas modalidades,
uma molécula de dsRNA compreendendo uma sequéncia de nucleoti-
deo incluindo cerca de 19 a cerca de 300 nucleotideos que sédo subs-
tancialmente homélogos a uma sequéncia de gene alvo de praga de
coledptero e compreendendo a SEQ ID NO: 3 ou toda ou parte da
SEQ ID NO: 9 é fornecida. Exemplos especificos de moléculas de
dsBRNA compreendendo pelo menos uma sequéncia de nucleotideo
que € substancialmente homoéloga a uma sequéncia de gene alvo de
praga de coledptero e compreendendo a SEQ ID NO: 3 ou toda ou
parte da SEQ ID NO: 9 pode ser, sem limitacdo, pelo menos 19, 20,
21, cerca de 25 (por exemplo, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, e 29), cerca
de 30, cerca de 40 (por exemplo, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44,
e 45), cerca de 50, cerca de 60, cerca de 70, cerca de 80, cerca de 90,
cerca de 100, cerca de 110, cerca de 120, cerca de 130, cerca de 140,
cerca de 150, cerca de 160, cerca de 170, cerca de 180, cerca de 190,
cerca de 200, ou mais nucleotideos em comprimento. Tais moléculas de
dsRNA podem compreender ainda um ou mais fragmentos das SEQ ID
NOs: 1, 2, e/ou 4. A expressao de uma tal molécula de dsRNA pode, por
exemplo, levar a mortalidade em uma praga de coledptero que absorve
a molécula de dsRNA.

[00155] Em certas modalidades, moléculas de dsRNA fornecidas
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pela invencdo compreendem sequéncias de nucleotideo complemen-
tares a um gene alvo compreendendo a SEQ ID NO: 3 e/ou sequén-
cias de nucleotideo complementares a toda ou parte da SEQ ID NO: 9,
a inibicado das quais 0 gene alvo em uma praga de coledptero resulta
na reducdo ou remocao de um agente de sequéncia de proteina ou
nucleotideo que é essencial para o crescimento, desenvolvimento, ou
outra funcao bioldégica da praga de coledptero. Uma sequéncia de nu-
cleotideo selecionada pode exibir de cerca de 80 % a cerca de 100 %
de identidade de sequéncia a SEQ ID NO: 3; um fragmento contiguo
da sequéncia de nucleotideo apresentada na SEQ ID NO: 3 compre-
endendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; ou o complemento de qual-
quer um do precedente. Por exemplo, uma sequéncia de nucleotideo
selecionada pode exibir cerca de 81%; cerca de 82%; cerca de 83%;
cerca de 84%; cerca de 85%; cerca de 86%; cerca de 87%; cerca de
88%; cerca de 89%; cerca de 90%; cerca de 91%; cerca de 92%; cer-
ca de 93%; cerca de 94% cerca de 95%; cerca de 96%; cerca de 97%;
cerca de 98%; cerca de 98,5%; cerca de 99%; cerca de 99,5%; ou
cerca de 100% de identidade de sequéncia a SEQ ID NO: 3; um frag-
mento contiguo da sequéncia de nucleotideo apresentada na SEQ ID
NO: 3 compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; ou o comple-
mento de qualquer um do precedente. Em modalidades particulares,
uma molécula de dsRNA fornecida pela invencao pode compreender
ainda uma ou mais sequéncias de nucleotideo complementares a um
gene alvo compreendendo uma das SEQ ID NOs: 1, 2, e 4, a inibicao
das quais 0 gene alvo em uma praga de coledptero resulta na reducao
ou remocado de um agente de sequéncia de proteina ou nucleotideo
que € essencial para o crescimento, desenvolvimento, ou outra funcao
biolégica da praga de colebptero.

[00156] Em algumas modalidades, uma molécula de DNA capaz de

ser expressada como uma molécula de iRNA em uma célula ou micro-
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organismo para inibir a expressao de gene alvo pode compreender
uma unica sequéncia de nucleotideo que é especificamente comple-
mentar a toda ou parte de uma sequéncia de acido nucleico nativa en-
contrada em uma ou mais espécies de praga de coledptero alvos, ou a
molécula de DNA pode ser construida como um quimera a partir de
uma pluralidade de tais sequéncias especificamente complementares.
[00157] Em algumas modalidades, uma molécula de acido nucleico
pode compreender uma primeira € uma segunda sequéncia de nucleo-
tideo separada por uma "sequéncia espacadora." Uma sequéncia es-
pacadora pode ser uma regidao compreendendo qualquer sequéncia de
nucleotideos que facilita a formacédo de estrutura secundéria entre a
primeira e segunda sequéncias de nucleotideo, onde isto € desejado.
Em uma modalidade, a sequéncia espacadora é parte de uma se-
quéncia de codificacdo senso ou antissenso para mRNA. A sequéncia
espacadora pode compreender alternativamente qualquer combinagao
de nucleotideos ou homdlogos destes que sdo capazes de ser ligados
covalentemente a uma molécula de acido nucleico.

[00158] Por exemplo, em algumas modalidades, a molécula de
DNA pode compreender uma sequéncia de nucleotideo que codifica
uma ou mais moléculas de RNA diferentes, em que cada uma das mo-
léculas de RNA diferentes compreende uma primeira sequéncia de
nucleotideo e uma segunda sequéncia de nucleotideo, em que a pri-
meira e segunda sequéncias de nucleotideo sdo complementares en-
tre si. A primeira e segunda sequéncias de nucleotideo podem ser co-
nectadas dentro de uma molécula de RNA por uma sequéncia espa-
cadora. A sequéncia espacadora pode constituir parte da primeira se-
quéncia de nucleotideo ou da segunda sequéncia de nucleotideo. A
expressao de uma molécula de RNA compreendendo a primeira e se-
gunda sequéncias de nucleotideo pode levar a formagao de uma mo-

lécula de dsRNA da presente invencao, por hibridizacao especifica da
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primeira e segunda sequéncias de nucleotideo. A primeira sequéncia
de nucleotideo ou a segunda sequéncia de nucleotideo pode ser subs-
tancialmente idéntica a uma sequéncia de acido nucleico nativa a uma
praga de coledptero (por exemplo, um gene alvo, ou sequéncia que
ndo de codificagao transcrita), um derivado desta, ou uma sequéncia
complementar a esta.

[00159] Moléculas de acido nucleico de dsRNA compreendem fitas
duplas de sequéncias de ribonucleotideo polimerizadas, € podem in-
cluir modificacdes a cadeia principal de fosfato-acucar ou ao nucleosi-
deo. Modificacbes na estrutura de RNA podem ser adaptadas para
permitir a inibicdo especifica. Em uma modalidade, moléculas de dsR-
NA podem ser modificadas através de um processo enzimatico ubiquo
de modo que moléculas de siRNA possam ser geradas. Este processo
enziméatico pode utilizar uma enzima de RNAse lll, tal como DICER em
eucariotas, in vitro ou in vivo. Ver Elbashir et al. (2001) Nature
411:494-8; e Hamilton e Baulcombe (1999) Science 286(5441):950-2.
DICER ou enzimas de RNAse Il funcionalmente equivalentes clivam
fitas de dsRNA e/ou moléculas de hpRNA maiores nos oligonucleoti-
deos menores (por exemplo, siRNAs), cada um dos quais é cerca de
19 a 25 nucleotideos em comprimento. As moléculas de siRNA produ-
zidas por estas enzimas tém 2 a 3 projecdes 3' de nucleotideo, e tér-
minos 5' de fosfato e 3' de hidroxila. As moléculas de siRNA geradas
por enzimas de RNAse Ill sao desenroladas e separadas em RNA de
fita Unica na célula. As moléculas de siRNA depois especificamente
hibridizam com sequéncias de RNA transcritas a partir de um gene al-
vo, € ambas as moléculas de RNA sdo subsequentemente degradadas
por um mecanismo de degradacao de RNA celular inerente. Este pro-
cesso pode resultar na degradacdo ou remocgao eficaz da sequéncia
de RNA codificada pelo gene alvo no organismo alvo. O resultado é o

silenciamento pds-transcricional do gene alvejado. Em algumas moda-
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lidades, moléculas de siRNA produzidas por enzimas de RNAse Il en-
dogenas de moléculas de acido nucleico heterélogas podem mediar
eficientemente a infrarregulacéo de genes alvos em pragas de coledp-
teros.

[00160] Em algumas modalidades, uma molécula de acido nucleico
da invengdo pode incluir pelo menos uma sequéncia de nucleotideo
que nado ocorre naturalmente que pode ser transcrita em uma molécula
de RNA de fita Unica capaz de formar uma molécula de dsRNA in vivo
através de hibridizacdo intermolecular. Tais sequéncias de dsRNA tipi-
camente de auto-agregam, e podem ser fornecidas na fonte de nutri-
cdo de uma praga de coledptero para obter a inibicdo pos-
transcricional de um gene alvo. Nestas e outras modalidades, uma mo-
lécula de acido nucleico da invencao pode compreender duas sequén-
cias de nucleotideo que nao ocorrem naturalmente diferentes, cada
uma das quais é especificamente complementar a um gene alvo dife-
rente em uma praga de coledptero. Quando uma tal molécula de acido
nucleico é fornecida como uma molécula de dsRNA a uma praga de
coledptero, a molécula de dsRNA inibe a expressdo de pelo menos
dois genes alvos diferentes na praga de coledptero.

C. Obtencao de moléculas de acido nucleico

[00161] Uma variedade de sequéncias nativas em pragas de co-
lebpteros pode ser usada como sequéncias alvos para o projeto de
moléculas de acido nucleico da invencgao, tais como iRNAs e molécu-
las de DNA que codificam iRNAs. A selecdo de sequéncias nativas
nao &, entretanto, um processo arriscado. Apenas um pequeno nume-
ro de sequéncias nativas na praga de coledptero serdo alvos eficazes.
Por exemplo, isto nao pode ser prognosticado com certeza se uma se-
quéncia nativa particular pode ser efetivamente infrarregulada por mo-
léculas de acido nucleico da invencéao, ou se a infrarregulacao de uma

sequéncia nativa particular terd um efeito prejudicial sobre o cresci-
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mento, viabilidade, proliferacao, e/ou reproducédo da praga de coledp-
tero. A vasta maioria de sequéncias de praga de coledptero nativas,
tais como ESTs isolados destas (por exemplo, como listado na Patente
U.S. 7.612.194 e Patente US 7.943.819), ndo tem um efeito prejudicial
sobre o crescimento, viabilidade, proliferacédo, e/ou reproducao da pra-
ga de colebptero, tal como WCR ou NCR. Nem é prognosticavel que
das sequéncias nativas que podem ter um efeito prejudicial sobre uma
praga de coledptero sdo capazes de ser usadas em técnicas recombi-
nantes para expressar moléculas de acido nucleico complementares a
tais sequéncias nativas em uma planta hospedeira e fornecer o efeito
prejudicial sobre a praga de coledptero na alimentacdo sem causar
dano a planta hospedeira.

[00162] Em algumas modalidades, moléculas de acido nucleico da
invencao (por exemplo, moléculas de dsRNA a ser fornecidas na plan-
ta hospedeira de uma praga de coledptero) sdo selecionadas para se-
quéncias alvos de cDNA que codificam proteinas ou partes de protei-
nas essenciais para a sobrevivéncia da praga de coledptero, tais como
sequéncias de aminoacido envolvidas em vias bioquimicas metabdli-
cas ou catabdlicas, divisdo celular, reproducao, metabolismo de ener-
gia, digestao, parasitismo e semelhantes. Como descrito aqui, a inges-
tao de composicdes por um organismo alvo contendo um ou mais
dsRNAs, pelo menos um segmento dos quais é especificamente com-
plementar o pelo menos um segmento substancialmente idéntico de
RNA produzido nas células do patdégeno alvo, pode resultar na morte
ou outra inibicdo do alvo. Uma sequéncia de nucleotideo, DNA ou
RNA, derivada de uma praga de coledptero pode ser usada para cons-
truir células de plantas resistentes a infestacdo pelas pragas de co-
ledpteros. A planta hospedeira da praga de coledptero (por exemplo,
Z. mays ou G. max), por exemplo, pode ser transformada para conter

uma ou mais das sequéncias de nucleotideo derivadas da praga de
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coledptero como fornecido aqui. A sequéncia de nucleotideo transfor-
mada no hospedeiro pode codificar um ou mais RNAs que se formam
em uma sequéncia de dsRNA nas células ou fluidos biolégicos dentro
do hospedeiro transformado, tornando assim o dsRNA disponivel
se/quando a praga de coledptero forma uma relagao nutricional com o
hospedeiro transgénico. Isto pode resultar na supressao da expressao
de um ou mais genes nas células da praga de coleoptero, e basica-
mente morte ou inibicao de seu crescimento ou desenvolvimento.
[00163] Assim, em algumas modalidades, um gene é alvejado que
€ essencialmente envolvido no crescimento, desenvolvimento e repro-
ducédo de uma praga de coledptero. Outros genes alvos para uso na
presente invengao podem incluir, por exemplo, aqueles que desempe-
nham papéis importantes na viabilidade, movimento, migracdo, cres-
cimento, desenvolvimento, infectividade, estabelecimento de praga de
coledptero de sitios de alimentacao e reproducdo. Um gene alvo por-
tanto pode ser um gene constitutivo ou um fator de transcricdo. Adicio-
nalmente, uma sequéncia de nucleotideo de praga de coledptero nati-
va para uso na presente invencao também pode ser derivada de um
homdlogo (por exemplo, um ortélogo), de um gene vegetal, viral, bac-
teriano ou de inseto, a funcdo do qual € conhecida aqueles de habili-
dade na técnica, e a sequéncia de nucleotideo do qual € especifica-
mente hibridizavel com um gene alvo no genoma da praga de coledp-
tero alvo. Métodos de identificar um homologo de um gene com uma
sequéncia de nucleotideo conhecida por hibridizacdo sdo conhecidos
aqueles de habilidade na técnica.

[00164] Em algumas modalidades, a invencao fornece métodos pa-
ra obter uma molécula de acido nucleico compreendendo uma se-
quéncia de nucleotideo para produzir uma molécula de iIRNA (por
exemplo, dsRBRNA, siRNA, miRNA, e hpRNA). Uma tal modalidade

compreende: (a) analisar um ou mais genes alvos quanto a sua ex-
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pressao, funcao, e fendtipo na supressao de gene mediada por dsRNA
em uma praga de coledptero; (b) sondar uma biblioteca de cDNA ou
gDNA com uma sonda compreendendo toda ou uma por¢ao de uma
sequéncia de nucleotideo ou um homologo desta a partir de uma pra-
ga de coleoptero alvejada que exibe um fendtipo de crescimento ou
desenvolvimento alterado (por exemplo, reduzido) em uma anadlise de
supressdao mediada por dsRNA; (c) identificar um clone de DNA que
especificamente hibridiza com a sonda; (d) isolar o clone de DNA iden-
tificado na etapa (b); (e) sequenciar o fragmento de cDNA ou gDNA
que compreende o clone isolado na etapa (d), em que a molécula de
acido nucleico sequenciada transcreve toda ou uma porcao substanci-
al da sequéncia de RNA ou um homélogo desta; e (f) quimicamente
sintetizar toda ou uma por¢ao substancial de uma sequéncia de gene,
ou um siRNA ou miRNA ou hpRNA ou mRNA ou dsBRNA.

[00165] Em outras modalidades, um método para obter um frag-
mento de acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleoti-
deo para produzir uma porcao substancial de uma molécula de iRNA
(por exemplo, dsRNA, siRNA, miRNA, e hpRNA) inclui: (a) sintetizar os
primeiro e segundo iniciadores de oligonucleotideo especificamente
complementares a uma porcao de uma sequéncia de nucleotideo nati-
va a partir de uma praga de coledptero alvejada; e (b) ampliar uma in-
sercao de cDNA ou gDNA presente em um vetor de clonagem usando
0s primeiro e segundo iniciadores de oligonucleotideo da etapa (a), em
que a molécula de acido nucleico ampliada transcreve uma porcao
substancial de uma molécula de siRNA ou miRNA ou hpRNA ou
MRNA ou dsRNA.

[00166] Acidos nucleicos da invengdo podem ser isolados, amplia-
dos, ou produzidos por varios métodos. Por exemplo, uma molécula de
IRNA (por exemplo, dsBRNA, siRNA, miRNA, e hpRNA) pode ser obtida

por ampliacdo por PCR de uma sequéncia de acido nucleico alvo (por
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exemplo, um gene alvo ou uma sequéncia que nao de codificacédo alvo
transcrita) derivada de uma biblioteca de gDNA ou cDNA, ou porgoes
desta. DNA ou RNA podem ser extraidos de um organismo alvo, e bi-
bliotecas de acido nucleico podem ser preparadas destes usando mé-
todos conhecidos aqueles comumente habilitados na técnica por
exemplo, bibliotecas de DNA ou cDNA geradas de um organismo alvo
podem ser usadas para a ampliagao por PCR e sequenciamento de
genes alvos. Um produto de PCR confirmado pode ser usado como
um padrao para transcri¢cao in vitro para gerar RNA senso e antissenso
com promotores minimos. Alternativamente, moléculas de acido nu-
cleico podem ser sintetizadas por qualquer uma de varias técnicas
(Ver, por exemplo, Ozaki et al. (1992) Nucleic Acids Research, 20:
5205-5214; e Agrawal et al. (1990) Nucleic Acids Research, 18: 5419-
5423), incluindo o uso de um sintetizador de DNA automatico (por
exemplo, um Sintetizador de DNA/RNA da P.E. Biosystems, Inc. (Fos-
ter City, Calif.) modelo 392 ou 394), usando quimica padrao, tal como
quimica de fosforamidita. Ver, por exemplo, Beaucage et al. (1992)
Tetrahedron, 48: 2223-2311; Patentes U.S. 4.980.460, 4.725.677,
4.415.732, 4.458.066, € 4.973.679. Quimica alternativa que resulta em
grupos de cadeia principal ndo naturais, tais como fosforotioato, fosfo-
ramidato, e semelhantes, também pode ser utilizada.

[00167] Uma molécula de RNA, dsRNA, siRNA, miRNA, ou hpRNA
da presente invencao pode ser produzida quimicamente ou enzimati-
camente por uma pessoa habilitada na técnica através de reacdes
manuais ou automaticas, ou in vivo em uma célula compreendendo
uma molécula de acido nucleico compreendendo uma sequéncia que
codifica a molécula de RNA, dsRNA, siRNA, miRNA, ou hpRNA. RNA
também pode ser produzido por sintese organica parcial ou total -
qualquer ribonucleotideo modificado pode ser introduzido por sintese

enzimatica ou organica in vitro. Uma molécula de RNA pode ser sinte-
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tizada por uma RNA polimerase celular ou uma RNA polimerase de
bacteri6fago (por exemplo, RNA polimerase de T3, RNA polimerase de
T7, e RNA polimerase de SP6). Construcdes de expressao uteis para
a clonagem e expressao de sequéncias de nucleotideo sdo conheci-
das na técnica. Ver, por exemplo, Publicacdo PCT Internacional N2
WO 97/32016; e Patentes U.S. 5.593.874, 5.698.425, 5.712.135,
5.789.214, e 5.804.693. Moléculas de RNA que sao sintetizadas qui-
micamente ou por sintese enzimatica in vitro podem ser purificadas
antes da introdugdo em uma célula. Por exemplo, moléculas de RNA
podem ser purificadas de uma mistura por extracdo com um solvente
ou resina, precipitacao, eletroforese, cromatografia, ou uma combina-
cao destes. Alternativamente, moléculas de RNA que sao sintetizadas
quimicamente ou por sintese enzimatica in vitro podem ser usadas
sem nenhuma ou um minimo de purificacdo, por exemplo, para evitar
perdas devido ao processamento da amostra. As moléculas de RNA
podem ser secas para armazenamento ou dissolvidas em uma solucao
aquosa. A solugao pode conter tampdes ou sais para promover reco-
zimento, e/ou estabilizacao de fitas duplas de molécula de dsRNA.

[00168] Em modalidades, uma molécula de dsRNA pode ser forma-
da por uma unica fita de RNA autocomplementar ou a partir de duas
fitas de RNA complementares. Moléculas de dsRNA podem ser sinteti-
zadas in vivo ou in vitro. Uma RNA polimerase enddgena da célula po-
de mediar a transcricdo de a uma ou duas fitas de RNA in vivo, ou
RNA polimerase clonada pode ser usada para mediar a transcricao in
vivo ou in vitro. A inibicao pos-transcricional de um gene alvo em uma
praga de coledptero pode ser alvejada no hospedeiro por transcricao
especifica em um tipo de 6rgao, tecido, ou célula do hospedeiro (por
exemplo, usando-se um promotor especifico de tecido); estimulacao
de uma condicao ambiental no hospedeiro (por exemplo, usando-se

um promotor induzivel que € responsivo a infeccao, estresse, tempera-

Peticdo 870180134198, de 25/09/2018, pag. 63/151



61/145

tura, e/ou indutores quimicos); e/ou transcricdo de engenharia em um
estagio de desenvolvimento ou idade do hospedeiro (por exemplo,
usando-se um promotor especifico do estagio de desenvolvimento).
Fitas de RNA que formam uma molécula de dsRNA, se transcritas in
vitro ou in vivo, podem ser ou nao poliadeniladas, e podem ser ou nao
capazes de ser traduzidas em um polipeptideo por um aparelho de
traducao da célula.

D. Vetores recombinantes e transformacao da célula hos-
pedeira

[00169] Em algumas modalidades, a invencao também fornece uma
molécula de DNA para introducdo em uma célula (por exemplo, um
célula bacteriana, uma célula de levedura, ou uma célula de planta),
em que a molécula de DNA compreende uma sequéncia de nucleoti-
deo que, na expressao ao RNA e ingestdo por uma praga de coledpte-
ro, obtém supressdo de um gene alvo em uma célula, tecido, ou 6rgao
da praga de coleodptero. Assim, algumas modalidades fornecem uma
molécula de &cido nucleico recombinante compreendendo uma se-
quéncia de acido nucleico capaz de ser expressada como uma molé-
cula de iRNA (por exemplo, dsBRNA, siRNA, miRNA, e hpRNA) em uma
célula de planta para inibir a expressao de gene alvo em uma praga de
coledptero. De modo a iniciar ou realcar a expressao, tais moléculas
de acido nucleico recombinantes podem compreender uma ou mais
sequéncias reguladoras, sequéncias reguladoras estas que podem ser
operavelmente ligadas a sequéncia de acido nucleico capaz de ser
expressada como um iRNA. Métodos para expressar uma molécula de
supressao de gene em plantas sao conhecidos, e podem ser usados
para expressar uma sequéncia de nucleotideo da presente invencao.
Ver, por exemplo, Publicagdo PCT Internacional N2 WO06073727; e
Publicagédo de Patente U.S. N2 2006/0200878 Al)

[00170] Em modalidades especificas, uma molécula de DNA re-
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combinante da invencao pode compreender uma sequéncia de acido
nucleico que codifica uma molécula de dsRNA. Tais moléculas de
DNA recombinantes podem codificar moléculas de dsRNA capazes de
inibir a expressao de gene(s) alvo(s) enddégeno(s) em uma célula de
praga de coledptero na ingestdo. Em muitas modalidades, uma molé-
cula de dsRNA transcrita pode ser fornecida em uma forma estabiliza-
da; por exemplo, como uma estrutura de grampo de cabelo e haste e
alca.

[00171] Nestas e outras modalidades, uma fita de uma molécula de
dsRNA pode ser formada por transcricao de uma sequéncia de nucleo-
tideo que é substancialmente homologa a uma sequéncia de nucleoti-
deo selecionada do grupo consistindo em: SEQ ID NO: 3; o comple-
mento da SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 9; o complemento da SEQ ID
NO: 9; SEQ ID NO: 10; o complemento da SEQ ID NO: 10; SEQ ID
NO: 11; o complemento da SEQ ID NO: 11; um fragmento de pelo me-
nos 19 nucleotideos contiguos compreendendo toda ou parte da SEQ
ID NO: 9; o complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleo-
tideos contiguos compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; uma
sequéncia de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica (por
exemplo, WCR) compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3
e/ou 9 a 11; o complemento de uma sequéncia de codificacdo nativa
de um organismo de Diabrotica compreendendo qualquer uma das
SEQ ID NOs: 3 e/ou 9 a 11; uma sequéncia que nao de codificacao
nativa de um organismo de Diabrotica que € transcrita em uma molé-
cula de RNA nativa compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3
e/ou 9 a 11; o complemento de uma sequéncia que nao de codificacao
nativa de um organismo de Diabrotica que € transcrita em uma molé-
cula de RNA nativa compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3
e/ou 9 a 11; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos

de uma sequéncia de codificacdao nativa de um organismo de Diabroti-
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ca compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; o complemento de
um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma se-
quéncia de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica compre-
endendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; um fragmento de pelo menos
19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia que ndo de codificacao
nativa de um organismo de Diabrotica que € transcrita em uma molé-
cula de RNA nativa compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; e
o complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos con-
tiguos de uma sequéncia que nao de codificacdo nativa de um orga-
nismo de Diabrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nativa
compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9.

[00172] Uma fita de uma molécula de dsRNA também pode ser
formada por transcricdo de uma sequéncia de nucleotideo que é subs-
tancialmente homoéloga a uma sequéncia de nucleotideo selecionada
do grupo consistindo em: SEQ ID NO: 1; o complemento da SEQ ID
NO: 1; SEQ ID NO: 2; o complemento da SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO:
4; o complemento da SEQ ID NO: 4; um fragmento de pelo menos 19
nucleotideos contiguos de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4;
o complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos con-
tiguos de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; uma sequéncia
de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica (por exemplo,
WCR) compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; 0
complemento de uma sequéncia de codificacdo nativa de um organis-
mo de Diabrotica compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1,
2, ou 4; uma sequéncia que nao de codificacdo nativa de um organis-
mo de Diabrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nativa
compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; 0 com-
plemento de uma sequéncia que nao de codificacdo nativa de um or-
ganismo de Diabrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nati-

va compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; um fra-
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gmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia
de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica compreendendo
qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; o complemento de um fra-
gmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia
de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica compreendendo
qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; um fragmento de pelo me-
nos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia que nao de codifica-
cao nativa de um organismo de Diabrotica que € transcrita em uma
molécula de RNA nativa compreendendo qualquer uma das SEQ ID
NOs: 1, 2, ou 4; e o complemento de um fragmento de pelo menos 19
nucleotideos contiguos de uma sequéncia que nao de codificacdo na-
tiva de um organismo de Diabrotica que é transcrita em uma molécula
de RNA nativa compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2,
ou 4.

[00173] Em modalidades particulares, uma molécula de DNA re-
combinante que codifica uma molécula de dsRNA pode compreender
pelo menos duas sequéncias de nucleotideo com uma sequéncia de
codificacdo arranjada tal que uma sequéncia de nucleotideo esta em
uma orientagcdo senso, e a outra sequéncia de nucleotideo esta em
uma orientagcao antissenso, em relacao o pelo menos um promotor,
em que a sequéncia de nucleotideo senso e a sequéncia de nucleoti-
deo antissenso sdo ligadas ou conectadas por uma sequéncia espa-
cadora de cerca de cinco (~5) a cerca de mil (~1000) nucleotideos. A
sequéncia espacadora pode formar uma alca entre as sequéncias
senso e antissenso. A sequéncia de nucleotideo senso ou a sequéncia
de nucleotideo antissenso pode ser substancialmente homéloga a se-
quéncia de nucleotideo de um gene alvo (por exemplo, um gene com-
preendendo uma das SEQ ID NOs: 1 a 4) ou fragmento deste. Em al-
gumas modalidades, entretanto, uma molécula de DNA recombinante

pode codificar uma molécula de dsRNA sem uma sequéncia espaca-
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dora. Em modalidades, uma sequéncia de codificacdo senso e um se-
quéncia de codificacdo antissenso pode ser de comprimentos diferen-
tes.

[00174] Sequéncias identificadas como tendo um efeito deletério
sobre pragas de coledpteros ou um efeito protetivo de planta com refe-
réncia a pragas de coledpteros podem ser facilmente incorporadas em
moléculas de dsRNA expressadas através da geracao de cassetes de
expressao apropriados em uma molécula de acido nucleico recombi-
nante da invencdo. Por exemplo, tais sequéncias podem ser expres-
sadas como um grampo de cabelo com estrutura de haste e alga to-
mando-se um primeiro segmento correspondendo a uma sequéncia de
gene alvo (por exemplo, SEQ ID NO: 3 e sequéncias compreendendo
toda ou parte da SEQ ID NO: 5); ligando esta sequéncia a uma segun-
da regidao espacadora de segmento que ndo € homdloga ou comple-
mentar ao primeiro segmento; e ligando-se esta a um terceiro segmen-
to, em que pelo menos uma porcao do terceiro segmento é substanci-
almente complementar ao primeiro segmento. Uma tal construcao for-
ma uma estrutura de haste e alca por hibridizagao do primeiro seg-
mento com o terceiro segmento, em que a estrutura de alga se forma
compreendendo o0 segundo segmento. Ver, por exemplo, Publicagbes
de Patentes U.S. Nos. US 2002/0048814 e US 2003/0018993; e Publi-
cacbes PCT Internacionais Nos. W094/01550 e W(0O98/05770. Uma
molécula de dsRNA pode ser gerada, por exemplo, na forma de uma
estrutura de fita dupla tal como uma estrutura de haste-alca (por
exemplo, grampo de cabelo), por meio da qual a producdo do siRNA
alvejado para uma sequéncia de praga de coledptero nativa é realcada
por coexpressao de um fragmento do gene alvejado, por exemplo em
um cassete expressivel em planta adicional, que leva a producéao de
siRNA realcada, ou reduz a metilagao para impedir o silenciamento de

gene transcricional do promotor do tipo grampo de cabelo de dsRNA.
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[00175] Modalidades da invengao incluem a introdugcao de uma mo-
lécula de acido nucleico recombinante da presente invencdo em uma
planta (isto €, transformacéao) para obter niveis inibitérios de praga de
coledptero de expressdo de uma ou mais moléculas de iRNA. Uma
molécula de DNA recombinante pode, por exemplo, ser um vetor, tal
como um plasmideo linear ou um circular fechado. O sistema de vetor
pode ser um unico vetor ou plasmideo, ou dois ou mais vetores ou
plasmideos que juntos contém o DNA total a ser introduzido no geno-
ma de um hospedeiro. Além disso, um vetor pode ser um vetor de ex-
pressdo. Sequéncias de acido nucleico da invencdo podem, por
exemplo, ser adequadamente inseridas em um vetor sob o controle de
um promotor adequado que funciona em um ou mais hospedeiros para
conduzir a expressao de uma sequéncia de codificacao ligada ou outra
sequéncia de DNA. Muitos vetores estdo disponiveis para este propé-
sito, € a selecédo do vetor apropriado dependera principalmente do ta-
manho do &cido nucleico a ser inserido no vetor e da célula hospedeira
particular a ser transformada com o vetor. Cada vetor contém varios
componentes dependendo de sua funcao (por exemplo, ampliacdo de
DNA ou expressdao de DNA) e da célula hospedeira particular com a
qgual ele € compativel.

[00176] Para comunicar resisténcia a praga de coledptero a uma
planta transgénica, um DNA recombinante pode, por exemplo, ser
transcrito em uma molécula de iIRNA (por exemplo, uma molécula de
RNA que forma uma molécula de dsRNA) dentro dos tecidos ou fluidos
da planta recombinante. Uma molécula de iRNA pode compreender
uma sequéncia de nucleotideo que é substancialmente homologa e
especificamente hibridizavel a uma sequéncia de nucleotideo transcri-
ta correspondente dentro de uma praga de coledptero que pode ali-
mentar-se das espécies de planta hospedeira. a praga de coledptero

pode contatar a molécula de iRNA que € transcrita em células da plan-
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ta hospedeira transgénica, por exemplo, ingerindo-se células ou fluidos
da planta hospedeira transgénica que compreende a molécula de iR-
NA. Assim, a expressao de um gene alvo € suprimida pela molécula
de iRNA dentro de pragas de coledpteros que infestam a planta hos-
pedeira transgénica. Em algumas modalidades, a supressdo da ex-
pressao do gene alvo na praga de coledptero alvo pode resultar na
planta sendo resistente a praga.

[00177] De modo a permitir a liberacdo de moléculas de iRNA a
uma praga de coledptero em uma relagdo nutricional com uma célula
de planta que foi transformada com uma molécula de &cido nucleico
recombinante da invencéao, a expressao (isto &, transcricao) das molé-
culas de iRNA na célula de planta é necessaria. Assim, uma molécula
de acido nucleico recombinante pode compreender uma sequéncia de
nucleotideo da invencao operavelmente ligada a uma ou mais sequén-
cias reguladoras, tal como uma sequéncia promotora heterdloga que
funciona em uma célula hospedeira, tal como uma célula bacteriana
em que a molécula de acido nucleico deve ser ampliada, ou uma célu-
la de planta em que a molécula de acido nucleico deve ser expressa-
da.

[00178] Promotores adequados para uso em moléculas de acido
nucleico da invencéao incluem aqueles que sao induziveis, virais, sinté-
ticos, ou constitutivos, todos os quais sao bem conhecidos na técnica.
Exemplos nao limitantes que descrevem tais promotores incluem Pa-
tentes U.S. Nos. 6.437.217 (promotor de RS81 do milho); 5.641.876
(promotor de actina do arroz); 6.426.446 (promotor de RS324 do mi-
lho); 6.429.362 (promotor de PR-1 do milho); 6.232.526 (promotor de
A3 do milho); 6.177.611 (promotores do milho constitutivos);
5.322.938, 5.352.605, 5.359.142, e 5.530.196 (promotor de 35S);
6.433.252 (promotor de oleosina L3 do milho); 6.429.357 (promotor de

actina 2 do arroz, e intron de actina 2 do arroz); 6.294.714 (promotores
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induziveis por luz); 6.140.078 (promotores induziveis por sal);
6.252.138 (promotores induziveis por patégeno); 6.175.060 (promoto-
res induziveis por deficiéncia de fésforo); 6.388.170 (promotores bidi-
recionais); 6.635.806 (promotor de gama-coixina); e Pedido de Patente
U.S. Serial N2 09/757.089 (promotor de cloroplasto aldolase do milho).
Promotores adicionais incluem o promotor de nopalina sintase (NOS)
(Ebert et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84(16):5745-9) e o pro-
motor de octopina sintase (OCS) (ambos 0s quais sdo carregados em
plasmideos indutores de tumor de Agrobacterium tumefaciens); 0s
promotores de caulimovirus tal como o promotor 19S do virus do mo-
saico da couve-flor (CaMV) (Lawton et al. (1987) Plant Mol. Biol.
9:315-24); o promotor 35S de CaMV (Odell et al. (1985) Nature
313:810-2; o promotor 35S do virus do mosaico da escrofularia (Wal-
ker et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84(19):6624-8); o promotor
de sacarose sintase (Yang e Russell (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:4144-8); o promotor do complexo de gene R (Chandler et al. (1989)
Plant Cell 1:1175-83); o promotor de gene de proteina de ligacao a/b
de clorofila; CaMV35S (Patentes U.S. Nos. 5.322.938, 5.352.605,
5.359.142, e 5.530.196); FMV35S (Patentes U.S. Nos. 6.051.753, e
5.378.619); um promotor de PC1SV (Patente U.S. N2 5.850.019); o
promotor de SCP1 (Patente U.S. N26.677.503); e promotores de AGR-
tu.nos (Acesso no GenBank N2 V00087, Depicker et al. (1982) J. Mol.
Appl. Genet. 1:561-73; Bevan et al. (1983) Nature 304:184-7).

[00179] Em modalidades particulares, moléculas de acido nucleico
da invencao compreendem um promotor especifico de tecido, tal como
um promotor especifico da raiz. Promotores especificos da raiz condu-
zem a expressao de sequéncias operavelmente ligadas exclusivamen-
te ou preferencialmente no tecido radicular. Exemplos de promotores
especificos da raiz sdo conhecidos na técnica. Ver, por exemplo, Pa-
tentes U.S. 5.110.732; 5.459.252 e 5.837.848; e Opperman et al.
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(1994) Science 263:221-3; e Hirel et al. (1992) Plant Mol. Biol. 20:207-
18. Em algumas modalidades, uma sequéncia ou fragmento de nu-
cleotideo para controle de praga de coledptero de acordo com a in-
vencao podem ser clonados entre dois promotores especificos da raiz,
que sao operaveis em uma célula de planta transgénica e expressados
nesta para produzir moléculas de RNA na célula de planta transgénica
que subsequentemente podem formar moléculas de dsRNA, como
descrito, supra. As moléculas de iRNA expressadas em tecidos da
planta podem ser ingeridas por uma praga de coledptero de modo que
a supressao da expressao de gene alvo seja obtida.

[00180] Sequéncias reguladoras adicionais que podem ser opcio-
nalmente operavelmente ligadas a uma molécula de acido nucleico de
interesse incluem 5’ UTRs localizados entre uma sequéncia promotora
e uma sequéncia de codificacdo que funcionam como uma sequéncia
lider de traducdo. A sequéncia lider de traducdo esta presente no
MRNA completamente processado, e ela pode afetar o processamento
do transcrito primario, e/ou estabilidade do RNA. Exemplos de se-
quéncias lideres de traducao incluem lideres de proteina de choque
térmico de milho e petunia (Patente U.S. N2 5.362.865), lideres de pro-
teina de revestimento viral de planta, lideres de rubisco de planta, e
outros. Ver, por exemplo, Turner e Foster (1995) Molecular Biotech.
3(3):225-36. Exemplos nao limitantes de 5° UTRs incluem GmHsp (Pa-
tente U.S. N2 5.659.122); PhDnaK (Patente U.S. N2 5.362.865);
AtAnt1; TEV (Carrington e Freed (1990) J. Virol. 64:1590-7); e AGRtu-
nos (Acesso no GenBank N¢ V00087; e Bevan et al. (1983) Nature
304:184-7).

[00181] Sequéncias reguladoras adicionais que podem ser opcio-
nalmente operavelmente ligadas a uma molécula de acido nucleico de
interesse também incluem sequéncias nao traduzidas 3’, regibes de

terminacao da transcricao 3’, ou regides de poliadenilacao. Estes sao
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elementos genéticos localizados a jusante de uma sequéncia de nu-
cleotideo, e incluem polinucleotideos que fornecem sinal de poliadeni-
lacdo, e/ou outros sinais reguladores capazes de afetar a transcricao
ou processamento de mRNA. O sinal de poliadenilagao funciona em
plantas para causar a adicao de nucleotideos de poliadenilato a ex-
tremidade 3’ do precursor de mRNA. A sequéncia de poliadenilacao
pode ser derivada de uma variedade de genes de planta, ou de genes
de T-DNA. Um exemplo nao limitante de uma regiao de terminacao da
transcricdo 3’ é a regidao 3’ de nopalina sintase (nos 3’; Fraley et al.
(1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803-7). Um exemplo do uso de
regides ndo traduzidas 3’ diferentes € fornecido em Ingelbrecht ef al.,
(1989) Plant Cell 1:671-80. Exemplos nao limitantes de sinais de poli-
adenilacdo incluem um de um gene RbcS2 de Pisum sativum
(Ps.RbcS2-E9; Coruzzi et al. (1984) EMBO J. 3:1671-9) e AGRtu.nos
(Acesso no GenBank N2 EQ1312).

[00182] Algumas modalidades podem incluir um vetor de transfor-
magao de planta que compreende uma molécula de DNA isolada e
purificada compreendendo pelo menos uma das sequéncias regulado-
ras descritas acima operativamente ligadas a uma ou mais sequéncias
de nucleotideo da presente invengao. Quando expressadas, a uma ou
mais sequéncias de nucleotideo resultam em uma ou mais moléculas
de RNA compreendendo uma sequéncia de nucleotideo que € especi-
ficamente complementar a toda ou parte de uma molécula de RNA na-
tiva em uma praga de coledptero. Assim, a(s) sequéncia(s) de nucleo-
tideo pode(m) compreender um segmento que codifica toda ou parte
de uma sequéncia de ribonucleotideo presente dentro de um transcrito
de RNA alvejado por praga de coledptero, e pode(m) compreender re-
peticbes invertidas de todo ou uma parte de um transcrito alvejado por
praga de coledptero. Um vetor de transformacao de planta pode conter

sequéncias especificamente complementares a mais do que uma se-
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quéncia alvo, permitindo assim a producao de mais do que um dsRNA
para inibir a expressao de dois ou mais genes em células de uma ou
mais populacées ou espécies de pragas de coledpteros alvos. Seg-
mentos de sequéncia de nucleotideo especificamente complementar
as sequéncias de nucleotideo presentes em genes diferentes podem
ser combinados em uma unica molécula de acido nucleico compdsita
para a expressao em uma planta transgénica. Tais segmentos podem
ser contiguos ou separados por uma sequéncia espagadora.

[00183] Em algumas modalidades, um plasmideo da presente in-
vencao ja contendo pelo menos uma sequéncia de nucleotideo da in-
vencao pode ser modificado pela insercao sequencial de sequéncia(s)
de nucleotideo adicional(is) no mesmo plasmideo, em que a(s) se-
quéncia(s) de nucleotideo adicional(is) sdo operavelmente ligadas aos
mesmos elementos reguladores como a original pelo menos uma se-
quéncia de nucleotideo. Em algumas modalidades, uma molécula de
acido nucleico pode ser designada para a inibicdo de genes alvos mul-
tiplos. Em algumas modalidades, os genes multiplos a serem inibidos
podem ser obtidos das mesmas espécies de praga de coledptero, que
podem realcar a efetividade da molécula de acido nucleico. Em outras
modalidades, 0s genes podem ser derivados de pragas de coledpteros
diferentes, que podem ampliar a faixa de pragas de coledpteros contra
as quais o(s) agente(s) é/sao eficaz(es). Quando genes multiplos sédo
alvejados para a supressao ou uma combinagao de expressao e su-
pressao, um elemento de DNA policistrénico pode ser fabricado.
[00184] Uma molécula ou vetor de acido nucleico recombinante da
presente invencao pode compreender um marcador selecionavel que
confere um fendtipo selecionavel em uma célula transformada, tal co-
mo uma célula de planta. Marcadores selecionaveis também podem
ser usados para selecionar plantas ou células de plantas que compre-

endem a molécula de acido nucleico recombinante da invencao. O
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marcador pode codificar resisténcia a biocida, resisténcia a antibiotico
(por exemplo, canamicina, Geneticin (G418), bleomicina, higromicina,
etc.), ou resisténcia a herbicida (por exemplo, glifosato, etc.). Exem-
plos de marcadores selecionaveis incluem, mas ndo sao limitados a:
um gene neo que codifica resisténcia a canamicina e pode ser seleci-
onado para usar canamicina, G418, etc.; um gene bar que codifica re-
sisténcia a bialafos; um gene de EPSP sintase mutante que codifica
resisténcia a glifosato; um gene de nitrilase que confere resisténcia a
bromoxinil; um gene de acetolactato sintase mutante (ALS) que confe-
re resisténcia a imidazolinona ou sulfonilureia; e um gene de DHFR
resistente a metotrexato. Marcadores selecionaveis mdultiplos estao
disponiveis que conferem resisténcia a ampicilina, bleomicina, cloran-
fenicol, gentamicina, higromicina, canamicina, lincomicina, metotrexa-
to, fosfinotricina, puromicina, espectinomicina, rifampicina, estreptomi-
cina e tetraciclina, e semelhantes. Exemplos de tais marcadores sele-
cionaveis sao ilustrados, por exemplo, nas Patentes U.S. Nos.
5.550.318; 5.633.435; 5.780.708 € 6.118.047.

[00185] Uma molécula ou vetor de acido nucleico recombinante da
presente invencao também pode incluir um marcador triavel. Marcado-
res tridveis podem ser usados para monitorar a expressao. Marcado-
res triaveis exemplares incluem um gene de B-glicuronidase ou uidA
(GUS) que codifica uma enzima para a qual varios substratos cromo-
génicos sao conhecidos (Jefferson et al. (1987) Plant Mol. Biol. Rep.
5:387-405); um gene de loco R, que codifica um produto que regula a
producao de pigmentos de antocianina (cor vermelha) em tecidos da
planta (Dellaporta et al. (1988) "Molecular cloning of the maize R-nj

allele by transposon tagging with Ac." Em 18" Stadler Genetics Sym-

posium, P. Gustafson e R. Appels, eds. (New York: Plenum), pp. 263-
82); um gene de B-lactamase (Sutcliffe et al. (1978) Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 75:3737-41); um gene que codifica uma enzima para a qual
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varios substratos cromogénicos sdo conhecidos (por exemplo, PA-
DAC, uma cefalosporina cromogénica); um gene de luciferase (Ow et
al. (1986) Science 234:856-9); um gene xylE que codifica uma catecol
dioxigenase que pode converter catecéis cromogénicos (Zukowski et
al. (1983) Gene 46(2-3):247-55); um gene de amilase (lkatu et al.
(1990) Bio/Technol. 8:241-2); um gene de tirosinase que codifica uma
enzima capaz de oxidar tirosina a DOPA e dopaquinona que por sua
vez condensa a melanina (Katz et al. (1983) J. Gen. Microbiol.
129:2703-14); e uma a-galactosidase.

[00186] Em algumas modalidades, moléculas de &cido nucleico re-
combinantes, como descrito, supra, podem ser usadas em métodos
para a geracao de plantas transgénicas e expressao de acidos nuclei-
cos heterblogos em plantas para preparar plantas transgénicas que
exibem suscetibilidade reduzida a pragas de coledpteros. Vetores de
transformacéao de planta podem ser preparados, por exemplo, inserin-
do-se moléculas de acido nucleico que codificam moléculas de iRNA
em vetores de transformacdo de planta e introduzindo-se estes nas
plantas.

[00187] Métodos adequados para a transformacédo de células hos-
pedeiras incluem qualquer método pelo qual o DNA pode ser introdu-
zido em uma célula, tal como por transformacao de protoplastas (Ver,
por exemplo, Patente U.S. 5.508.184), por absorcao de DNA mediada
por dessecacao/inibicao (Ver, por exemplo, Potrykus et al. (1985) Mol.
Gen. Genet. 199:183-8), por eletroporacao (Ver, por exemplo, Patente
U.S. 5.384.253), por agitacdo com fibras de carboneto de silicio (Ver,
por exemplo, Patentes U.S. 5.302.523 e 5.464.765), por transformacéao
mediada por Agrobacterium (Ver, por exemplo, Patentes U.S.
5.563.055; 5.591.616; 5.693.512; 5.824.877; 5.981.840; € 6.384.301) e
por aceleracdo de particulas revestidas com DNA (Ver, por exemplo,
Patentes U.S. Nos. 5.015.580; 5.550.318; 5.538.880; 6.160.208;
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6.399.861; e 6.403.865), etc. Técnicas que sao particularmente Uteis
para transformar o milho sdo descritas, por exemplo, nas Patentes
U.S. 7.060.876 e 5.591.616; e Publicacdo PCT Internacional WO
95/06722. Através da aplicacao de técnicas tais como estas, as células
de espécies virtualmente de qualquer grau podem ser estavelmente
transformadas. Em algumas modalidades, o DNA transformante € in-
tegrado no genoma da célula hospedeira. No caso de espécies multi-
celulares, células transgénicas podem ser regeneradas em um orga-
nismo transgénico. Qualquer uma destas técnicas pode ser usada pa-
ra produzir uma planta transgénica, por exemplo, compreendendo uma
ou mais sequéncias de acido nucleico que codificam uma ou mais mo-
léculas de iRNA no genoma da planta transgénica.

[00188] O método mais amplamente utilizado para introduzir um
vetor de expressado nas plantas é fundamentado no sistema de trans-
formacao natural de Agrobacterium. A. tumefaciens e A. rhizogenes
sdo bactérias do solo patogénicas de plantas que geneticamente
transformam células de plantas. Os plasmideos Ti € Ri de A. tumefaci-
ens e A. rhizogenes, respectivamente, carregam genes responsaveis
pela transformacao genética da planta. Os plasmideos Ti (indutores de
tumor) contém um segmento grande, conhecido como T-DNA, que é
transferido a plantas transformadas. Um outro segmento do plasmideo
Ti, a regido vir, é responsavel pela transferéncia de T-DNA. A regiao
de T-DNA ¢ limitada por repeticées terminais. Em vetores binarios mo-
dificados, 0s genes indutores de tumor foram suprimidos, e as funcdes
da regido vir sdo utilizadas para transferir o DNA estranho limitado pe-
las sequéncias de limite de T-DNA. A regido T também pode conter
um marcador selecionavel para a recuperacao eficiente de plantas e
células transgénicas, e um sitio de clonagem multiplo para inserir se-
quéncias para a transferéncia tal como um dsRNA que codifica acido

nucleico.
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[00189] Assim, em algumas modalidades, um vetor de transforma-
cao de planta € derivado de um plasmideo Ti de A. tumefaciens (Ver,
por exemplo, Patentes U.S. Nos. 4.536.475, 4.693.977, 4.886.937, e
5.501.967; e Patente Europeia EP 0 122 791) ou um plasmideo Ri de
A. rhizogenes. Vetores de transformacéo de planta adicionais incluem,
por exemplo e sem limitacao, aqueles descritos por Herrera-Estrella et
al. (1983) Nature 303:209-13; Bevan et al. (1983) Nature 304:184-7;
Klee et al. (1985) Bio/Technol. 3:637-42; e na Patente Europeia EP 0
120 516, e aqueles derivados de qualquer um do precedente. Outras
bactérias tais como Sinorhizobium, Rhizobium, e Mesorhizobium que
interagem com plantas naturalmente podem ser modificadas para me-
diar a transferéncia de gene a varias plantas diversas. Estas bactérias
simbidticas associadas a planta podem ser feitas competentes para a
transferéncia de gene por aquisicdo tanto de um plasmideo Ti desar-
mado e um vetor binario adequado.

[00190] Depois de fornecer DNA exdgeno a células receptoras, cé-
lulas transformadas sao geralmente identificadas para cultura adicional
e regeneragao da planta. De modo a melhorar a capacidade para iden-
tificar células transformadas, uma pessoa pode desejar utilizar um ge-
ne marcador selecionavel ou triavel, como previamente apresentado,
com o vetor de transformacédo usado para gerar o transformante. No
caso onde um marcador selecionavel € usado, células transformadas
sao identificadas dentro da populacao de célula potencialmente trans-
formada expondo-se as células a um agente ou agentes seletivos. No
caso onde um marcador triavel € usado, células podem ser triadas
quanto a caracteristica de gene marcador desejada.

[00191] Células que sobrevivem a exposicdo ao agente seletivo, ou
células que foram registradas positivas em um ensaio de triagem, po-
dem ser cultivadas em meios que suportam a regeneracao de plantas.

Em algumas modalidades, qualquer meio de cultura tecidual de planta
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adequado (por exemplo, meios MS e N6) pode ser modificado incluin-
do-se outras substancias, tais como reguladores de crescimento. O
tecido pode ser mantido em um meio basico com reguladores de cres-
cimento até que tecido suficiente esteja disponivel para comecar os
esforcos de regeneracao da planta, ou seguindo rodadas repetidas de
selecdo manual, até que a morfologia do tecido seja adequada para a
regeneracao (por exemplo, pelo menos 2 semanas), depois transferido
aos meios conducentes para a formacgao de broto. Culturas sao trans-
feridas periodicamente até que a formacao de broto suficiente ocorres-
se. Uma vez que os brotos sdo formados, eles sdo transferidos aos
meios conducentes para a formacao de raiz. Uma vez que raizes sufi-
cientes sdo formadas, as plantas podem ser transferidas para o solo
para o crescimento e maturagao adicionais.

[00192] Para confirmar a presenca de uma molécula de acido nu-
cleico de interesse (por exemplo, uma sequéncia de DNA que codifica
uma ou mais moléculas de iRNA que inibem a expressao de gene alvo
em uma praga de coledptero) nas plantas regenerantes, uma varieda-
de de ensaios pode ser realizada. Tais ensaios incluem, por exemplo:
ensaios bioldégicos moleculares, tais como Southern e Northern blot-
ting, PCR, e sequenciamento de acido nucleico; ensaios bioquimicos,
tais como deteccdo da presenca de um produto de proteina, por
exemplo, por meios imunolégicos (ELISA e/ou Western blots) ou por
funcédo enzimatica; ensaios de partes da planta, tais como ensaios em
folhas ou raizes; e andlise do fen6tipo da planta regenerada inteira.
[00193] Eventos de integracao podem ser analisados, por exemplo,
por ampliagcdo por PCR usando, por exemplo, iniciadores de oligonu-
cleotideo especificos para uma molécula de acido nucleico de interes-
se. A genotipagem por PCR ¢é entendida a incluir, mas nao ser limitada
a, ampliacao por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) de DNA ge-

némico derivado do tecido do calo da planta hospedeira isolada prog-
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nosticado para conter uma molécula de acido nucleico de interesse
integrada no genoma, seguido por clonagem padrdo e analise de se-
quéncia de produtos de ampliacdo por PCR. Métodos de genotipagem
por PCR foram bem descritos (por exemplo, Rios, G. et al. (2002)
Planta J. 32:243-53) e podem ser aplicados ao DNA gendmico deriva-
do de qualquer espécie de planta (por exemplo, Z. mays ou G. max)
ou tipo de tecido, incluindo culturas celulares.

[00194] Uma planta transgénica formada usando métodos de trans-
formacao dependente de Agrobacterium tipicamente contém uma uni-
ca sequéncia de DNA recombinante inserida em um cromossomo. A
unica sequéncia de DNA recombinante é referida como um "evento
transgénico" ou "evento de integracdo.” Tais plantas transgénicas sao
hemizigotas para a sequéncia exdgena inserida. Em algumas modali-
dades, um homozigoto de planta transgénica com respeito a um trans-
gene pode ser obtido reproduzindo-se sexualmente (autopolinizagao)
de uma planta transgénica segregante independente que contém uma
Unica sequéncia de gene exdgena a ela mesma, por exemplo uma
planta Fo, para produzir semente Fi. Um quarto da semente F, produzi-
da sera homozigoto com respeito ao transgene. A germinacéo de se-
mente F resulta em plantas que podem ser testada quanto a heterozi-
gosidade, tipicamente usando um ensaio de SNP ou um ensaio de
ampliacao térmica que leva em consideracao a distincao entre hetero-
zigotos e homozigotos (isto €, um ensaio de zigosidade).

[00195] Em modalidades particulares, pelo menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9 ou 10 ou mais moléculas de iRNA diferentes sao produzidas em uma
célula de planta que tém um efeito inibitério de praga de coledptero. As
moléculas de iRNA (por exemplo, moléculas de dsRNA) podem ser
expressadas a partir de sequéncias de acido nucleico multiplas intro-
duzidas em eventos de transformacéao diferentes, ou a partir de uma

unico sequéncia de acido nucleico introduzida em um unico evento de
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transformacdo. Em algumas modalidades, uma pluralidade de molécu-
las de iIRNA sdo expressadas sob o controle de um uUnico promotor.
Em outras modalidades, uma pluralidade de moléculas de iRNA sao
expressadas sob o controle de promotores multiplos. Moléculas de iR-
NA Unicas podem ser expressadas que compreendem sequéncias de
acido nucleico multiplas que sao todas homodlogas a locos diferentes
dentro de uma ou mais pragas de coledpteros (por exemplo, 0s locos
definidos pela SEQ ID NO: 3 e uma ou mais das SEQ ID NOs: 1, 2, e
4), ambos em populagdes diferentes das mesmas espécies de praga
de coledptero, ou em espécies diferentes de pragas de coledpteros.
[00196] Além da transformacao direta de uma planta com uma mo-
lécula de acido nucleico recombinante, plantas transgénicas podem
ser preparadas cruzando-se uma primeira planta tendo pelo menos um
evento transgénico com um segunda planta que carece de um tal
evento. Por exemplo, uma molécula de acido nucleico recombinante
compreendendo uma sequéncia de nucleotideo que codifica uma mo-
lécula de iRNA pode ser introduzida em uma primeira linhagem de
planta que é acessivel a transformacado para produzir uma planta
transgénica, planta transgénica esta que pode ser cruzada com uma
segunda linhagem de planta para introgressao da sequéncia de nucle-
otideo que codifica a molécula de iRNA na base genética da segunda
linhagem de planta.

[00197] Algumas modalidades da invencdo também incluem produ-
tos primarios contendo uma ou mais das sequéncias da presente in-
vengao que sao produzidas de uma planta ou semente recombinante
contendo uma ou mais das sequéncias de nucleotideo da presente
invencao. Um produto primario contendo uma ou mais das sequéncias
da presente invencgao é intencionado a incluir, mas nao ser limitado a,
farinhas, 6leos, graos ou sementes moidos ou integrais de uma planta,

ou qualquer produto alimenticio compreendendo qualquer farinha,
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6leo, ou grao moido ou integral de uma planta ou semente recombi-
nante contendo uma ou mais das sequéncias da presente invencdo. A
deteccdo de uma ou mais das sequéncias da presente invencao em
um ou mais produtos primarios considerados aqui é de fato a evidén-
cia de que o produto primario € composto de uma planta transgénica
designada para expressar uma ou mais das sequéncias de nucleoti-
deos da presente invencao para o proposito de controlar a doenca da
planta usando métodos de supressao de gene mediada por dsRNA.
[00198] Em alguns aspectos, sementes e produtos primarios produ-
zidos por plantas transgénicas derivadas de células de plantas trans-
formadas sao incluidos, em que as sementes ou produtos primarios
compreendem uma quantidade detectavel de uma sequéncia de acido
nucleico da invengdo. Em algumas modalidades, tais produtos prima-
rios podem ser produzidos, por exemplo, obtendo-se plantas transgé-
nicas e preparando-se o alimento ou alimentagao a partir destas. Pro-
dutos primarios compreendendo uma ou mais das sequéncias de aci-
do nucleico da invengéo incluem, por exemplo e sem limitagdo: fari-
nhas, éleos, graos ou sementes moidos ou integrais de uma planta, e
qualquer produto alimenticio compreendendo qualquer farinha, 6leo,
ou grao moido ou integral de uma planta ou semente recombinante
compreendendo uma ou mais das sequéncias de acido nucleico da
invencao. A deteccao de uma ou mais das sequéncias da invencao em
um ou mais produtos primarios € de fato a evidéncia de que o produto
primario é composto de uma planta transgénica designada para ex-
pressar uma ou mais das moléculas de iRNA da invencao para o pro-
pdsito de controlar pragas de coledpteros.

[00199] Em algumas modalidades, uma planta ou semente transgé-
nica compreendendo uma molécula de acido nucleico da invengao
também pode compreender pelo menos um outro evento transgénico

em seu genoma, incluindo sem limitacdo: um evento transgénico do
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gual é transcrita uma molécula de iRNA alvejando um loco em uma
praga de coledptero exceto aquelas definidas pelas SEQ ID NOs: 1 a
4; um evento transgénico do qual é transcrita uma molécula de iRNA
alvejando um gene em um organismo exceto uma praga de coledptero
(por exemplo, um nematddeo parasitico de planta); um gene que codi-
fica uma proteina inseticida (por exemplo, uma proteina inseticida de
Bacillus thuringiensis); um gene de tolerancia a herbicida (por exem-
plo, um gene que fornece tolerancia ao glifosato); e um gene que con-
tribui para um fendtipo desejavel na planta transgénica, tal como ren-
dimento aumentado, metabolismo de acido graxo alterado, ou restau-
racao da esterilidade masculina citoplasmatica). Em modalidades par-
ticulares, sequéncias que codificam moléculas de iRNA da invencéao
podem ser combinadas com caracteristicas de controle de doenca e
outras caracteristicas de controle de inseto em uma planta para obter
caracteristicas desejadas para o controle realcado de doenca da plan-
ta e dano por inseto. A combinacdo de caracteristicas de controle de
inseto que utilizam modos de acdo distintos pode fornecer plantas
transgénicas protegidas com durabilidade superior sobre plantas que
abrigam uma unica caracteristica de controle, por exemplo, por causa
da probabilidade reduzida que a resisténcia a(s) caracteristica(s) de-
senvolvera no campo.

V. Supressao de gene alvo em uma praga de coledptero
Visao geral

[00200] Em algumas modalidades da invencao, pelo menos uma
molécula de acido nucleico util para o controle de pragas de coledpte-
ros pode ser fornecida a uma praga de coledptero, em que a molécula
de acido nucleico leva ao silenciamento de gene mediado por RNAi na
praga de coledptero. Em modalidades particulares, uma molécula de
iIRNA (por exemplo, dsRNA, siRNA, miRNA, e hpRNA) pode ser forne-

cida ao hospedeiro de coledptero. Em algumas modalidades, uma mo-
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lécula de acido nucleico util para o controle de pragas de coledpteros
pode ser fornecida a uma praga de coledptero contatando-se a molé-
cula de acido nucleico com a praga de coledptero. Nestas e outras
modalidades, uma molécula de acido nucleico util para o controle de
pragas de coledpteros pode ser fornecida em um substrato alimenticio
da praga de coledptero, por exemplo, uma composicdo nutricional.
Nestas e outras modalidades, uma molécula de acido nucleico util para
o controle de pragas de coledpteros pode ser fornecida através da in-
gestao de material da planta compreendendo a molécula de acido nu-
cleico que é ingerida pela praga de coledptero. Em certas modalida-
des, a molécula de acido nucleico esta presente no material da planta
através da expressdao de uma sequéncia de acido nucleico recombi-
nante introduzida no material da planta, por exemplo, por transforma-
cao de uma célula de planta com um vetor compreendendo a sequén-
cia de acido nucleico recombinante e a regeneracdo de um material da
planta ou planta inteira da célula de planta transformada.

Supressao de gene alvo mediada por BNAI

[00201] Em modalidades, a invencao fornece moléculas de iRNA
(por exemplo, dsBNA, siRNA, miRNA, e hpRNA) que podem ser de-
signadas para alvejar sequéncias de nucleotideo nativas essenciais
(por exemplo, genes essenciais) no genoma e/ou uma biblioteca de
cDNA de uma praga de coledptero (por exemplo, WCR ou NCR), por
exemplo, designando-se uma molécula de iRNA que compreende pelo
menos um fita compreendendo uma sequéncia de nucleotideo que é
especificamente complementar a sequéncia alvo. A sequéncia de uma
molécula de iRNA assim designada pode ser idéntica a sequéncia al-
vo, ou pode incorporar disparidades que nao impedem a hibridizagao
especifica entre a molécula de iRNA e sua sequéncia alvo.

[00202] Moléculas de iRNA da invencdo podem ser usadas em mé-

todos para a supressao de gene em uma praga de coleodptero, deste
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modo reduzindo o nivel ou incidéncia de dano causado pela praga so-
bre uma planta (por exemplo, uma planta transformada protegida
compreendendo uma molécula de iRNA). Como usado aqui o termo
"supressao de gene" refere-se a qualquer um dos métodos bem co-
nhecidos para reduzir 0os niveis de proteina produzida como um resul-
tado da transcricdo de gene ao mRNA e tradugao subsequente do
MRNA, incluindo a reducdo da expressao de proteina a partir de um
gene ou uma sequéncia de codificagdo incluindo inibicdo pos-
transcricional da expressao e supressdo transcricional. A inibicao pés-
transcricional € mediada por homologia especifica entre todo ou uma
parte de um mRNA transcrito de um gene ou sequéncia de codificacao
alvejados para a supressao e pela molécula de iRNA correspondente
usada para a supressdo. E, inibicdo pos-transcricional refere-se a re-
ducao substancial e mensuravel da quantidade de mRNA disponivel
na célula para a ligagao por ribossomos.

[00203] Em modalidades em que uma molécula de iRNA & uma mo-
lécula de dsRNA, a molécula de dsRNA pode ser clivada pela enzima,
DICER, em moléculas de siRNA curtas (aproximadamente 20 nucleo-
tideos em comprimento). A molécula de siRNA de fita dupla gerada
pela atividade de DICER na molécula de dsRNA pode ser separada
em dois siRNAs de fita Unica; a "fita de passagem” e a "fita de guia." A
fita de passagem pode ser degradada, € a fita de guia pode ser incor-
porada em RISC. A inibicdo poés-transcricional ocorre por hibridizacao
especifica da fita de guia com uma sequéncia especificamente com-
plementar de uma molécula de mRBRNA, e clivagem subsequente pela
enzima, Argonaute (componente catalitico do complexo de RISC).
[00204] Em modalidades da invenc¢ao, qualquer forma de molécula
de iRNA pode ser usada. Aqueles de habilidade na técnica entenderao
que moléculas de dsRNA tipicamente sdo mais estaveis durante a

preparacao e durante a etapa de fornecer a molécula de iRNA a uma
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célula do que de moléculas de RNA de fita Unica, e sdo tipicamente
também mais estaveis em uma célula. Assim, embora moléculas de
siRNA e miRNA, por exemplo, possam ser igualmente eficazes em al-
gumas modalidades, uma molécula de dsRNA pode ser escolhida de-
vido a sua estabilidade.

[00205] Em modalidades particulares, uma molécula de &cido nu-
cleico é fornecida que compreende uma sequéncia de nucleotideo,
sequéncia de nucleotideo esta que pode ser expressada in vitro para
produzir uma molécula de iRNA que é substancialmente homdloga a
uma molécula de acido nucleico codificada por uma sequéncia de nu-
cleotideo dentro do genoma de uma praga de coledptero. Em certas
modalidades, a molécula de iRNA transcrita in vitro pode ser uma mo-
lécula de dsRNA estabilizada que compreende uma estrutura de has-
te-alca. Depois que uma praga de coledptero contata a molécula de
iIRNA transcrita in vitro, a inibicdo pds-transcricional de um gene alvo
na praga de coledptero (por exemplo, um gene essencial) pode ocor-
rer.

[00206] Em algumas modalidades da invencao, a expressao de
uma molécula de acido nucleico compreendendo pelo menos 19 nu-
cleotideos contiguos de uma sequéncia de nucleotideo é usada em
um método para a inibicdo pos-transcricional de um gene alvo em uma
praga de coledptero, em que a sequéncia de nucleotideo € seleciona-
da do grupo consistindo em: SEQ ID NO: 3; o complemento da SEQ ID
NO: 3; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos da
SEQ ID NO: 3; o complemento de um fragmento de pelo menos 19
nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 3; uma sequéncia de codifica-
cao nativa de um organismo de Diabrotica (por exemplo, WCR) com-
preendendo a SEQ ID NO: 3; o complemento de uma sequéncia de
codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica compreendendo a

SEQ ID NO: 3; uma sequéncia que ndo de codificacdo nativa de um
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organismo de Diabrotica que é transcrita em uma molécula de RNA
nativa compreendendo a SEQ ID NO: 3; o complemento de uma se-
quéncia que nao de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica
que é transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo a
SEQ ID NO: 3; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos conti-
guos de uma sequéncia de codificacdo nativa de um organismo de Di-
abrotica compreendendo a SEQ ID NO: 3; o complemento de um fra-
gmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia
de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica compreendendo
a SEQ ID NO: 3; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos conti-
guos de uma sequéncia que nao de codificacdo nativa de um organis-
mo de Diabrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nativa
compreendendo a SEQ ID NO: 3; e o complemento de um fragmento
de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia que nao
de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica que € transcrita
em uma molécula de RNA nativa compreendendo a SEQ ID NO: 3. Em
certas modalidades, a molécula de acido nucleico compreende todas
ou parte de qualquer uma das SEQ ID NOs: 9 a 11 (por exemplo, toda
ou parte da SEQ ID NO: 9). Em certas modalidades, a expressao de
uma molécula de acido nucleico que € pelo menos 80% idéntica (por
exemplo, 80%, cerca de 81%, cerca de 82%, cerca de 83%, cerca de
84%, cerca de 85%, cerca de 86%, cerca de 87%, cerca de 88%, cer-
ca de 89%, cerca de 90%, cerca de 91%, cerca de 92%, cerca de
93%, cerca de 94%, cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de 97%, cer-
ca de 98%, cerca de 99%, cerca de 100%, e 100%) com qualquer um
do precedente pode ser usada. Nestas e outras modalidades, uma mo-
lécula de acido nucleico pode ser expressada que especificamente hi-
bridiza a uma molécula de RNA presente em pelo menos uma célula
de uma praga de coleéptero.

[00207] Nestas e outras modalidades, a expressao de pelo menos
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uma outra molécula de acido nucleico compreendendo pelo menos 19
nucleotideos contiguos de uma sequéncia de nucleotideo pode ser
usada em um método para a inibicdo pds-transcricional de um gene
alvo em uma praga de coledptero, em que a sequéncia de nucleotideo
é selecionada do grupo consistindo em: SEQ ID NO: 1; o complemento
da SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 2; o complemento da SEQ ID NO: 2;
SEQ ID NO: 4; o complemento da SEQ ID NO: 4; um fragmento de
pelo menos 19 nucleotideos contiguos de qualquer uma das SEQ ID
NOs: 1, 2, € 4; o complemento de fragmento de pelo menos 19 nucleo-
tideos contiguos de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, e 4; uma se-
quéncia de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica (por
exemplo, WCR) compreendendo qualgquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2,
e 4; o complemento de uma sequéncia de codificacdo nativa de um
organismo de Diabrotica compreendendo qualquer uma das SEQ ID
NOs: 1, 2, e 4; uma sequéncia que nao de codificacdo nativa de um
organismo de Diabrotica que é transcrita em uma molécula de RNA
nativa compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, € 4; 0
complemento de uma sequéncia que nao de codificacdo nativa de um
organismo de Diabrotica que é transcrita em uma molécula de RNA
nativa compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, e 4; um
fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequén-
cia de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica compreen-
dendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, e 4; o complemento de
um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma se-
quéncia de codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica compre-
endendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, e 4; um fragmento de
pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia que nao de
codificacdo nativa de um organismo de Diabrotica que € transcrita em
uma molécula de RNA nativa compreendendo qualquer uma das SEQ

ID NOs: 1, 2, e 4; e 0 complemento de um fragmento de pelo menos
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19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia que ndo de codificacao
nativa de um organismo de Diabrotica que € transcrita em uma molé-
cula de RNA nativa compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs:
1, 2, e 4. Em certas modalidades, a expressao de uma molécula de
acido nucleico que é pelo menos 80% idéntica (por exemplo, 80%,
cerca de 81%, cerca de 82%, cerca de 83%, cerca de 84%, cerca de
85%, cerca de 86%, cerca de 87%, cerca de 88%, cerca de 89%, cer-
ca de 90%, cerca de 91%, cerca de 92%, cerca de 93%, cerca de
94%, cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de 97%, cerca de 98%, cer-
ca de 99%, cerca de 100%, e 100%) com qualquer um do precedente
pode ser usada. Nestas e outras modalidades, uma molécula de acido
nucleico pode ser expressada que especificamente hibridiza a uma
molécula de RNA presente em pelo menos uma célula de uma praga
de coleoptero.

[00208] E uma caracteristica importante de algumas modalidades
da invencao que o sistema de inibicdo pos-transcricional de RNAI seja
capaz de tolerar variacdes de sequéncia entre 0s genes alvos que po-
deriam ser esperadas devido a mutacao genética, polimorfismo da ce-
pa, ou divergéncia evolucionaria. A molécula de acido nucleico intro-
duzida pode nao precisar ser absolutamente homdloga a um produto
de transcricdo primario ou um mRNA completamente processado de
um gene alvo, contanto que a molécula de acido nucleico introduzida
seja especificamente hibridizavel a um produto de transcricao primario
ou um mRNA completamente processado do gene alvo. Além disso, a
molécula de acido nucleico introduzida pode nao precisar ser de tama-
nho natural, em relacdo a um produto de transcricdo primario ou um
MRNA completamente processado do gene alvo.

[00209] A inibicao de um gene alvo usando a tecnologia de iRNA da
presente invencao € especifica de sequéncia; isto &, sequéncias de

nucleotideo substancialmente homdlogas a(s) molécula(s) de iRNA
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sdo alvejadas para inibicdo genética. Em algumas modalidades, uma
molécula de RNA compreendendo uma sequéncia de nucleotideo
idéntica a uma porcao de uma sequéncia de gene alvo pode ser usada
para inibicdo. Nestas e outras modalidades, uma molécula de RNA
compreendendo uma sequéncia de nucleotideo com uma ou mais mu-
tacbes de insercdo, supressao, e/ou ponto em relacdo a uma sequén-
cia de gene alvo podem ser usadas. Em modalidades particulares,
uma molécula de iRNA e uma porcao de um gene alvo podem compar-
tilhar, por exemplo, pelo menos de cerca de 80%, pelo menos de cerca
de 81%, pelo menos de cerca de 82%, pelo menos de cerca de 83%,
pelo menos de cerca de 84%, pelo menos de cerca de 85%, pelo me-
nos de cerca de 86%, pelo menos de cerca de 87%, pelo menos de
cerca de 88%, pelo menos de cerca de 89%, pelo menos de cerca de
90%, pelo menos de cerca de 91%, pelo menos de cerca de 92%, pelo
menos de cerca de 93%, pelo menos de cerca de 94%, pelo menos de
cerca de 95%, pelo menos de cerca de 96%, pelo menos de cerca de
97%, pelo menos de cerca de 98%, pelo menos de cerca de 99%, pelo
menos de cerca de 100%, e 100% de identidade de sequéncia. Alter-
nativamente, a regido do duplex de uma molécula de dsRNA pode ser
especificamente hibridizavel com uma porcdo de um transcrito de gene
alvo. Em moléculas especificamente hibridizaveis, uma sequéncia me-
nor do que a de tamanho natural que exibe uma homologia maior
compensa por uma sequéncia menos homéloga, mais longa. O com-
primento da sequéncia de nucleotideo de uma regido do duplex de
uma molécula de dsRNA que € idéntica a uma porcao de um transcrito
de gene alvo pode ser pelo menos cerca de 25, 50, 100, 200, 300,
400, 500, ou pelo menos cerca de 1000 bases. Em algumas modalida-
des, uma sequéncia de mais do que 20 a 100 nucleotideos pode ser
usada. Em modalidades particulares, uma sequéncia de mais do que

cerca de 200 a 300 nucleotideos pode ser usada. Em modalidades
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particulares, uma sequéncia de mais do que cerca de 500 a 1000 nu-
cleotideos pode ser usada, dependendo do tamanho do gene alvo.
[00210] Em certas modalidades, a expressao de um gene alvo em
uma praga de coledptero pode ser inibida em pelo menos 10%; pelo
menos 33%; pelo menos 50%; ou pelo menos 80% dentro de uma cé-
lula da praga de coledptero, tal que uma inibicao significante ocorre.
Inibicdo significante refere-se a inibicdo acima de um limiar que resulta
em um fendtipo detectavel (por exemplo, cessacdo do crescimento,
cessacao da alimentacao, cessacao do desenvolvimento, e mortalida-
de do inseto, etc.), ou uma diminuicdo detectavel no RNA e/ou produto
genético correspondendo ao gene alvo que € inibido. Embora em cer-
tas modalidades da invengao a inibicdo ocorra em substancialmente
todas as células da praga de coledptero, em outras modalidades a ini-
bicdo ocorre apenas em um subconjunto de células que expressam o
gene alvo.

[00211] Em algumas modalidades, a supressao transcricional €&
mediada pela presenca em uma célula de uma molécula de dsRNA
que exibe identidade de sequéncia substancial a uma sequéncia pro-
motora de DNA ou ao complemento desta para efetuar o que € referi-
do como "trans supressao de promotor."” A supressao de gene pode
ser eficaz contra genes alvos em uma praga de coledptero que pode
ingerir ou contatar tais moléculas de dsRNA, por exemplo, ingerindo-
se ou contatando-se o material da planta contendo as moléculas de
dsRNA. Moléculas de dsRNA para uso em trans supressao de promo-
tor podem ser especificamente designadas para inibir ou suprimir a
expressao de uma ou mais sequéncias homologas ou complementares
nas células da praga de coledptero. A supressdo de gene pos-
transcricional por RNA orientado antissenso ou senso para regular a
expressao do gene em células de plantas € divulgada nas Patentes
U.S. 5.107.065; 5.759.829; 5.283.184; e 5.231.020.

Peticdo 870180134198, de 25/09/2018, pag. 91/151



89/145

[00212] Expressao de moléculas de iRNA fornecidas a uma
praga de coleéptero

[00213] A expressao de moléculas de iRNA para a inibicdo de gene
mediada por RNAi em uma praga de coledptero pode ser realizada em
qualquer um de muitos formatos in vitro ou in vivo. As moléculas de
iIRNA depois podem ser fornecidas a uma praga de coledptero, por
exemplo, contatando-se as moléculas de iRNA com a praga, ou fazen-
do-se com que a praga ingira ou de outro modo internalize as molécu-
las de iIRNA. Algumas modalidades da inveng¢ao incluem plantas hos-
pedeiras transformadas de uma praga de coledptero, células de plan-
tas transformadas, e progénie de plantas transformadas. As células de
plantas transformadas e plantas transformadas podem ser engendra-
das para expressar uma ou mais das moléculas de iRNA, por exemplo,
sob o controle de um promotor heterdlogo, para fornecer um efeito pro-
tetivo contra a praga. Assim, quando uma planta transgénica ou célula
de planta é consumida por uma praga de coledptero durante a alimen-
tacédo, a praga pode ingerir moléculas de iRNA expressadas nas plan-
tas ou células transgénicas. As sequéncias de nucleotideo da presente
invencao também podem ser introduzidas em uma variedade ampla de
micro-organismos hospedeiros procarioticos e eucaridticos para pro-
duzir moléculas de iRNA. O termo "micro-organismo" inclui espécies
procariéticas e eucaribticas, tais como bactérias e fungos.

[00214] A modulagao da expressao do gene pode incluir supressao
parcial ou completa de tal expressao. Em uma outra modalidade, um
método para a supressdo da expressao do gene em uma praga de co-
ledptero compreende fornecer no tecido do hospedeiro da praga uma
quantidade supressiva de gene de pelo menos uma molécula de dsR-
NA transcrita de uma sequéncia de nucleotideo como descrito aqui,
pelo menos um segmento da qual é complementar a uma sequéncia

de mRNA dentro das células da praga de coledptero. Uma molécula
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de dsRNA, incluindo sua forma modificada tal como uma molécula de
siRNA, miRNA, ou hpRNA, ingerida por um micro-organismo patogéni-
co de acordo com a invengao pode ser pelo menos de cerca de 80%,
81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou cerca de 100% idéntica a
uma molécula de RNA transcrita de uma molécula de acido nucleico
compreendendo uma sequéncia de nucleotideo selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 1 a 4. Moléculas de acido nucleico isola-
das e substancialmente purificadas incluindo, mas n&o limitadas a, se-
quéncias de nucleotideo que nao ocorrem naturalmente e construcdes
de DNA recombinante para transcrever moléculas de dsRNA da pre-
sente invengcao sao portanto fornecidas, que suprimem ou inibem a
expressdao de uma sequéncia de codificacdo enddégena ou uma se-
quéncia de codificacdo alvo na praga de coledptero quando introduzi-
da a esta.

[00215] Modalidades particulares fornecem um sistema de liberacao
para a liberacdo de moléculas de iRNA para a inibicdo pos-transcricao
de um ou mais genes alvos em uma praga de coledptero parasitica de
planta e controle de uma populacdo da praga de coledptero parasitica
de planta. Em algumas modalidades, o sistema de liberagao compre-
ende a ingestdo de uma célula de planta transgénica hospedeira ou
conteudos da célula hospedeira compreendendo moléculas de RNA
transcritas na célula hospedeira. Nestas e outras modalidades, uma
célula de planta transgénica ou uma planta transgénica é gerada que
contém uma construcdo de DNA recombinante transcrevendo uma
molécula de dsRNA estabilizada da invencdo. Células de plantas
transgénicas e plantas transgénicas compreendendo sequéncias de
acido nucleico que codificam uma molécula de iRNA particular podem
ser produzidas utilizando-se tecnologias de DNA recombinante (tecno-

logias basicas estas que sdo bem conhecidas na técnica) para cons-
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truir um vetor de transformacdo de planta compreendendo uma se-
quéncia de nucleotideo que codifica uma molécula de iRNA da inven-
cao (por exemplo, uma molécula de dsRNA estabilizada); para trans-
formar uma célula de planta ou planta; e para gerar a célula de planta
transgénica ou a planta transgénica que contém a molécula de iRNA
transcrita.

[00216] Para comunicar resisténcia a praga de coledptero a uma
planta transgénica, uma molécula de DNA recombinante pode, por
exemplo, ser transcrita em uma molécula de iRNA, tal como uma mo-
lécula de dsRNA, uma molécula de siRNA, uma molécula de miRNA,
ou uma molécula de hpRNA. Em algumas modalidades, uma molécula
de RNA transcrita de uma molécula de DNA recombinante pode formar
uma molécula de dsRNA dentro dos tecidos ou fluidos da planta re-
combinante. Uma tal molécula de dsRNA pode ser compreendida em
parte de uma sequéncia de nucleotideo que € idéntica a uma sequén-
cia de nucleotideo correspondente transcrita de uma sequéncia de
DNA dentro de uma praga de coledptero de um tipo que pode parasitar
a planta hospedeira. A expressao de um gene alvo dentro da praga de
coledptero é suprimida pela molécula de dsRNA, e a supressao da ex-
pressao do gene alvo na praga de coledptero resulta na planta trans-
génica sendo resistente a praga de coleodptero. Os efeitos modulado-
res de moléculas de dsRNA mostraram ser aplicaveis a uma variedade
de genes expressados em pragas, incluindo, por exemplo, genes en-
dogenos responsaveis pelo metabolismo celular ou transformacéao ce-
lular, incluindo genes reguladores; fatores de transcricdo; genes rela-
cionados a muda; e outros genes que codificam polipeptideos envolvi-
dos no metabolismo celular ou crescimento e desenvolvimento nor-
mais.

[00217] Para a transcricdo de um transgene in vivo ou uma constru-

cao de expressao, uma regiao reguladora (por exemplo, promotor, re-
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algador, silenciador, e sinal de poliadenilacdo) pode ser usada em al-
gumas modalidades para transcrever a fita de RNA (ou fitas). Portanto,
em algumas modalidades, como apresentado, supra, uma sequéncia
de nucleotideo para uso em produzir moléculas de iRNA pode ser ope-
ravelmente ligada a uma ou mais sequéncia promotoras funcionais em
uma célula hospedeira da planta. O promotor pode ser um promotor
enddgeno, normalmente residente no genoma do hospedeiro. A se-
quéncia de nucleotideo da presente invencdo, sob o controle de um
sequéncia promotora operavelmente ligada, pode ser ainda flanquea-
da por sequéncias adicionais que vantajosamente afetam sua transcri-
cao e/ou a estabilidade de um transcrito resultante. Tais sequéncias
podem ser localizadas a montante do promotor operavelmente ligado,
a jusante da extremidade 3' da construcao de expressao, e podem
ocorrer tanto a montante do promotor quanto a jusante da extremidade
3’ da construcao de expressao.

[00218] Algumas modalidades fornecem métodos para reduzir o
dano a uma planta hospedeira (por exemplo, uma planta do milho)
causado por uma praga de coledptero que alimenta-se da planta, em
que o método compreende fornecer na planta hospedeira uma célula
de planta transformada expressando pelo menos uma molécula de
acido nucleico da invengao, em que a(s) molécula(s) de acido nucleico
funciona(m) em ser absorvida(s) pela praga de coledptero para inibir a
expressao de uma sequéncia alvo dentro da praga de coledptero, ini-
bicao esta de expressao que resulta em mortalidade, crescimento re-
duzido, e/ou reproducado reduzida da praga de coledptero, reduzindo
deste modo o dano a planta hospedeira causado pela praga de co-
ledptero. Em algumas modalidades, a(s) molécula(s) de acido nucleico
compreendem moléculas de dsBRNA. Nestas e outras modalidades,
a(s) molécula(s) de acido nucleico compreendem moléculas de dsRNA

que todas compreendem mais do que uma sequéncia de nucleotideo
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que € especificamente hibridizavel a uma molécula de acido nucleico
expressada em uma célula de praga de coledptero. Em algumas mo-
dalidades, a(s) molécula(s) de acido nucleico consistem em uma se-
quéncia de nucleotideo que é especificamente hibridizavel a uma mo-
lécula de acido nucleico expressada em uma célula de praga de co-
ledptero.

[00219] Em algumas modalidades, um método para aumentar o
rendimento de uma safra de milho é fornecido, em que o método com-
preende introduzir em uma planta do milho pelo menos uma molécula
de acido nucleico da invengao; cultivar a planta do milho para permitir
a expressao de uma molécula de iRNA compreendendo a sequéncia
de acido nucleico, em que a expressao de uma molécula de iRNA
compreendendo a sequéncia de acido nucleico inibe o dano e/ou cres-
cimento da praga de coledptero, reduzindo ou eliminando deste modo
uma perda de rendimento devido a infestacdo por praga de coledptero.
Em algumas modalidades, a molécula de iRNA é uma molécula de
dsRNA. Nestas e outras modalidades, a(s) molécula(s) de acido nu-
cleico compreendem moléculas de dsRNA que todas compreendem
mais do que uma sequéncia de nucleotideo que é especificamente hi-
bridizavel a uma molécula de acido nucleico expressada em uma célu-
la de praga de coledptero. Em algumas modalidades, a(s) molécula(s)
de acido nucleico consistem em uma sequéncia de nucleotideo que é
especificamente hibridizavel a uma molécula de acido nucleico ex-
pressada em uma célula de praga de coledptero.

[00220] Em algumas modalidades, um método para modular a ex-
pressao de um gene alvo em uma praga de coleodptero é fornecido, o
método compreendendo: transformar uma célula de planta com um
vetor compreendendo uma sequéncia de acido nucleico que codifica
pelo menos uma molécula de acido nucleico da invencao, em que a

sequéncia de nucleotideo é operativamente ligada a um promotor e

Peticdo 870180134198, de 25/09/2018, pag. 96/151



94/145

uma sequéncia de terminacao de transcricao; cultivar a célula de plan-
ta transformada sob condi¢des suficientes para levar em consideracao
o desenvolvimento de uma cultura de célula de planta incluindo uma
pluralidade de células de plantas transformadas; selecionar células de
plantas transformadas que tém integrada a molécula de acido nucleico
em seus genomas; triar as células de plantas transformadas quanto a
expressao de uma molécula de iRNA codificada pela molécula de aci-
do nucleico integrada; selecionar uma célula de planta transgénica que
expressa a molécula de iRNA; e alimentar a célula de planta transgé-
nica selecionada a praga de coledptero. Plantas também podem ser
regeneradas a partir de células de plantas transformadas que expres-
sam uma molécula de iRNA codificada pela molécula de acido nuclei-
co integrada. Em algumas modalidades, a molécula de iRNA € uma
molécula de dsRNA. Nestas e outras modalidades, a(s) molécula(s) de
acido nucleico compreendem moléculas de dsRNA que todas compre-
endem mais do que uma sequéncia de nucleotideo que é especifica-
mente hibridizavel a uma molécula de acido nucleico expressada em
uma célula de praga de coledptero. Em algumas modalidades, a(s)
molécula(s) de acido nucleico consistem em uma sequéncia de nu-
cleotideo que € especificamente hibridizavel a uma molécula de acido
nucleico expressada em uma célula de praga de coledptero.

[00221] Moléculas de iRNA da invencdo podem ser incorporadas
dentro de ou sobre as sementes de uma espécie de planta (por exem-
plo, milho), como um produto da expressao de um gene recombinante
incorporado em um genoma das células de plantas, ou como incorpo-
rado em um revestimento ou tratamento da semente que € aplicado a
semente antes do plantio. Uma célula de planta compreendendo um
gene recombinante € considerada ser um evento transgénico. Tam-
bém incluidos sao sistemas de liberacao para a liberacdo de molécu-

las de iRNA a pragas de coledpteros. Por exemplo, as moléculas de
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IRNA da invengédo podem ser diretamente introduzidas nas células de
uma praga de coledptero. Métodos para introdugcao podem incluir mis-
tura direta de iIRNA com tecido da planta de um hospedeiro para a
praga de coledptero, assim como aplicacdo de composicbes compre-
endendo moléculas de iRNA da invencao ao tecido da planta hospe-
deira. Por exemplo, moléculas de iRNA podem ser pulverizadas sobre
uma superficie da planta. Alternativamente, uma molécula de iIRNA
pode ser expressada por um micro-organismo, € 0 micro-organismo
pode ser aplicado sobre a superficie da planta, ou introduzido em uma
raiz ou haste por um meio fisico tal como uma injecdo. Como debatido,
supra, uma planta transgénica também pode ser geneticamente en-
gendrada para expressar pelo menos uma molécula de iRNA em uma
quantidade suficiente para mantar as pragas de coledpteros conheci-
das infestar a planta. Moléculas de iRNA produzidas por sintese qui-
mica ou enzimatica também podem ser formuladas em uma maneira
compativel com préticas agricolas comuns, e usado comas produtos
de pulverizacdo para controlar a doenca da planta. As formulacdes
podem incluir os adesivos e umedecedores apropriados necessarios
para cobertura foliar eficiente, assim como protetores UV para proteger
moléculas de iRNA (por exemplo, moléculas de dsRNA) do dano UV.
Tais aditivos sdo comumente usados na industria de bioinseticida, e
sdo bem conhecidos aqueles habilitados na técnica. Tais aplicacdes
podem ser combinadas com outras aplicagOes de inseticida por pulve-
rizacdo (de base bioldgica ou de outro modo) para realcar a protecao
da planta de pragas de coledpteros.

[00222] Todas as referéncias, incluindo publicacbes, patentes, e
pedidos de patente, citados aqui sdo por meio desta incorporados por
referéncia a medida que eles ndo sao incompativeis com os detalhes
explicitos desta divulgacao, e sdao deste modo incorporados aoc mesmo

grau como se cada referéncia fosse individual e especificamente indi-
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cada para ser incorporada por referéncia e foram apresentados em
sua totalidade aqui. As referéncias debatidas aqui sdo fornecidas uni-
camente para sua divulgacdo antes da data de depédsito do presente
pedido. Nada aqui deve ser interpretado como uma admissao de que
0s inventores nao sao intitulados a antedatar tal divulgacao em virtude
da invengao anterior.

[00223] Os Exemplos seguintes sdo fornecidos para ilustrar certas
caracteristicas e/ou aspectos particulares. Estes Exemplos n&o devem
ser interpretados para limitar a divulgacdo as caracteristicas ou aspec-
tos particulares descritos.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Materiais e Métodos

Preparacao da amostra e bioensaios.

[00224] Varias moléculas de dsRNA (incluindo Cafl-180; regido 1 da

subunidade C de ATPase vacuolar (v-ATPase); regido 2 de subunida-

de C de v-ATPase; regidao 1 de subunidade H de v-ATPase; regiao 2
de subunidade H de v-ATPase; e Rho1) foram sintetizadas e purifica-
das usando um kit de RNAi MEGAscript® (AMBION, Foster City, CA).
As moléculas de dsRNA purificadas foram preparadas em tampéao de
TE, e todos os bioensaios continham um tratamento de controle con-
sistindo neste tampao, que serviu como uma verificacao de base quan-
to a mortalidade ou inibicdo do crescimento de WCR. As concentra-
cbes de moléculas de dsRNA no tampéao de bioensaio foram medidas
usando um espectrofotdmetro NanoDrop™ 8000 (Thermo Scientific,
Wilmington, DE).

[00225] Amostras foram testadas quanto a atividade do inseto em
bioensaios conduzidos com larvas de insetos neonatas em dieta para
inseto artificial. Ovos de WCR foram obtidos da Crop Characteristics,
Inc. (Farmington, MN).

[00226] Os bioensaios foram conduzidos em bandejas plasticas de
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128 reservatérios especificamente designadas para bioensaios de in-
setos (C-D International, Pitman, NJ). Cada reservatério continha
aproximadamente 1,0 mL de uma dieta designada para o crescimento
de insetos coledpteros. Uma aliquota de 60 uL de amostra de proteina
foi liberada por pipeta sobre a superficie da dieta de 1,5 cm? de cada
reservatorio (40 puL/cm?). Concentragbes de amostra de dsRNA foram
calculadas como a quantidade de dsRNA por centimetro quadrado
(ng/cm?) de area superficial no reservatorio. As bandejas tratadas fo-
ram mantidas em uma capela até que o liquido na superficie da dieta
evaporasse ou fosse absorvido na dieta.

[00227] Dentro de algumas horas de eclosao, larvas individuais fo-
ram extraidas com uma escova de pelo de carneiro umedecida e de-
positadas na dieta tratada (uma ou duas larvas por reservatorio). Os
reservatérios infestados das bandejas plasticas de 128 reservatoérios
foram depois selados com laminas adesivas de plastico claro, e venti-
lados para permitir troca de gas. Bandejas de bioensaio foram manti-
das sob condicbes ambientais controladas (28°C, ~4 0 % de Umidade
Relativa, 16:8 [Luz:Escuridao]) durante 9 dias, depois do que o nimero
total de insetos expostos a cada amostra, 0 nimero de insetos mortos,
e 0 peso de insetos sobreviventes foram registrados. Mortalidade per-
centual, pesos vivos médios, e inibicdo do crescimento foram calcula-
dos para cada tratamento. O retardo do desenvolvimento foi definido
como uma diminuicdo em pesos vivos meédios. A inibicao do cresci-
mento (Gl) foi calculada como segue:

Gl =[1 = (TWIT/TNIT)/(TWIBC/TNIBC)]

[00228] onde TWIT é o peso total de insetos vivos no tratamento;
[00229] TNIT é o namero total de insetos no tratamento;

[00230] TWIBC é o peso total de insetos vivos na verificacdo de ba-
se (Controle por tampéao); e

[00231] TNIBC é o numero total de insetos na verificacdo de base
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(Controle por tampao).

[00232] A Gilso é determinada para ser a concentracdao da amostra
na dieta em que o valor de Gl € 50 %. A LCsp (concentracao letal a 50
%) é registrada como a concentracdo da amostra na dieta em que 50
% de insetos de teste sdo mortos. Analise estatistica foi feita usando o
software JMP™ (SAS, Cary, NC).

[00233] Bioensaios replicados demonstraram que a ingestao de
amostras resulta em uma mortalidade e inibicao do crescimento sur-
preendentes e inesperadas de larvas de crisomelideo do milho.
Exemplo 2: Identificacao de genes alvos candidatos

[00234] Larvas de WCR de primeiro instar foram selecionadas para
analise de transcriptoma porque o controle neste estagio de cresci-
mento por tecnologia de resisténcia a inseto transgénico seria vantajo-
SO.

[00235] O RNA total foi isolado de cerca de 0,9 gm de larvas de
WCR de primeiro instar inteiras (Diabrotica virgifera virgifera LeConte;
4 a 5 dias ap6s a saida do ovo, mantida a 16°C) e purificado usando o
método com base em fenol/TRI REAGENT® seguinte (Molecular Re-
search Center, Cincinnati, OH; Cat. N0 TR 118):

[00236] Larvas foram homogeneizadas na temperatura ambiente
em um homogeneizador de 15 mL com 10 mL de TRI REAGENT® até
que uma suspensao homogénea fosse obtida. A seguir da incubacéao
de 5 min. na temperatura ambiente, 0 homogenado foi dispensado em
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL (1 mL por tubo), 200 uL de cloro-
formio foram adicionados, e a mistura foi vigorosamente agitada du-
rante 15 segundos. Depois de deixar a extracao repousar na tempera-
tura ambiente durante 10 min, as fases foram separadas por centrifu-
gacdo em 12.000 x g a 4C. A fase superior (compree ndendo cerca de
0,6 mL) foi cuidadosamente transferida em um outro tubo de 1,5 mL

estéril, e um volume igual (0,6 mL) de isopropanol na temperatura am-
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biente foi adicionado. Depois da incubacdo na temperatura ambiente
durante 5 a 10 min, a mistura foi centrifugada 8 min em 12.000 x g
(4C ou 25T).

[00237] O sobrenadante foi cuidadosamente removido € descarta-
do, e a pelota de RNA foi lavada duas vezes por vortice com 75% de
etanol, com recuperacéao por centrifugacdo durante 5 min em 7.500 x g
(4T ou 25C) depois de cada lavagem. O etanol foi cuidadosamente
removido, a pelota foi deixada secar ao ar durante 3 a 5 min, e depois
foi dissolvida em agua estéril isenta de nuclease. A concentracao do
RNA foi determinada medindo-se a absorvéncia (A) em 260 nm e 280
nm. Uma extragao tipica de cerca de 0,9 g de larvas produziu mais de
1 mg de RNA total, com uma razao de A260/ A280 de 1,9. O RNA as-
sim extraido foi armazenado a -80C até que process ado ainda mais.
[00238] A qualidade do RNA foi determinada passando-se uma ali-
quota por um gel de agarose a 1 %. A solucdo de gel de agarose foi
fabricada usando 10 X tampéao de TAE esterilizado em autoclave (Tris-
acetato EDTA, 1 X concentracao € 0,04 M de Tris-acetato, 1 mM de
EDTA (sal de sédio de acido etilenodiamina tetra-acético, pH 8,0) dilu-
ido com agua tratada com DEPC (pirocarbonato de dietila) em um re-
cipiente esterilizado em autoclave. 1 X TAE foi usado como o tampao
continuo. Antes do uso, o tanque de eletroforese e o pente de forma-
¢ao favoravel foram limpos com RNAseAway™ (Invitrogen Inc., Carls-
bad, CA). Dois pL de amostra de RNA foram misturados com 8 L de
tampao de TE (10 mM de Tris HCI pH 7,0; 1 mM de EDTA) e 10 uL de
tampao de amostra de RNA (Novagen® Catalog N° 70606; EMD4
Bioscience, Gibbstown, NJ). A amostra foi aquecida a 70°C durante 3
min, resfriada até a temperatura ambiente, e 5 uL foram carregados
por reservatorio (contendo 1 ug a 2 ug de RNA). Marcadores de peso
molecular de RNA comercialmente disponiveis foram simultaneamente

conduzidos em reservatérios separados para comparacao do tamanho
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molecular. O gel foi conduzido em 60 v durante 2 h.

[00239] Um biblioteca de cDNA normalizada foi preparada a partir
do RNA total larval por um provedor de acesso comercial (Eurofins
MWG Operon, Huntsville, AL), usando iniciagao aleatoéria.

[00240] A biblioteca de cDNA larval normalizada foi sequenciada
em escala de placa 1/2 por GS FLX 454 Titanium™ series chemistry at
Eurofins MWG Operon, que resultou em mais de 600.000 leituras com
um comprimento de leitura médio de 348 pb. 350.000 leituras foram
montadas em mais de 50.000 contigs. Tanto as leituras nao montadas
quanto os contigs foram convertidos em bases de dados BLASTable
usando o programa publicamente disponivel, FORMATDB (disponivel
da National Center for Biological Information (NCBI)).

[00241] Genes candidatos para alvejamento de RNAIi foram seleci-
onados usando informacao com respeito aos efeitos letais de RNAI de
genes particulares em outros insetos tais como Drosophila e Tribolium.
Estes genes foram hipotetizados para ser essenciais para sobrevivén-
cia e crescimento em insetos coledpteros. Homdlogos de gene alvo
selecionados foram identificados na base de dados de sequéncia de
transcriptoma como descrito abaixo. Sequéncias de tamanho natural
ou parciais dos genes alvos foram ampliadas por PCR para preparar
padrdes para a producao de RNA de fita dupla (dsRNA).

[00242] Pesquisas de TBLASTN usando sequéncias de codificacao
de proteina candidatas foram conduzidas contra bases de dados
BLASTable contendo as leituras de sequéncia de Diabrotica nao mon-
tadas ou os contigs montados. Hits significantes a uma sequéncia de
Diabrotica (definida como melhor do que e2° para homologias de con-
tigs e melhor do que e para homologias de leituras de sequéncias
nao montadas) foram confirmados usando BLASTX contra a base de
dados nao redundante de NCBI. Os resultados desta pesquisa de

BLASTX confirmaram que as sequéncias de gene candidato homolo-
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gas de Diabrotica identificadas na pesquisa de TBLASTN de fato com-
preenderam genes de Diabrotica, ou foram o melhor hit disponivel nas
sequéncias de Diabrotica para a sequéncia de gene candidato que nao
de Diabrotica. Na maioria dos casos, genes candidatos de Tribolium
que foram anotados como codificando uma proteina forneceram uma
homologia de sequéncia ndo ambigua a uma sequéncia ou sequéncias
nas sequéncias de transcriptoma de Diabrotica. Em alguns casos, es-
teve claro que alguns dos contigs de Diabrotica ou leituras de sequén-
cia nao montadas selecionados por homologia a um gene candidato
que nao de Diabrotica sobreposto, € que a montagem dos contigs fa-
lou para unir estas superposicoes. Nestes casos, Sequencher™ v4.9
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI) foi usado para montar as
sequéncias em contigs mais longos.

[00243] Uma pluralidade de genes alvos candidatos foi identificada
como genes que podem levar a mortalidade ou inibicdo do crescimen-
to, desenvolvimento, ou reproducéo da praga de coledptero em WCR,
incluindo as SEQ ID NOs: 1 a 4. Clones de tamanho natural ou parci-
ais de sequéncias de homologos de gene candidato de Diabrotica fo-
ram usados para gerar amplicons de PCR para a sintese de dsRNA.
[00244] A SEQ ID NO: 1 corresponde a D_vir_c47185, que € um
homologo de Caf1-180, e é aqui referido como Caf1-180. Caf1-180 de
Drosophila mostrou funcionar em liberar histonas sobre o DNA recen-
temente sintetizado, e Caf1-180. Mutagcées com perda de funcdo em
Caf1-180 Drosophila mostraram causar parada do crescimento e de-
senvolvimento larvais, e mortalidade larval (Klapholz et al. (2009)
Chromosoma 118(2):235-48; Tyler et al. (2001) Mol. Cell Biol.
21(19):6574-84; Song et al. (2007) Dev. Biol. 311(1):213-22).

[00245] A SEQ ID NO: 2 corresponde a D_vir_¢1229, que é um
homologo da subunidade C de ATPase vacuolar, e € aqui referido co-

mo VatpaseC. As SEQ ID NOs: 5 a 8 sao fragmentos de sequéncia
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nao contiguos de VatpaseC.

[00246] A SEQ ID NO: 3 corresponde a D_vir ¢c1319, que é um
homologo da subunidade H de ATPase vacuolar, e é aqui referido co-
mo VatpaseH. As SEQ ID NOs: 9 a 11 sdo fragmentos de sequéncia
n&o contiguos de VatpaseH.

[00247] ATPase vacuolar de Drosophila é um transportador de pro-
ton de subunidade multipla envolvido na sinalizacao Notch (Vaccari et
al. (2010) Development 137(11):1825-32). Mutacbes com perda de
funcdo em subunidades de ATPase vacuolar de Drosophila mostraram
ser letais recessivas (Allan et al. (2005) Physiol. Genomics 22(2):128-
38; e Davies et al. (1996) J. Biol. Chem. 271(48):30677-84). VA-
TPaseC (Vhad44) e VATPaseH (VhaSFD) sdo duas das subunidades
de ATPase vacuolar de Drosophila.

[00248] A SEQ ID NO: 4 é Contig_01_Rho1_1-191_CDC42, aqui
referido como Rho1. Rho1 de Drosophila funciona em regular a mon-
tagem e desmontagem de fitas de actina, e mutacbes com perda de
funcdo em Rho1 Drosophila tém um impacto significante sobre 0 mo-
vimento do componente celular, remodelagem da sinapse, desenvol-
vimento larval, e resposta ao estresse (Fox et al. (2005) Development
132(21):4819-31; Kadandale et al. (2010) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
107(23):10502-7; Rosales-Nieves et al. (2006) Nat. Cell Biol. 8(4):367-
76; Magie e Parkhurst (2005) Dev. Biol. 278(1):144-54; e Xu et al.
(2008) Dev. Biol. 321(1):88-100).

Exemplo 3: Ampliacao de genes alvos

[00249] Iniciadores foram designados para ampliar porgbes de regi-
des de codificacdo de cada gene alvo por PCR. Ver a Tabela 1. Onde
apropriado, uma sequéncia promotora de fago T7 (TTAATACGACT-
CACTATAGGGAGA (SEQ ID NO: 12)) foi incorporada na extremidade
5' das fitas senso ou antissenso ampliadas. Ver a Tabela 1. O DNA

gendmico foi extraido de WCR, e os iniciadores de PCR foram usados
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para ampliar toda ou parte da sequéncia de gene alvo nativa a partir

do DNA gendmico por intermédio de uma reacao de PCR.

Tabela 1. Sequéncias e pareamentos de iniciadores de PCR usados

para preparar padroes para a producao de dsBNA.

Gene ID do
SEQ ID NO: Sequéncia
(Regiéo) Iniciador
TTAATACGACTCACTATAG
Cafi-180 (1) | Caf-FT7 SEQ ID NO: 13 | GGAGATTCGGAAGCTTCA
b TATTTAAAAGATC
ar 1
.| TATCTTCAGCCAAAGGTTT
Cafi-180 (1) | Caf-R SEQIDNO: 14 | 10176
. _ | TTCGGAAGCTTCATATTTA
Cafi-180 (1) | Caf-F SEQIDNO: 15 | yy <2 e
Par 2
TTAATACGACTCACTATAG
Cafi-180 (1) | Caf-RT7 SEQID NO: 16 | GGAGATATCTTCAGCCAA
AGGTTTTCTTG
TTAATACGACTCACTATAG
VatpaseC (1) | Atp.C-F1T7 | SEQID NO: 17 | GGAGAAGAAGAAATGACT
b GAGTATTGG
ar3
VatpaseC (1) | Atp.C-R1 SEQID NO: 18 gGAAGACTTCCTTTCAA
VatpaseC (1) | Atp.C-F1 SEQ ID NO: 19 | AGAAGAAATGACTGAGTA
TTGG
Par 4 TTAATACGACTCACTATAG
VatpaseC (1) | Atp.C-R1T7 | SEQID NO: 20 | GGAGACTGAAGACTTCCT
TTCAAGT
VatpaseC (1) | Atp.C-F1 SEQ ID NO: 19 | AGAAGAAATGACTGAGTA
TTGG
Par 5 AD.C TTAATACGACTCACTATAG
VatpaseC (1) Rféhorm SEQID NO: 21 | GGAGAGATGGGATATTTG
GCGATGTCCCA
TTAATACGACTCACTATAG
VatpaseC (1) | Atp.C-F1T7 | SEQID NO: 17 | GGAGAAGAAGAAATGACT
b GAGTATTGG
ar6
Atp.C- | GATGGGATATTTGGCGAT
VatpaseC (1) Rishort SEQ ID NO: 22 GTCCCA
TTAATACGACTCACTATAG
VatpaseC (2) | Atp.C-F2T7 | SEQID NO: 23 | GGAGAAGAAACAGACAGG
b AAGTTTACT
ar7
| GGATTAAAATAGCTTGGA
VatpaseC (2) Atp.C-R2 SEQ ID NO: 24 AATTGAC
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Par 8

VatpaseC (2)

Atp.C-F2

SEQ ID NO:

25

AGAAACAGACAGGAAGTT
TACT

VatpaseC (2)

Atp.C-R2T7

SEQ ID NO:

26

TTAATACGACTCACTATA-
GGGAGAGGATTAAAATAG-
CTTGGAAATTGAC

Par 9

VatpaseH (1)

Atp.H-F1T7

SEQ ID NO:

27

TTAATACGACTCACTATAG
GGAGA TCATGATTGTTCC
AGATATGTTGG

VatpaseH (1)

Atp.H-R1

SEQ ID NO:

28

AGTGTCTGCGACCAACAA
GC

Par
10

VatpaseH (1)

Atp.H-F1

SEQ ID NO:

29

TCATGATTGTTCCAGATAT
GTTGG

VatpaseH (1)

Atp.H-R1T7

SEQ ID NO:

30

TTAATACGACTCACTATAG
GGAGAAGTGTCTGCGAC
CAACAAGC

Par
11

VatpaseH (2)

Atp.H-F2T7

SEQ ID NO:

31

TTAATACGACTCACTATAG
GGAGAAGAACATTGTATAG
CTATGGTG

VatpaseH (2)

Atp.H-R2

SEQ ID NO:

32

ATTTACGCCTTGCCTGCG
AC

Par
12

VatpaseH (2)

Atp.H-F2

SEQ ID NO:

33

AGAACATTGTATAGCTATG
GTG

VatpaseH (2)

Atp.H-R2T7

SEQ ID NO:

34

TTAATACGACTCACTATAG
GGAGAATTTACGCCTTGC
CTGCGAC

Par
13

Rho1 (1)

Rho1-FT7

SEQ ID NO:

35

TTAATACGACTCACTATAG
GGAGACAGGTCCGATGG
CTGCAATAAG

Rho1 (1)

Rho1-R

SEQ ID NO:

36

GACTTGCAGTGCAGCTCG
GG

Par
14

Rho1 (1)

Rho1-F

SEQ ID NO:

37

CAGGTCCGATGGCTGCAA
TAAG

Rho1 (1)

Rho1-RT7

SEQ ID NO:

38

TTAATACGACTCACTATAG
GGAGAGACTTGCAGTGCA
GCTCGGG

Exemplo 4: Construcoes de RNAI

Preparacéo padréo por PCR e sintese de dsBNA.
[00250]
a produgéao de dsRNA in vitro € mostrada na figura 1. DNAs padrao

A estratégia usada para fornecer padrdes especificos para

intencionados para o uso na sintese de dsRNA foram preparados por

PCR usando os pares de iniciador na Tabela 1 e (como padrdao de
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PCR) cDNA de primeira fita preparado a partir do RNA total isolado de
larvas de primeiro instar de WCR. Para cada regido de gene alvo sele-
cionada, duas ampliacbes por PCR separadas foram realizadas. A
primeira ampliacdo por PCR introduziu uma sequéncia promotora de
T7 na extremidade 5 das fitas senso ampliadas. A segunda reacao
incorporou a sequéncia promotora de T7 nas extremidades 5’ das fitas
antissenso. Os dois fragmentos ampliados por PCR para cada regiao
dos genes alvos foram depois misturados em quantidades aproxima-
damente iguais, e a mistura foi usada como padrao de transcricao para
a producao de dsRNA. RNA de fita dupla da figura 1. foi sintetizado e
purificado usando um kit de RNAi Ambion® MEGAscript® seguindo as
instrucdes do fabricante (Foster City, CA). As sequéncias dos padrbes
de dsBRNA ampliados com os iniciadores particulares foram: SEQ ID
NO: 86 (Caf1-180); SEQ ID NOs: 7 e 8 (VatpaseC); SEQ ID NOs: 10 e
11 (VatpaseH); e SEQ ID NO: 87 (Rho1). As concentracdes de dsR-
NAs foram medidas usando um espectrofotdbmetro NanoDrop™ 8000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE).

Construcao de vetores de transformacao de planta - Método 1

[00251] Métodos de clonagem de sitio multiplo padrao Gateway®
(Invitrogen) foram usados para construir vetores de expressdao de RNA
do tipo grampo de cabelo (hpRNA) para transformacéao celular do mi-
lho mediada por WHISKERS™. Vetores de entrada separados foram
construidos para os dois genes marcadores utilizados para tria-
gem/selecado de células do milho depois da transformacdo; um gene
de proteina fluorescente amarela (YFP, Shagin et al. (2004) Mol. Biol.
Evol. 21(5):841-50) e um gene de tolerancia a herbicida (fosfinotricina
acetil transferase (PAT), Wehrmann et al. (1996) Nat. Biotechnol.
14(10):1274-8). A expressao de cada um destes foi controlada por
uma copia de um promotor de actina 1 do arroz (OsAct1, Patente U.S.

5.641.876). Um fragmento compreendendo uma regido 3' nao traduzi-
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da de um gene de peroxidase 5 do milho (ZmPer5 3" UTR v2, Patente
U.S. 6.699.984) foi usado para terminar a transcricdo dos genes.
[00252] Um terceiro tipo de vetor de entrada, designado para a pro-
ducao de hpRNA, também foi construido utilizando fragmentos do ge-
ne de Caf1-180 ou do gene de VatpaseC. Regides de gene alvo para
Caf1-180 e VatpaseC foram ampliadas para a sintese de grampo de
cabelo usando os iniciadores apresentados na Tabela 2. A formacéao
de grampo de cabelo intramolecular por Transcritos primarios de RNA
foi facilitada arranjando-se (dentro de uma uUnica unidade de transcri-
cao) duas copias do fragmento de gene alvo em orientacdo oposta
uma a outra, os dois fragmentos sendo separados por uma sequéncia
de intron de ST-LS1 (Vancanneyt et al. (1990) Mol. Gen. Genet.
220(2):245-50). A producao do transcrito de mRNA primario foi condu-
zida por uma copia do promotor de ubiquitina 1 do milho (Patente U.S.
5.510.474). Assim, o transcrito de mRNA primario contém as duas se-
quéncias de fragmento de gene como repeticbes invertidas grandes
entre si, separadas pela sequéncia de intron. Um fragmento compre-
endendo uma regiao nao traduzida 3' de um gene de lipase do milho
(ZmLip 3" UTR, Patente U.S. 7.179.902) foi usado para terminar a
transcricao dos genes.

Tabela 2. Sequéncias e pareamentos de iniciadores usados para pre-

parar constru¢cdes de grampo de cabelo para a transformacao do mi-

Iho.

Gene ID do Iniciador SEQ ID NO: | Sequéncia

Caf1480 | hoCat.F SEQIDNO: | GAGAGGTACCTCGGAAGCTT

P CATATTTAAAAGATCTGTC
Par 39
15 SEQID NO:
CTCTGGATCCAAAATGTTTTT

Caf1-180 | hpCai-R 40 TATCTTCAGCCAAAGGTTTTC
P | cart180 | hoimiCatF SEQIDNO: | AGAGCCATGGAAAATGTTTTT
" P » TATCTTCAGCCAAAGGTTTTC
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SEQ ID NO:
. CTCTGAGCTCTCGGAAGCTT
Caf1-180 | hp-invCai-R 42 CATATTTAAAAGATCTGTC
SEQID NO: | AGAGGGATCCAGGCCTAGG
ST-SL1 ST-LS1-F TATGTTTCTGCTTCTACCTTT
Par 43 GAT
17 SEQID NO: | CTCTCCATGGACCGGTATTTAA
ST-SL1 ST-LS1-R ATACCTGCACATCACCATGTTT
44 TGG
SEQ ID NO:

AGAGGGTACCAGAAGAAATG
ot VatpaseC | hpATPaseC-F 45 ACTGAGTATTGGTTGATATC
18 SEQ ID NO:

CTCTGGATCCGATGGGATATT

VatpaseC | hpATPaseC-R 46 TGGCGATGTCC
SEQ ID NO:
. AGAGCCATGGGATGGGATATT
VatpaseC | hp-invATPaseC-F TGGCGATGTCC
Par 47
19 SEQ ID NO:
. GCTGAGCTCAGAAGAAATGA
VatpaseC | hp-invATPaseC-R 48 CTGAGTATTGGTTGATATC
[00253] A SEQ ID NO: 49 apresenta uma sequéncia de formacao

em grampo de cabelo de Caf1-180, e a SEQ ID NO: 50 apresenta uma
sequéncia de formacao em grampo de cabelo de VatpaseC.
[00254]

NA foram construidas para cada um de Caf1-180 e VatpaseC. Em

Duas versOes de vetores de entrada de expressao de hpR-

uma primeira versao dos vetores de entrada, uma sequéncia de con-
texto de inicio traducional de consenso do milho estava presente na
sequéncia lider ndo traduzida 5' de mRNA, adjacente a extremidade 5’
da primeira sequéncia de fragmento de gene alvo, que estava presen-
te na orientagdo "direta" (que esta na orientacdo senso em relagao ao
promotor). A sequéncia de inicio traducional de consenso do milho foi
omitida em uma segunda versao.

[00255]
zada com 3 vetores de entrada e um vetor
(pDAB104124) usando LR CLONASE Il PLUS™ da Invitrogen. Em um

vetor de expressao de hpRNA concluido, o cassete de hpRNA foi flan-

Uma reacgdo de recombinagdo GATEWAY® padrio foi reali-

de destinacao

queado pelos cassetes de expressao de gene YFP e PAT.
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[00256] A purificacdo do fragmento para a transformacdo mediada
por WHISKERS™ foi realizada em uma escala preparativa por croma-
tografia liquida de alta pressdo (HPLC) depois que os DNAs do vetor
de expressao YFP/hpRNA/PAT foram digeridos com Bcl | (para cons-
trucées de Caf1-180) ou Bbs | mais Afe | (para construcbes de Va-
tpaseC) para remover 0 gene resistente a espectinomicina bacteriana
presente na cadeia principal do vetor.

Construcdo de vetores de transformacéo de planta - Método 2

Vetor de destinacdo WHISKERS™: A metodologia de clonagem GA-
TEWAY® de sitio tnico padrao (INVITROGEN) foi usada para construir
um vetor de expressao de RNA do tipo grampo de cabelo (hpRNA) pa-

ra transformagéo celular do milho mediada por WHISKERS™. Dois
genes marcadores foram incorporados em um vetor de destinacao
(denominado pDAB108916) e foram utilizados para triagem e selecao
de células do milho depois da transformacdo. Um gene de proteina
fluorescente amarela (YFP, Shagin et al. (2004) Mol. Biol. Evol.
21(5):841-50) foi usado para triagem visual, € um gene de tolerancia a
herbicida (fosfinotricina acetil transferase (PAT), Wehrmann et al.
(1996) Nat. Biotechnol. 14(10):1274-8) foi usado para a selecao dos
transformantes. A expressao de cada um dos dois genes marcadores
foi controlada por cépias separadas de um promotor de badnavirus
baciliforme da cana-de-acucar (SCBV) (Patente U.S. 6.489.462) com-
preendendo uma sequéncia 5'UTR quimérica montada a partir de uma
porcao do 5'UTR do gene de proteina de revestimento de virus da ris-
ca do milho (Acesso no GENBANK X01633) e intron 1 de um gene de
alcool desidrogenase 1 do milho (Acesso no GENBANK X04049). Um
fragmento compreendendo um 3'UTR de um gene de lipase do milho
(ZmLip 3’ UTR; Patente U.S. 7.179.902) e um fragmento compreen-
dendo um 3'UTR de StPinll 3'UTR de batata (Solanum tuberosum) (An
et al. (1989) Plant Cell. 1:115-122) foram usados para terminar a
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transcricao dos genes YFP e PAT, respectivamente.

[00257] Um primeiro vetor de entrada designado para a producao
de hpRNA foi construido utilizando fragmentos de DNA que portam um
sentido v3 de Caf1-180 (intron de +ST-LS1) (SEQ ID NO: 95) e frag-
mentos que portam uma sequéncia antissenso v3 de Caf1-180 (SEQ
ID NO: 96). Estes fragmentos foram separadamente sintetizados por
um fornecedor comercial (DNA2.0; Menlo Park, CA). Os pedacos sinté-
ticos foram unidos em orientacdo apropriada por métodos de clona-
gem padrao para formar a construcao de formacao de grampo de ca-
belo da SEQ ID NO: 97, e a construcao foi clonada entre um promotor
e a sequéncia 3'UTR no vetor de entrada. A producdo do transcrito de
mMRNA primario foi conduzida por uma coépia do promotor de ubiquitina
1 do milho (Patente U.S. 5.510.474), enquanto uma sequéncia com-
preendendo uma regiao 3' nao traduzida de um gene de peroxidase 5
do milho (ZmPer5 3" UTR v2, Patente U.S. 6.699.984) foi usada para
terminar a transcricido do fragmento de gene alvo. A formacédo de
grampo de cabelo intramolecular por transcritos primarios de RNA foi
facilitada arranjando-se (dentro de uma uUnica unidade de transcricao)
duas copias do fragmento de gene alvo em orientacdo oposta uma a
outra, os dois fragmentos sendo separados por uma sequéncia de in-
tron de ST-LS1 (Vancanneyt et al. (1990) Mol. Gen. Genet.
220(2):245-50). Assim, o transcrito de mRNA primario contém as duas
sequéncias de fragmento de gene como repeticdes invertidas grandes
entre si, separadas pela sequéncia de intron.

[00258] Uma reagao de recombinacdo GATEWAY® padrao foi reali-
zada com 0 pDAB108916 de vetor de entrada e vetor de destinacao de
grampo de cabelo v3 Caf-180 construido, usando LR CLONASE I
PLUS™ da INVITROGEN. Em um vetor de expressdao de hpRNA v3
de Caf-180 concluido (pDAB109830), o cassete de expressao do gene

YFP foi flanqueado pelos cassetes de expressao do gene hpRNA e
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PAT.

[00259] Em forma similar, métodos de clonagem GATEWAY® de
sitio Unico padrao foram usados para construir outros vetores de ex-
pressao de RNA do tipo grampo de cabelo (hpRNA) para a transfor-
macao celular do milho mediada por WHISKERS™. Estes vetores adi-
cionais compreenderam constru¢cées de hpRNA para VatpaseC v3,
VatpaseC v4, VatpaseH v1 e Rho1 v1.

[00260] Um segundo vetor de entrada designado para a producao
de hpRNA foi construido utilizando fragmentos sintéticos compreen-
dendo uma sequéncia senso v3 de VatpaseC (intron de +ST-LS1)
(SEQ ID NO: 98) e uma sequéncia antissenso v3 de VatpaseC (SEQ
ID NO: 99), unidos em orientacao apropriada (SEQ ID NO: 100) pelos
métodos de clonagem padrdo. O vetor de entrada v3 de VaptaseC foi
usado para clonagem GATEWAY® com o vetor de destinagao
(pDAB108916) para construir o vetor de expressao de hpRNA v3 de
VatpaseC pDAB109828.

[00261] Um terceiro vetor de entrada designado para a producao de
hpRNA foi construido utilizando fragmentos sintéticos compreendendo
uma sequéncia senso v4 de VatpaseC (intron de +ST-LS1) (SEQ ID
NO: 101) e uma sequéncia antissenso v4 de VatpaseC (SEQ ID NO:
102), unidos em orientacdo apropriada (SEQ ID NO: 103) pelos méto-
dos de clonagem padréo. O vetor de entrada v4 de VatpaseC foi usa-
do para clonagem GATEWAY® com o vetor de destinacio
(pDAB108916) para construir o vetor de expressao de hpRNA v4 de
VatpaseC pDAB109838.

[00262] Um quarto vetor de entrada designado para a producao de
hpRNA foi construido utilizando fragmentos sintéticos compreendendo
uma sequéncia senso v1 de VatpaseH (intron de +ST-LS1) (SEQ ID
NO: 104) e uma sequéncia antissenso v1 de Vatpase H (SEQ ID NO:
105), unidos em orientacdo apropriada (SEQ ID NO: 106) pelos méto-
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dos de clonagem padréo. O vetor de entrada v1 de VatpaseH foi usa-
do para clonagem GATEWAY® com o vetor de destinacio
(pDAB108916) para construir o vetor de expressao de hpRNA v1 de
VatpaseH pDAB109829.

[00263] Um quinto vetor de entrada designado para a producao de
hpRNA foi construido utilizando fragmentos sintéticos compreendendo
uma sequéncia senso v1 de Rhot (intron de +ST-LS1) (SEQ ID NO:
107) e uma sequéncia antissenso v1 de Rho1 (SEQ ID NO: 108), uni-
dos em orientacdo apropriada (SEQ ID NO: 109) pelos métodos de
clonagem padrao. O vetor de entrada v1 de Rho1 foi usado para clo-
nagem GATEWAY® com o vetor de destinagdo (pDAB108916) para
construir vetor de expressao de hpRNA v1 de Rho1 pDAB109834.
[00264] A transformacdo mediada por WHISKERS™ foi realizada
usando DNA plasmidico circular purificado. EXEMPLO 9.

Vetor de destinacdo de Agrobacterium: Métodos de clonagem GATE-

WAY® padrao (INVITROGEN) foram usados para construir vetores de
expressdao de RNA do tipo grampo de cabelo (hpRNA) para transfor-
macao do embriao do milho mediada por Agrobacterium. Vetores de
entrada preparados acima para a producao de hpRNAs para v3 de
Caf-180, v3 de VatpaseC, v1 de VatpaseH e vi1 de Rho1 foram usados
para clonagem GATEWAY® com um vetor de destinacio
(pDAB108915) construido como um vetor binario de transformacao de
planta de Agrobacterium. Entre as sequéncias de repeticdo de mar-
gem de T-DNA esquerda e direita foi incluido um gene marcador sele-
cionavel da planta/de tolerancia a herbicida compreendendo a se-
guéncia de codificacdo para a proteina AAD1 (Patente U.S. 7.838.733)
sob o controle transcricional do promotor de SCBV como descrito aci-
ma. A terminagao da transcricao e poliadenilagao dos mRNAs de aad?
foram determinadas por um 3'UTR de lipase do milho, essencialmente
como divulgado como bases 921 a 1277 do Acesso no GENBANK™
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N2 gb|L35913.1|MZELIPASE e na Patente U.S. 7.179.902. Os vetores
de expressao binarios de hpRNA resultantes foram denominados
pDAB109817 (para v3 de Caf-180), pDAB109815 (para v3 de Va-
tpaseC), pDAB109816 (para v1 de VatpaseH) e pDAB109821 (para v1
de Rhot).

[00265] Para a transformacdo do milho, os vetores de expressao
binarios de hpRNA foram introduzidos na cepa de Agrobacterium tu-
mefaciens desarmada DAt13192, como descrito no Pedido Internacio-
nal PCT Ne PCT/US11/046028 depositado em 29 de Julho de 2011,
que € por meio desta incorporado aqui em sua totalidade.

Exemplo 5: Triagem de genes alvos candidatos

[00266] dsRNA sintético designado para inibir algumas, mas nem
todas, sequéncias de gene alvo identificadas no Exemplo 2 causou
mortalidade e inibicdo do crescimento quando administrado a WCR em
ensaios com base na dieta. Cafl-180; VatpaseC; VatpaseH; e Rho1
foram observados exibir eficacia muito aumentada neste ensaio sobre
outros dsRNAs triados.

[00267] Bioensaios replicados demonstraram que a ingestao de
construgdes transcritas em dsRNA de Cafl-180 (SEQ ID NO: 110);
dsRNA de regido 1 de VatpaseC (SEQ ID NO: 111); dsRNA curto de
regido 1 de VatpaseC (SEQ ID NO: 112); dsRNA de regido 2 de Va-
tpaseC (SEQ ID NO: 113); dsRNA de regiao 1 de VatpaseH (SEQ ID
NO: 114); dsRNA de regido 2 de VatpaseH (SEQ ID NO: 115); e dsRNA
de Rho1 (SEQ ID NO: 116) todos resultaram na mortalidade e inibicao
do crescimento surpreendentemente robustas de larvas de crisomelideo
do milho ocidental. As Tabelas 3 e 4 mostram os resultados de bioen-
saios de alimentacdo com base na dieta de larvas de WCR a seguir da
exposicao de 9 dias a estes dsRNAs. As FIGs. 2 a 4 mostram graficos
de variabilidade para a mortalidade e inibicao do crescimento de pragas

de coledpteros tratadas com moléculas de acido nucleico exemplares.
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Tabela 3. Resultados de bioensaios de alimentacao com base na dieta

de crisomelideo do milho ocidental (depois de 9 dias de alimentacao).

Nome da LCso | Faixa LCso Faixa Glso | Faixa Glso | Faixa
Amostra de LCso de LCso de Glso de Glso
Cafl-180 106* | 38-308 ND** | ND 22 6-79 558 | 72-1000+
regido 1 de 9 0,14-83 ND ND 1.8 0,4-9,3 20 1,2-344
VatpaseC

regiao 1 de 13,4 | 3.6-45 ND ND <1,0 33 2-250+

VatpaseC curta

regido 2 de 2,7 | 0,18-11,5 | >1000 | ND 5,1 0,4-68,4 | 87 0,53-1000+
VatpaseC

regido 1 de 2 0,5-4,6 357 91-1000+ | 1.7 0,9-3,0 | 11 4,0-30
VatpaseH

regido 2 de 0,70 | 0,04-2,83 | 168 40-1000+ | 3,2 1,3-77 13,9 | 26-72,7
VatpaseH

*Unidades de dose sdo ng/cm?
**ND = nao determinado
Tabela 4. Resultados de bioensaios de alimentacao com base na dieta

de crisomelideo do milho ocidental (depois de 9 dias de alimentacao).

Nome da Amostra Dose(ng/cm?) % média de Mortalidade Gl médio
Rho1 1000 84~ 0,824
Tampéao de TE 0 29,5 0
Agua 0 31 0
LCso Faixa de LCso Gilso
Rho1 302 92-1000+ <4,0

*contagens de mortalidade de Rho1 significativamente diferentes de conta-
gens de tampdo de TE ou Agua (Razao de verossimilhanca P < 0,0001)

[00268] Foi previamente sugerido que certos genes de Diabrotica
spp. podem ser explorados para o controle de inseto mediado por
RNAI. Ver Publicacdo de Patente U.S. N2 2007/0124836, que divulga
906 sequéncias, e Patente U.S. 7.614.924, que divulga 9.112 sequén-
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cias. Entretanto, foi determinado que muitos genes sugeridos a ter uti-
lidade para controle de inseto mediado por RNAIi ndo sao eficazes em
controlar Diabrotica. Também foi determinado que Cafl-180, VatpaseC,
VatpaseH, e Rho1 todos fornecem controle superior surpreendente e
inesperado de Diabrotica, comparado a outros genes sugeridos a ter
utilidade para controle de inseto mediado por RNA..

[00269] Anexina, beta espectrina 2, e mtRP-L4 foram todos sugeri-
dos na Patente U.S. 7.614.924 para serem eficazes no controle de in-
seto mediado por RNAi. A SEQ ID NO: 51 é a sequéncia de DNA da
regiao 1 de anexina, e SEQ ID NO: 52 é a sequéncia de DNA da regi-
ao 2 de anexina. A SEQ ID NO: 53 é a sequéncia de DNA da regiao 1
de beta espectrina 2, e SEQ ID NO: 54 é a sequéncia de DNA da regi-
a0 2 de beta espectrina 2. A SEQ ID NO: 55 € a sequéncia de DNA da
regidao 1 de mtRP-L4, e a SEQ ID NO: 56 é a sequéncia de DNA da
regido 2 de mtRP-L4. Uma sequéncia de YFP (SEQ ID NO: 57) tam-
bém foi usada para produzir dsRNA como um controle negativo.
[00270] Cada uma destas sequéncias foi usada para produzir dsR-
NA pelos métodos do Exemplo 4, e os dsRNAs foram todos testados
pelos mesmos métodos de bioensaio com base na dieta descritos
acima. A Tabela 5 lista as sequéncias dos iniciadores usados para
produzir as moléculas de dsBRNA de anexina, beta espectrina 2, e
mtRP-L4. A Tabela 6 apresenta os resultados de bioensaios de ali-
mentacdo com base na dieta de larvas de WCR a seguir da exposicao
de 9 dias a estas moléculas de dsRNA. Bioensaios replicados de-
monstraram que a ingestao destes dsRNAs nao resultou em nenhuma
mortalidade ou inibicdo do crescimento de larvas de crisomelideo do
milho ocidental acima daquela observada com amostras de controle de
tampé&o de TE, YFP, ou agua.

Tabela 5. Sequéncias e pareamentos de iniciadores usados para am-

pliar regides de gene de anexina, beta espectrina 2, mtRP-L4, e YFP
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Gene
ID do Iniciador | SEQ ID NO: | Sequéncia
(Regiao)
Anexina (11 | AnmE1T SEQIDNO: | 17aAATACGAGCTCACTATAGGGAGAG
exina (1) - CTCCAACAGTGGTTCCTTATC
Par 20
SEQ D NO:
Anexina (1) | Ann-i CTAATAATTCTTTTTTAATGTTCCTGA
GG
59
SEQ D NO:
Anexina (1) Ann-F1 GCTCCAACAGTGGTTCCTTATC
60
Par 21
Anexina (1) | AnmR1T7 SEQIDNO: | 17AATACGAGTCACTATAGGGAGACTA
exina (1) 51 ATAATTCTTTTTTAATGTTCCTGA GG
Anexina (2) | Ann-F2T7 SEQIDNO: | 1TAATACGACTCACTATAGGGAGAT
o TGTTACAAGCTGGAGAACT TCTC
Par 22
SEQ D NO:
Anexina (2) | Ann-R2 CTTAACCAACAACGGCTAATAAGG
63
SEQ D NO:
Anexina (2) | Ann-F2 TTGTTACAAGCTGGAGAACTTCTC
64
Par 23
Anexina (2) | Ann-R2T7 SEQIDNO: | 11aAATACGACTCACTATAGGGAGAG
o5 TTAACCAACAACGGCTAATAAGG
SEQ D NO:
TTAATACGACTCACTATAGGGAGA
Bspectz (1) | BetaspzF1T7 | AGATGTTGGCTGCATCTAGAGAA
Par 24
SEQ D NO:
B-spect2 (1) | Betasp2-R1 GTCCATTCGTCCATCCACTGCA
67
SEQ D NO:
B-spect2 (1) | Betasp2-F1 AGATGTTGGCTGCATCTAGAGAA
68
Par 25
SEQ D NO:
TTAATACGACTCACTATAGGGAGAG
Bspect2 (1) | Betaspz-RIT7 | TCCATTCGTCCATCCACT GCA
SEQ D NO:
TTAATACGACTCACTATAGGGAGAG
Bspect2 (2) | BetasparFet7 | CAGATGAACACCAGCGAG AAA
Par 26
SEQ D NO:
B-spect2 (2) | Betasp2-R2 CTGGGCAGCTTCTTGTTTCCTC
71
SEQ D NO:
Par 27 | B-spect2 (2) | Betasp2-F2 GCAGATGAACACCAGCGAGAAA
72
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SEQ D NO:
TTAATACGACTCACTATAGGGAGACTG
Bspectz (2) | Betasp2R2T7 | GGCAGCTTCTTGTTTCCTC
S I SEQIDNO: | 11AATACGACTCACTATAGGGAGAA
(1) » GTGAAATGTTAGCAAATATAACATC C
Par 28
SEQ D NO:
mtRP-L4 (1) | L4-R1 ACCTCTCACTTCAAATCTTGACTTTG
75
SEQ D NO:
mtRP-L4 (1) | L4-F1 AGTGAAATGTTAGCAAATATAACATCC
76
Par 29
SV I SEQIDNO: | +1AATACGACTCACTATAGGGAGAAC-
(1) . CTCTCACTTCAAATCTTGACTTTG
APLa ) | LagT? SEQIDNO: | +1aAATACGACTCACTATAGGGAGA-
miRP-L4 (2) | L4- 2 CAAAGTCAAGATTTGAAGTGAGAGGT
Par 30
SEQ D NO:
MtRP-L4 (2) | L4-R2 CTACAAATAAAACAAGAAGGACCCC
79
SEQ D NO:
MtRP-L4 (2) | L4-F2 CAAAGTCAAGATTTGAAGTGAGAGGT
80
Par 31
pLa 2 | LamoT? SEQIDNO: | 11 A ATACGACTCACTATAGGGAGACTA
miRP-L4 (2) | L4- 81 CAAATAAAACAAGAAGGACCCC
vEP VEPET? SEQIDNO: | 11AATACGACTCACTATAGGGAGACA-
. CCATGGGCTCCAGCGGCGCCC
Par 32
SEQ D NO:
YFP YFP-R AGATCTTGAAGGCGCTCTTCAGG
83
SEQ D NO:
YFP YFP-F CACCATGGGCTCCAGCGGCGCCC
84
Par 33
vEP N SEQIDNO: | 11AATACGACTCACTATAGGGAGAAGA
. TCTTGAAGGCGCTCTTCAGG
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Tabela 6. Resultados de bioensaios de alimentacao com base na dieta
de dsRNA de larvas de crisomelideo do milho ocidental (depois de 9

dias de alimentagéo).

NOME DO GENE DOSE PESO MEDIO | % MORTALI- [ INIBICAO ME-
(NG/CM?2) | POR INSETO DADE MEDIA | DIA DO CRES-
(MG) CIMENTO
Regido 1 de anexina 1000 0,545 0 -0,262
Regido 2 de anexina 1000 0,565 0 -0,301
Regido 1 de beta 1000 0,340 12 -0,014
espectrina 2
Regido 2 de beta 1000 0,465 18 -0,367
espectrina 2
Regido 1 de mtRP-L4 1000 0,305 4 -0,168
Regido 2 de mtRP-L4 1000 0,305 7 -0,180
Tampao de TE 0 0,430 13 0,000
Agua 0 0,535 12 0,000
YFP 1000 0,480 9 -0,386

Exemplo 6: Efeitos do comprimento da sequéncia sobre a eficacia
do dsRNA de VatpaseC

[00271] dsRNAs da subunidade C de ATPase vacuolar (VatpaseC)
variando em tamanho de 349 a 500 pb foram ativos em ensaios de
alimentacdo com base na dieta contra larvas de crisomelideo do milho
ocidental. Tabela 3. Para determinar a dependéncia do comprimento
da eficacia de moléculas de dsRNA, os comprimentos dos dsRNAs de
Vatpase C foram variados e testados. As sequéncias foram escolhidas
para representar as 15, 25, 50 e 100 bases no terminal 5', e as 100,
50, 25, e 15 bases no terminal 3' de um segmento de 174 pares de ba-
se da sequéncia de codificacao de VatpaseC (SEQ ID NO: 2).

[00272] Fragmentos de dsRNA representando as sequéncias de

VatpaseC 5' e 3' de 15 pb e 25 pb foram sintetizados por um fornece-
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dor comercial (INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES; Coralville, 1A).
Tabela 7. Os fragmentos de dsBRNA 5' e 3' de 50 pb e 100 pb, € o fra-

gmento de dsRNA de 174 pb de tamanho natural, foram gerados dos

padrées de DNA ampliados por PCR usando T7 RNA polimerase se-
guindo as instrugées de um kit de RNAi MEGAscript™ (AMBION®,

Foster City, CA) usando os iniciadores listados na Tabela 8. As combi-

nacdes de iniciadores usados para ampliar os varios comprimentos de

padroes de DNA sao listadas na Tabela 9.

Tabela 7. RNAs sintéticos designados para servir como dsRNAs de

VatpaseC de 15 pb e 25 pb (extremidades cegas).

Nome do dsBRNA | Sequéncia de fita senso (5'a 3') Identificador de sequéncia
VatpaseC5'-15 | AUGACUGAGUAUUGG SEQ ID NO: 117
VatpaseC5'-25 | AUGACUGAGUAUUGGUUGAUAUCUG SEQ ID NO: 118
VatpaseC3'-15 | CUUUCUGAUGAUCUG SEQ ID NO: 119
VatpaseC3'-25 | GUUAGUAGGACUUUCUGAUGAUCUG SEQ ID NO: 120

Tabela 8. Iniciadores de PCR usados para gerar varios comprimentos

de padrées de DNA de VatpaseC compreendendo uma sequéncia

promotora de T7 (sublinhada) para a sintese de dsRNA.

Nome do Iniciador | Sequéncia de iniciador SEQ ID N2 Filamento
VatoaseC.FT7 | TTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGA | SEQIDNO: o
atpase CTGAGTATTGGTTGATATCTGC 191 se
SEQ 1D NO:
TTAATACGACTCACTATAGGGAGATGTT o
VatpaseC-R50T7 GACAGGTCTTATCCCCT 120 anti-sentido
SEQ D NO:
TTAATACGACTCACTATAGGGAGATTGA o
VatpaseC-R100T7 | =p A ATTATTCTGTTTACTTGTCATAT 123 anti-sentido
VatoaseC.RT7 | TTAATACGACTCACTATAGGGAGACAGA | SEQ D NG i sontido
alpase TCATCAGAAAGTCCTACTAACTG 104 a
SEQ 1D NO:
TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGACT .
VatpaseC-F50T7 | 3o A AGTTGGTACTCTGGAT 15 sentido
SEQ D NO:
TTAATACGACTCACTATAGGGAGAGACA .
VatpaseC-F100T7 | oA AACAGAATAATTTGTCAACG 126 sentido
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Tabela 9. Combinacdes de iniciador usadas em PCR para gerar pa-
drées de DNA de VatpaseC para a sintese de varios comprimentos de
dsRNA.

Comprimento do | Comprimento Ponto de partida
Nome do dsRNA Par do Iniciador
amplicon (ph)* do dsRNA (pb)™ | para o comprimento

VatpaseC-FT7
VatpaseC5'-50 & 50+48 =98 50 +12 =62 extremidade 5’

VatpaseC-R50T7

VatpaseC-FT7
VatpaseC5-100 | & 100 +48 =148 | 100 + 12=112 | extremidade 5’

VatpaseC-R100T7

VatpaseC-FT7
VatpaseC-174 & 174 +48 =222 | 174 + 12 =186 | extremidade 5’

VatpaseC-RT7

VatpaseC-F50T7 &
VatpaseC3'-50 51 +48 =99 51 +12=63 extremidade 3’
VatpaseC-RT7

VatpaseC-F100T7 &
VatpaseC3'-100 100 +48 =148 | 100 + 12=112 | extremidade 3’
atpaseC-RT7

* sequéncia promotora de T7 (24 pb) adicionada na extremi-
dade 5 de ambos o0s iniciadores, resultando na adicao de 48 pb aos
amplicons.

* GGGAGA da sequéncia promotora de T7 é adicionado na
extremidade 5’ de ambas as fitas de dsRNA durante a transcricao, re-
sultando na adicao de 12 pb aos transcritos.

[00273] dsRNAs de VatpaseC (isto &, VatpaseC 5'-15, VatpaseC 5'-
25, VatpaseC 5'-50, VatpaseC 5'-100, VatpaseC 3'-15, VatpaseC 3'-25,
VatpaseC 3'-50, VatpaseC 3'-100, e VatpaseC-174) foram todos testa-
dos em uma Unica dose (1000 ng/cm?) quanto & atividade (letalidade)
usando ensaios de alimentagao com base na dieta com larvas de cri-
somelideo do milho ocidental. Como mostrado na Tabela 10, as ativi-
dades destas amostras de dsRNA (como medido pela mortalidade

percentual larval no dia 9 de alimentagcao) sao diferentes. A alimenta-
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cao das amostras de dsRNA de VatpaseC de 15 pb e 25 pb (tanto 5'
quanto 3') ndo induziu nenhuma mortalidade larval significante, que é
um resultado similar ao controle negativo usando dsBRNA de YFP. En-
tretanto, tanto os dsRNAs de VaptaseC 5' e 3' de 100 pb, quanto os
dsBNAs de VaptaseC 5' e 3' de 174 pb, resultaram em mortalidade
larval alta similarmente inesperada. As duas amostras de dsRNA de
50 pb mostraram resultados diferentes nos ensaios de alimentacéao; a
amostra de dsRNA de VatpaseC5'-50 ndo resultou em nenhuma mor-
talidade larval significante, mas mostrou retardo do desenvolvimento
significante, ao passo que a amostra de dsRNA de VaptaseC3'-50
causou quase 60 % de mortalidade, que € um nivel quase tao alto
quanto os valores obtidos com as amostras de dsBRNAs de 100 pb e
174 pb. Tabela 10.

[00274] Além disso, as atividades dos dsRNAs de VatpaseC foram
determinadas em seis doses de teste (1,0, 3,9, 62,5, 250, e 1000
ng/cm?) para obter valores de LCso e Glso relativos. Tabela 11. O valor
de LCso obtido com a amostra de VatpaseC 3'-100 foi 3,01 ng/cm?, que
foi 0 menor valor observado (isto &, a poténcia mais alta). De nota par-
ticular € o valor de LCso de 9,81 ng/cm? obtido com a amostra de Va-
tpaseC-174. A construcédo designada para produzir um grampo de ca-
belo em v4 de VatpaseC em plantas do milho mostrou atividade quan-
do testada com plantas cultivadas em estufa. Exemplo 10; Tabela 18.
Este fragmento de sequéncia v4 de VaptaseC (166 pb) € quase idénti-
co a sequéncia de VatpaseC-174 descrita aqui; a sequéncia de Va-
tpaseC-174 descrita aqui carece apenas de 8 pb (ATGACTGA) na ex-
tremidade 5’ do fragmento de sequéncia v4 de VaptaseC de 166 pb.
Tabela 10. Resultados de bioensaios de alimentagao com base na di-
eta de dsRNA de larvas de crisomelideo do milho ocidental (depois de
9 dias de alimentag&o) utilizando diferentes comprimentos de dsRNA

de VatpaseC em 1000 ng/cm?.
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Amostra Repeticbes % média de % média de inibicdo
mortalidade do crescimento (Gl)

VatpaseC 3'-15 4 12,33 B* 10,28 BC**

VatpaseC 3'-25 4 6,07 B -28,85 C

VatpaseC 3'-50 4 59,38 A 83,60 A

VatpaseC 3'-100 4 69,76 A 84,43 A

VatpaseC-174 2 67,65 A 84,70 A

VatpaseC 5'-15 4 2,94B 11,50 BC

VatpaseC 5'-25 4 5,00 B 6,90 BC

VatpaseC 5'-50 4 19,12B 54,75 AB

VatpaseC 5'-100 4 73,53 A 88,75 A

VatpaseC-174 4 71,60 A 83,00 A

YFP (controle neg.) 6 10,12B 0,09 BC

*

valores de % média de mortalidade seguido pela mesma
letra ndo sao significativamente diferentes um do outro no nivel de P =
0,05 (como calculado por comparacdo de ANOVA/Tukey das médias).
Valores de mortalidade para controles negativos sem dsBNA (tampao
de TE, e agua) foram menores do que 20 % e n&o sao mostrados.

* valores de % média de Gl seguido pela(s) mesma(s) le-
tra(s) ndo sao significativamente diferentes um do outro no P = 0,05
(calculado pela comparacdao de ANOVA/Tukey das médias). O peso
larval das larvas alimentadas com dsBRNA de YFP de controle negativo
foi usado como a base para o calculo de Gl.

Tabela 11. Valores de LCso e Glso para diferentes comprimentos de
dsRNA de VatpaseC fornecidos em 1,0, 3,9, 62,5, 250, e 1000 ng/cm?

a larvas de crisomelideo do milho ocidental (depois de 9 dias de ali-

mentacao).

Amostra Repeticoes LCso (ng/cm?) Glso (ng/cm?)
VatpaseC3'-50 4 144,88 9,56
VatpaseC3'-100 | 4 3,01 0,25
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VatpaseC5'-100 |4 17,49 0,85

VatpaseC-174 4 9,81 0,23

Exemplo 7: Efeitos da variacao de sequéncia de dsRNA sobre a
eficacia de dsRNA de VatpaseC

[00275] Moléculas de dsRNA que nao sao perfeitamente comple-
mentares a uma sequéncia alvo (por exemplo, tendo apenas 95 % de
identidade ao mRNA alvo) sdo eficazes para controlar pragas de co-
lebpteros. Bases nao complementares foram introduzidas no filamento
senso ou na fita antissenso de dsRNAs de VatpaseC, resultando em
disparidades entre as fitas senso e antissenso do dsRNA (e conse-
quentemente, resultando em disparidades entre 0 dsRNA e o mRNA
alvo in vivo). Os efeitos sobre a atividade inseticida dos dsRNAs im-
perfeitamente emparelhados contra larvas de crisomelideo do milho
ocidental foram medidos em bioensaios com base na dieta.

[00276] Apenas uma das duas fitas de DNA que codificam um
dsRNA de VatpaseC foi mutada em um momento, e um Unico nucleo-
tideo ndo complementar foi artificialmente introduzido em cada sitio de
mutacgao. Os sitios de mutagao foram arbitrariamente posicionados em
intervalos de 20 nucleotideos ao longo do comprimento inteiro da fita
mutada de um DNA que codifica um dsRNA de VatpaseC. A identida-
de do nucleotideo escolhido para substituir o nativo foi fabricada dos
nucleotideos proximais em qualquer lado do sitio de mutacdo que nao
complementou o nucleotideo na fita ndo mutada oposta ao sitio de mu-
tacdo. Para a eventualidade de que trés ou mais nucleotideos foram
0s mesmos em um local dado, o nucleotideo diferente mais proximo foi
selecionado para substituir o nativo.

[00277] Dois dsRNAs de VatpaseC (v4) imperfeitamente comple-
mentares, substancialmente homdlogos (isto €, v4.1 e v4.2) foram de-
signados, gerados, e testados quanto a atividade inseticida. Ambos os

dsBNAs compreenderam 166 pb de uma sequéncia v4 de VatpaseC,
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mais seis nucleotideos (GGGAGA) na extremidade 5 de cada fita de
RNA que sao artefatos de transcricao pelo promotor de T7. Assim, o
comprimento total de cada dsRNA foi 178 pb.

[00278] O dsRNA substancialmente homélogo de v4.1 de VatpaseC
foi designado e gerado com bases nao complementares introduzidas
na fita antissenso. Este dsRNA foi obtido pelas etapas seguintes: (1)
Uma sequéncia de fita antissenso foi designada para ter uma mutacao
introduzida em cada 20 nucleotideos; (2) fragmentos de DNA compre-
endendo a sequéncia de DNA de fita antissenso mutada ou uma se-
quéncia de DNA de fita senso nativa (isto €, sem mutacbes) foram
quimicamente sintetizados (IDT); (3) oligonucleotideos de DNA com-
preendendo a fita antissenso mutada e oligonucleotideos compreen-
dendo a fita senso foram recozidos para formar moléculas de fita du-
pla; (3) ampliagdo por PCR utilizando iniciadores compreendendo se-
quéncias promotoras de T7 de terminal 5' foi usada para incorporar a
sequéncia promotora de T7 nas extremidades 5’ de ambos os filamen-
tos, deste modo fornecendo um padrdo suficiente para a sintese de
dsRBNA; e (4) sintese de dsRNA foi realizada usando T7 RNA polime-
rase e um kit de RNAi AMBION® MEGAscript™, de acordo com as ins-
trucdes do fabricante.

[00279] O dsRNA substancialmente homélogo v4.2 de VatpaseC,
tendo mutagbes introduzidas em intervalos de 20 bases na sequéncia
de fita senso (mas tendo uma sequéncia de fita antissenso nativa), foi
obtido por modificacdes apropriadas dos métodos acima. Além disso,
um dsRNA v4 de VatpaseC compreendendo a sequéncia nativa (isto
é, tendo fitas senso e antissenso perfeitamente complementares) foi
construido, e usado como um controle para comparacao de eficacia
com os dsRNAs substancialmente homologos v4.1 e v4.2 de Va-
tpaseC em ensaios de alimentagdo com base na dieta contra larvas de

crisomelideo do milho ocidental (conduzidos usando métodos previa-
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mente descritos).

[00280] Sete doses destes dsRNAs (0,2, 1,0, 3,9, 15,6, 62,5, 250, e
1000 ng/cm?) foram testadas em bioensaios de alimentagdo com lar-
vas de primeiro instar de crisomelideo do milho ocidental para obter
valores de LCsp e Glso. Os ensaios foram independentemente conduzi-
dos duas vezes, e cada experimento teve duas repeticoes.

[00281] A LCsp calculada para o dsRNA v4.1 de VatpaseC substan-
cialmente homodlogo (fita antissenso mal combinada) foi 780,9 ng/cm?,
que é 7,9 vezes mais alta do que a LCsp obtida para o dsBRNA v4 de
VatpaseC nativo (isto é, ndo mutado). Tabela 12. Este resultado indica
que, ainda que a fita antissenso de 178 bases do dsRNA v4.1 de Va-
tpaseC contivesse 8 bases mutadas, homologia suficiente a fita de
mRNA alvo de praga de coledptero existiu para induzir um efeito letal a
seguir da ingestdo do dsRNA. O valor de LCsp calculado para o dsRNA
v4.2 de VatpaseC substancialmente homdélogo (fita senso mal combi-
nada) foi 868,6 ng/cm?, que é similar ao valor obtido com v4.1 de Va-
tpaseC, e 8,8 vezes mais alto do que aquele obtido nestes ensaios pa-
ra o dsRNA v4 de VatpaseC. Estes resultados demonstram que dsR-
NAs substancialmente homélogos compreendendo disparidades na fita
senso do dsRNA mantém homologia suficiente a um filamento de
MRNA alvo de praga de coledptero para induzir um efeito letal a seguir
da ingestao do dsRNA. Foi descoberto ainda que nestes ensaios de
alimentagdo os dsBRNAs v4.1 e v4.2 de VatpaseC tiveram valores de
Glso que foram mais altos do que o valor calculado para o dsRNA v4
de VatpaseC nativo (isto €, ndo mutado). Tabela 12. Portanto é obser-
vado que dsRNAs v4.1 e 4.2 de VatpaseC sao capazes de induzir tan-
to inibigao do crescimento melhorada quanto mortalidade melhorada
na ingestao por uma praga de coledptero.

Tabela 12. Atividade inseticida de dsRNAs de VatpaseC substancial-

mente homdlogos (v4.1 e v4.2), e dsRNA v4 de VatpaseC nativo con-
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tra larvas de crisomelideo do milho ocidental.

dsRNA Repeticdes | LCso Aumento de Glso Aumento de
(ng/cm?) LCso (vezes) (ng/cm?) Glso (vezes)
VatpaseC v4 8 98,5 NA 0,16 NA
VatpaseC v4.1 4 780,9 7,9 7,50 47,7
VatpaseC v4.2 4 868,6 8,8 0,84 54

Exemplo 8: Producao mediada por Agrobacterium de tecidos de
milho transgénico compreendendo dsRNAs do tipo grampo de
cabelo inseticidas

[00282] Esterilizacao da espiga e isolamento do embrido: Embrides

de milho imaturos foram obtidos de plantas de linhagem pura de Zea
mays B104 cultivadas na estufa e autopolinizadas ou polinizadas por
uma planta do mesmo hibrido para produzir espigas. As espigas foram
colhidas aproximadamente 9 a 12 dias apés a polinizagao. No dia ex-
perimental, as espigas foram esterilizadas na superficie por imersao
em uma solucédo a 20 % de hipoclorito de sédio (6,15 %), e agitadas
durante 20 a 30 min, seguido por trés enxagues em agua estéril. De-
pois da esterilizacdo, embrides zigoticos imaturos (1,5 a 2,4 mm) fo-
ram assepticamente dissecados de cada espiga, e aleatoriamente dis-
tribuidos em tubos de microcentrifuga contendo meio de inoculacao
liquido (2,2 gm/L de sais de MS (Frame et al., 2011, supra); Vitaminas
de MS Modificadas 1X ISU (Frame et al. (2011) "Genetic Transfor-

mation Using Maize Immature Zygotic Embryos,” EM Plant Embryo

Culture Methods and Protocols: Methods in Molecular Biology. T. A.
Thorpe € E. C. Yeung, (Eds.), SPRINGER SCIENCE AND BUSINESS
MEDIA, LLC., pp 327-341); 68,4 gm/L de sacarose; 36 gm/L de glico-
se; 115 mg/L de L-prolina; 100 mg/L de mio-inositol; e 200 uM de ace-

tosiringona (preparado em DMSQO); no pH 5,4). Para um conjunto de
experimentos dado, os embrides de espigas agrupadas foram usados
para cada transformacao.

[00283] Iniciacdo da Cultura de Agrobacterium: Estoques de glicerol

de cepa de Agrobacterium DAt13192 contendo os vetores de trans-
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formagé&o binarios descritos acima no Exemplo 4 foram riscados sobre
placas de meio minimo AB (Watson et al. (1975) J. Bacteriol. 123:255-
64) contendo antibiéticos apropriados, e foram cultivados a 20° C du-
rante 3 a 4 dias. Uma unica colénia foi selecionada de cada placa, ris-
cada sobre placas de YEP (10 gm/L de extrato de levedura; 10 gm/L
de Peptona; e 5 gm/L de NaCl) contendo os antibidticos apropriados, e
incubada a 20° C durante 1 a 2 dias.

[00284] Cultura e Cocultivo de Agrobacterium. Colénias de

Agrobacterium foram tomadas de uma placa de YEP, colocadas em
suspensao em 10 mL de Meio de Inoculacdo em um tubo descartavel
de 50 mL, e a densidade celular foi ajustada para uma ODsso (Densi-
dade Optica medida em 550 nm) de 0,2 a 0,4 usando um espectrofo-
tdbmetro. As culturas de Agrobacterium foram incubadas em um agita-
dor rotativo em 125 rpm (temperatura ambiente) enquanto a disseca-
cao do embriao foi realizada. Embrides zigéticos imaturos (previamen-
te isolados das sementes de milho esterilizadas e colocados em 1 mL
de Meio de Inoculacao) foram lavados uma vez em Meio de Inocula-
cao. 2 mL de suspensao de Agrobacterium foram adicionados a cada
tubo de embrides, e os tubos foram colocados em uma plataforma agi-
tadora durante entre 10 e 15 minutos. Os embrides foram transferidos
sobre o Meio de Co-cultivacdo (4,33 gm/L de sais de MS; 1X ISU de
Vitaminas de MS Modificadas; 30 gm/L de sacarose; 700 mg/L de L-
prolina; 3,3 mg/L de Dicamba (acido 3,6-dicloro-o-anisico ou acido 3,6-
dicloro-2-metoxibenzoico) em KOH; 100 mg/L de mio-inositol; 100
mg/L de Hidrilisado Enzimatico de Caseina; 15 mg/L de AgNOs; 100
UM de acetosiringona em DMSQO; e 3 gm/L DE GELZAN™ (SIGMA-
ALDRICH®); no pH 5,8), orientados com o escutelo faceando para ci-
ma, e incubados a 25°C, sob 24 horas de luz em int ensidade luminosa
de 50 yEm? s™' durante 3 dias.

[00285] Selecdo e Regeneracdo do Calo de Eventos Putativos: A
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seguir do periodo de co-cultivacdo, os embrides foram transferidos pa-
ra 0 Meio de Repouso (4,33 gm/L de sais de MS; 1X ISU de Vitaminas
de MS Modificadas; 30 gm/L de sacarose; 700 mg/L de L-prolina; 3,3
mg/L de Dicamba em KOH; 100 mg/L de mio-inositol; 100 mg/L de Hi-
drolisado Enzimatico de Caseina; 15 mg/L de AgNOs; 0,5 gm/L de
MES acido (2-(N-morfolino) etanossulfénico mono-hidratado; PHYTO-
TECHNOLOGIES LABORATORIES®, Lenexa, KS); 250 mg/L de Car-
benicilina; e 2,3 gm/L de GELZAN™; no pH 5,8), e incubados sob 24
horas de luz em intensidade luminosa de 50 uEm?s™' e a 25°C durante
3 dias.

[00286] Os embribes foram transferidos sobre o Meio de Selecao 1
(que consiste no Meio de Repouso (acima) com 100 nM de acido R-
Haloxifop (0,0362 mg/L)), e incubados na escuriddao ou sob 24 horas
de luz em intensidade luminosa de 50 uEm?s durante 7 a 14 dias a
282 C. Calos embriogénicos proliferantes foram transferidos sobre o
Meio de Selecdo 2 (que consiste no Meio de Repouso (acima), com
500 nM de acido R-Haloxifop (0,1810 mg/L)), e foram incubados em 24
horas de luz em intensidade luminosa de 50 uEm?s™' durante 14 a 21
dias a 28° C. Esta etapa de selegao permitiu que o calo transgénico
proliferasse e diferenciasse ainda mais.

[00287] Os calos embriogénicos, proliferantes foram transferidos
sobre 0 Meio de Pré-Regeneracao (4,33 gm/L de sais de MS; 1X ISU
de Vitaminas de MS Modificadas; 45 gm/L de sacarose; 350 mg/L de
L-prolina; 100 mg/L de mio-inositol; 50 mg/L de Hidrolisado Enzimatico
de Caseina; 1,0 mg/L de AgNOQOs; 0,25 gm/L de MES; 0,5 mg/L de aci-
do naftalenoacético em NaOH; 2,5 mg/L de acido abscisico em etanal,
1 mg/L de 6-benzilaminopurina; 250 mg/L de Carbenicilina; 2,5 gm/L
de GELZAN™; e 500 nM de acido R-Haloxifop; no pH 5,8), e cultiva-
dos sob 24 horas de luz em intensidade luminosa de 50 pEm2s™ du-
rante 7 dias a 28° C.
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[00288] Os calos embriogénicos com embrides semelhantes a broto
foram transferidos sobre o Meio de Regeneracéao | (4,33 gm/L de sais
de MS; 1X ISU de Vitaminas de MS Modificadas; 60 gm/L de sacaro-
se; 100 mg/L de mio-inositol; 125 mg/L de Carbenicilina; 3,0 gm/L de
GELZAN™:; e 500 nM de acido R-Haloxifop; no pH 5,8), e cultivados
sob 24 horas de luz em intensidade luminosa de 50 uEm? s durante
7 dias.

[00289] Brotos pequenos com raizes primarias foram transferidos
para o meio de Broto/Raiz (4,33 gm/L de sais de MS; 1X ISU de Vita-
minas de MS Modificadas; 30 gm/L de sacarose; 100 mg/L de mio-
inositol; 3,5 gm/L de GELZAN™; no pH 5,8) em PHYTATRAYS™
(PHYTOTECHNOLOGIES LABORATORIES®), e foram incubados sob
16:8 h de luz:escuridao de em intensidade luminosa de 140 a 190
UEm2 s durante 7 dias a 272 C. Plantulas transgénicas putativas fo-
ram analisadas quanto ao numero de cdpia de transgene, e transferi-
das para o solo.

[00290] Producdo da semente: Plantas foram transplantadas em
meio de cultivo sem terra METRO-MIX™ 360 (SUN GRO HORTICUL-

TURE; Bellevue, WA), e endurecidas em um ambiente de crescimento.

As plantas foram depois transplantadas em mistura de terra SUNSHI-
NE CUSTOM BLEND™ 160, e cultivadas até a florescéncia na estufa.
Polinizacbes controladas para a producdo de semente foram conduzi-
das.

[00291] Bioensaios de crisomelideo do milho ocidental em plantas
cultivadas em estufa foram conduzidos pelos métodos descritos no
Exemplo 12. Plantas com uma classificagao de raiz de 0,75 ou melhor
foram transplantadas imediatamente para vasos de 5 galdes (19 litros)
para a producao das sementes. Transplantas foram tratados com inse-
ticida para impedir dano ao crisomelideo adicional e liberagdo do inse-
to nas estufas. Plantas B104 foram cruzadas com plantas B104 nao
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transgénicas (doadoras de pdlen) para a producdo de sementes. As
sementes produzidas por estas plantas sao preservadas para a avalia-
¢ao nas geragoes T1 e subsequentes das plantas.

[00292] Cepa de Agrobacterium DAt13192 compreendendo uma
construcdo expressivel da planta que codifica um dsRNA do tipo
grampo de cabelo v3 de Caf1-180 (Exemplo 4; construgcdo em plasmi-
deo pDAB109817) foi usada para produzir plantas transgénicas de mi-
lho B104. Bioensaios de crisomelideo do milho ocidental nestas plan-
tas transgénicas cultivadas em estufa foram conduzidos pelos méto-
dos descritos no Exemplo 12. Plantas transformadas com um plasmi-
deo similar (pDAB101556), que contém um gene para a producao de
YFP mas ndo contém um gene para a producdo de dsRNA, foram
usadas como controles negativos. Os resultados destes bioensaios
sao mostrados na Tabela 13.

Tabela 13. Resultados de bioensaios de crisomelideo do milho ociden-
tal de eventos de milho transgénico B104 expressando um dsRNA do

tipo grampo de cabelo v3 de Caf1-180.

Descrigdo do evento Ne Total de Ne de Plantas com Ne de Plantas com
Plantas Testadas Classificagao de Raiz Classificagao de Raiz
20,5 (%)* 20,75 (%)
hp dsRNA v3 de Caf1-180 16 1(6,3) 4 (25)
(pDAB109817)
YFP (pDAB101556) 14 1(7,1) 1(7,1)
B104 néao transgénica 16 2(12,5) 3(18,8)

*Escala de classificacdo do dano a raiz do milho: 0 a 1,0

[00293] Cepa de Agrobacterium DAt13192 compreendendo uma
construcdo expressivel da planta que codifica um dsRNA do tipo
grampo de cabelo v3 de VatpaseC (Exemplo 4; construcdo em plas-
mideo pDAB109815) foi usada para produzir plantas transgénica de
milho B104. Bioensaios de crisomelideo do milho ocidental nestas

plantas transgénicas cultivadas em estufa foram conduzidos pelos mé-
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todos descritos no Exemplo 12. Plantas transformadas com um plas-
mideo similar (pDAB101556), que contém um gene para a producao
de YFP mas ndo contém um gene para a producao de dsRNA, foram
usadas como controles negativos. Os resultados destes bioensaios
sao mostrados na Tabela 14.

Tabela 14. Resultados de bioensaios de crisomelideo do milho ociden-
tal de eventos de milho transgénico B104 expressando um dsRNA do

tipo grampo de cabelo v3 de VatpaseC.

Descrigdo do evento Ne Total de Plan- Ne de Plantas com Ne de Plantas com
tas Testadas Classificagao de Raiz Classificagao de Raiz
<05 (%)* <0,75 (%)
Hp dsRNA v3 de VatpaseC 10 6 (60) 7 (70)
(pDAB109815)
YFP (pDAB101556) 14 1(7,1) 1(7,1)
B104 néao transgénica 16 2 (12,5) 3(18,8)

*Escala de classificacdo do dano a raiz do milho: 0 a 1,0

[00294] Cepa de Agrobacterium DAt13192 compreendendo uma
construcdo expressivel da planta que codifica um dsRNA do tipo
grampo de cabelo v1 de VatpaseH (Exemplo 4; construgcao em plas-
mideo pDAB109816) foi usada para produzir plantas transgénicas de
milho B104. Bioensaios de crisomelideo do milho ocidental nestas
plantas cultivadas em estufa foram conduzidos pelos métodos descri-
tos no Exemplo 12. Plantas transformadas com um plasmideo similar
(pDAB101556), que contém um gene para a producao de YFP mas
nao contém um gene para a producdo de dsRNA, foram usadas como
controles negativos. Os resultados destes bioensaios sdo mostrados
na Tabela 15.

Tabela 15. Resultados de bioensaios de crisomelideo do milho ociden-
tal de eventos de milho transgénico B104 expressando um dsRNA do

tipo grampo de cabelo v1 de VatpaseH.
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Descrigcdo do evento Ne Total de Plan- | Ne de Plantas com Ne de Plantas com
tas Testadas Classificagio de Raiz | Classificagio de Raiz
=0,5 (%)* 20,75 (%)
hp dsRNA v1 de VatpaseH | 18 8 (44,4) 14 (77,8)
(pDAB109816)
YFP (pDAB101556) 14 1(7,1) 1(7,1)
B104 néao transgénica 16 2 (12,5) 3(18,8)

*Escala de classificacdo do dano a raiz do milho: 0 a 1,0

Exemplo 9: Producao mediada por WHISKERS de tecidos de mi-
Iho transgénico compreendendo dsRNAs do tipo grampo de cabe-
lo v3 de Caf1-180 inseticidas

[00295]
inseticidas (por exemplo, pelo menos uma molécula de dsRNA incluin-

Plantas que produzem uma ou mais moléculas de dsRNA

do uma molécula de dsRNA alvejando um gene compreendendo uma
das SEQ ID NOs: 1 a 4) através da expressao de um gene quimeérico
estavelmente integrado no genoma da planta foram produzidas. Molé-
culas de DNA para transformacao de planta foram preparadas como
descrito no Exemplo 4, e foram liberadas em células do milho em cul-
turas de célula em suspensao Hi-ll por intermédio de transformacéao
mediada por WHISKERS (essencialmente como descrito nas Patentes
U.S. 5.302.523 e 5.464.765; Publicacdo de Patente U.S. Ne¢
2008/0182332; e Petolino e Arnold (2009) M. Paul Scott (ed.) Methods

in Molecular Biology: Transgenic Maize, Vol. 526, Humana Press, NY,

pp 59-67), que sdo aqui incorporados por esta referéncia em sua tota-
lidade.
[00296]
procedimentos para transformacdo mediada por WHISKERS foram

Transformacdo e selecdo de célula de planta: Todos os

realizados usando técnicas assépticas padréo, e geralmente seguiram
os métodos descritos por Petolino e Arnold (2009), supra. Suspensdes
de célula embriogénica Hill de Zea mays (Armstrong et al. (1991) Mai-

ze Genet. Coop. Newslett. 65:92-3) foram subcultivadas transferindo-
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se 30 mL de células em suspensado sedimentadas, mais 70 mL de
meio condicionado (isto €, o0 meio em que as células foram cultivadas),
em 200 mL de meios de HICP frescos (4,33 gm/L de sais basais de
MS (PHYTOTECHNOLOGIES LABORATORIES, Cat # M524); 30,0
gm/L de Sacarose; 100,0 mg/L de Mio-inositol; 200 mg/L de Hidrolisa-
do Enzimatico de Caseina; 2,0 mg/L de 4cido 2,4-diclorofendxi acético;
2,0 mg/L de acido naftalenoacético; 691 mg/L de L-Prolina; 2,0 mg/L
de Glicina; 0,5 mg/L de HCI de Tiamina; 0,5 mg/L de HCI de Piridoxina;
0,05 mg/L de acido nicotinico; no pH 6,0) contendo 5 % de agua de
coco (SIGMA ALDRICH, St. Louis, MO; Catdlogo N2 C5915) em um
tubo de centrifuga de fundo cbnico descartavel de 175 mL NALGE-
NE™ (THERMO FISHER SCIENTIFIC; Catalogo N° 3145-0175). As
células diluidas foram depois incubadas em um frasco de cultura celu-
lar descartavel de 1 L estéril na escuridao a 28°C em um agitador gi-
ro-rotativo com um raio de deslocamento de uma polegada (2,54 cm)
em 120 rpm, e as células foram subcultivadas a cada 3,5 dias como
descrito acima.

[00297] Um dia a seguir da subcultura, e 18 a 24 h antes do proce-
dimento de transfeccao, 50 mL de meio HOCP contendo 30 mL de cé-
lulas sedimentadas foram adicionados a 150 mL de meio GN6 fresco
(3,99 gm/L de Sais basais de Chu N6 com vitaminas (PHYTO-
TECHNOLOGIES LABORATORIES, Cat # C167); 30 gm/L de Sacaro-
se; 100 mg/L de Mio-Inositol; 2 mg/L de acido 2,4-diclorofendxi acético;
no pH 6,0) em um frasco de 1 L estéril, e a cultura foi incubada em um
agitador giro-rotativo como descrito acima.

[00298] A seguir de 18 a 24 h de incubacao em meios GN6, a sus-
pensao celular inteira foi transferida para um tubo de centrifuga de
fundo cbnico descartavel de 175 mL estéril, e as células foram deixa-
das sedimentar durante 1 a 3 min, produzindo um volume de célula de

cerca de 40 mL. O meio consumido foi cuidadosamente decantado, e
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o liquido residual foi removido por pipeta para produzir uma massa de
célula umida. As células foram recolocadas em suspensao em cerca
de 180 mL de meio com alto teor osmotico (GN6-SM; meio GN6 su-
plementado com 45 gm/L de sorbitol e 45 gm/L de manitol) no tubo de
centrifuga, e a cultura foi colocada em um agitador oscilatério de topo
de bancada na temperatura ambiente (23°C a 25°C) durante cerca de
30 minutos, mas nao mais do que 45 minutos. A seguir do tratamento
osmotico de 30 minutos, as células foram deixadas sedimentar no tubo
de centrifuga durante 3 a 5 minutos. Depois, o liquido foi cuidadosa-
mente removido até abaixo da marca de 50 mL do tubo de centrifuga
por intermédio de pipeta, tomando cuidado para n&o agitar as células.
[00299] Para a liberacdo do DNA plasmidico as células de cultura
de suspensao do milho, 5 mL de uma suspensao a 5 % p/p de fibras
descontinuas de carboneto de silicio BIOGRADE™ SC-9 (ADVANCED
COMPOSITE MATERIALS, Greer, 8C; lot 981011-101) foram prepa-
rados adicionando-se uma quantidade apropriada de meio GN6-SM a
fibras descontinuas esterilizadas (esterilizadas em autoclave), secas.
Uma quantidade de DNA apropriada de pDAB109830 (Exemplo 4) foi
adicionada ao tubo de centrifuga (tipicamente suspensao a 80 ug/50
mL de 40 mL de células), a tampa foi selada firmemente, e o tubo foi
suavemente turbilhonado para misturar os contetdos. O tubo de cen-
trifuga foi fixado com seguranca em um misturador de tinta comercial
(RED DEVIL™ Modelo 5400; Minneapolis, MN) modificado para segu-
rar com seguranga o tubo, e agitado durante 10 a 20 segundos. De-
pois da diluigao para reduzir a osmolaridade do meio com cerca de
150 mL de meio fresco (GN6-SM:GN6; 2:1 v/v) a um volume final de
cerca de 200 mL, as células foram incubadas em um agitador oscilaté-
rio de topo de bancada na temperatura ambiente durante cerca de 1
hora.

[00300] As células transfectadas foram depois transferidas por pipe-
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ta em aliquotas de cerca de 8,3 mL sobre papel de filtro #4 de 70 mm
estéril WHATMAN™ (THERMO FISHER SCIENTIFIC), tomando cui-
dado para distribuir uniformemente as células sobre o papel de filtro.
Os filtros foram colocados em meio agar GN6 em placas plasticas de
100 x 20 mm, e depois incubados em caixas plasticas na escuridao a
28°C durante 7 dias.

[00301] Uma semana depois da transformacao, os papéis de filtro
retendo as células foram transferidos para placas frescas de meio agar
sélido GN6-1H (meio GN6 suplementado com 2,5 gm/L de GELZAN™)
contendo 1,0 mg/L de BIALAPHOS em placas de 100 x 20 mm, e in-
cubados na escuriddao a 28°C. BIALAPHQOS foi fornecido como HER-
BIACE® (20 % ai) (MEIJI SEIKA KAISHA LTD.; Tokyo, JP).

[00302] Uma semana mais tarde, as células foram embutidas em
agar mole raspando-se 0s conteudos celulares de cada papel de filtro
em um tubo de centrifuga descartavel estéril de 50 mL contendo 15
mL de meio de agarose mole GN6 (meio GN6 com 7,0 gm/L DE SEA-
PLAQUE™ Agarose; LONZA, Rockland, ME) a 37°C a 40° C, agitan-
do o tubo tampado vigorosamente, e depois vertendo os conteudos do
tubo uniformemente sobre quatro placas plasticas de 100 x 25 mm
contendo meio agar sélido GN61H. Cada placa foi agitada para reves-
tir a superficie com uma camada uniforme da suspensao celular, e na
solidificacao as placas foram incubadas a 28°C na escuridao.

[00303] A seguir de seis a 10 semanas de incubacdo, colbnias
emergentes de crescimento favoravel foram transferidas para placas
frescas contendo meio agar GN61H. Estas col6nias transformadas
candidatas foram deixadas cultivar durante 2 a 4 semanas no meio de
selecdo para estabelecer eventos estaveis tendo uma massa de cerca
de 50 a 200 mg de tecido, que foram depois submetidos a andlise mo-
lecular.

[00304] Amostras de 0,1 mL de células de calo empacotadas de
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eventos candidatos foram testadas e colocadas em tubos de agrupa-
mento de polipropileno de 1,2 mL COSTAR™ (CORNING, INC.; Cor-
ning NY) e congeladas a -80<C.

[00305] Analises moleculares: Eventos de célula do calo foram ana-

lisados quanto a expressao relativa o transcrito de tamanho natural por
PCR quantitativa em tempo real do 3'UTR de Per 5, e 0 nimero de co6-
pia foi estimado por comparacao a um gene do milho interno (proteina
semelhante a TIP41). O RNA foi isolado usando o kit RNeasy™ 96
(QIAGEN, Valencia, CA). Depois da primeira lavagem (RW1), as colu-
nas foram tratadas com DNase isenta de RNase QIAGEN em tampao
"RDD" (de acordo com o protocolo alternativo sugerido pelo kit). cDNA
da primeira fita foi preparado usando um HIGH CAPACITY cDNA
SYNTHESIS KIT (INVITROGEN) em um volume de reacdo de 10 pL
com 5 puL de RNA desnaturado, substancialmente de acordo com o
protocolo recomendado do fabricante. O protocolo foi modificado le-
vemente para incluir a adicao de 10 uL de oligonucleotideo de T20VN
a 100 uM (IDT) no tubo de 1 mL de mistura de estoque de iniciador
aleatério, de modo a preparar um estoque de trabalho de iniciadores
aleatorios e oligo dT combinados.

[00306] A seguir da sintese de cDNA, as amostras foram diluidas
1:3 com agua isenta de nuclease, e armazenadas a -20° C até que
fossem avaliadas. PCR em tempo real foi realizada em um
LIGHTCYCLER™ 480 (ROCHE DIAGNOSTICS, Indianapolis, EM) em
volume de reacao de 10 pL. Todos os ensaios incluiram controles ne-
gativos de nenhum padrao (mistura apenas). Para as curvas padrao,
um branco (agua no reservatorio de fonte) também foi incluido na pla-
ca de fonte para verificar quanto a contaminagao cruzada da amostra.
As reacgbes foram conduzidas com a ROCHE UNIVERSAL PROBE™
em 0,5 uM e os iniciadores para os genes alvos e de referéncia em 10

UM. As sequéncias de iniciador sdo apresentadas na Tabela 16. Con-
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dicbes de reacbes de PCR foram como segue: (1) Ativacdo alvo a 95°
C durante 10 min; (2) 43 ciclos de (desnaturacdo a 95°C durante 10 s
e extensao a 60°C); (3) aquisicdo a 72°C durante 1 s; e (4) resfria-
mento a 40°C durante 10 s.

Tabela 16. Sequéncias de iniciador usadas para analises moleculares

de milho transgénico.

Iniciador Alvo SEQ ID Ne Sequéncia do Iniciador
MZTIPUB7F | TIP41* SEQID NO:132 | AGCCAAGCCAGTGGTACTTC
MZTIPUB7R | TIP41 SEQID NO: 133 | TCGCAGACAAAGTAGCAAATGT

P5U76S (F) | Per5 3'UTR SEQIDNO: 134 | TTGTGATGTTGGTGGCGTAT

P5U76A (R) | Perb 3'UTR SEQID NQO: 135 | TGTTAAATAAAACCCCAAAGATCG

*proteina semelhante a TIP41; homdlogo do milho de AT4G34270 por
tBLASTX (74 % de identidade)

[00307] Analise dos dados: Os dados foram analisados usando o

Software LIGHTCYCLER™ v1.5 por quantificagao relativa usando um
algoritmo maximo de derivado secundario para o calculo de valores de
Cq de acordo com as recomendacdes do fornecedor. Para analises de
expressao, valores de expressdo foram calculados usando o método
de ACt (isto é, 2-(Cq ALVO - Cq REF)), que depende da comparacao
de diferencas de valores de Cq entre dois alvos, com o valor de base
de 2 sendo selecionado sob a suposicao de que, para reacdes de PCR
otimizadas, o produto duplica a cada ciclo.

[00308] Regeneracdo da planta transgénica: Alguns eventos esta-

velmente transformados foram regenerados em plantas para bioensai-
os de insetos dentro da planta.

[00309] A sequir do processo de selecao, culturas de calo foram
transferidas para o Meio de Pré-Regeneracao 28 (4,33 gm/L de Meio
Basal de MS com Vitaminas; 30,0 gm/L de Sacarose; 5 mg/L de 6-
Benzilaminopurina; 25 ug/L de acido 2,4-diclorofenoxiacético; 2,5 gm/L
de GELZAN™; e 1,0 mg/L DE BIALAPHOS). Culturas de calo transferi-

das foram incubadas durante 7 dias a 28T sob luz f luorescente branca
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continua (aproximadamente 50 pEm2s").

[00310] Para a regeneracao, as culturas foram transferidas para o
Meio de Regeneracao 36 (4,33 gm/L de Meio Basal de MS com Vita-
minas; 30 gm/L de Sacarose; 2,5 gm/L de GELZAN™; e 1,0 mg/L DE
BIALAPHOS), e plantulas foram deixadas gerar e crescer a 28C sob
luz fluorescente branca continua durante até 3 semanas. Quando plan-
tulas atingiram um estagio de crescimento adequado, elas foram exci-
sadas com um férceps e escalpelo, transferidas para um tubo de teste
de 20 x 100 mm contendo agar, e colocadas na luz durante 2 dias.
[00311] Plantas transgénicas foram designadas identificadores uni-
cos, e transferidas para uma camara de ambiente controlado (~28°C
de temperatura diurna; 24C de temperatura noturna; com um fotope-
riodo de iluminacdo suplementar de 16:8). Plantas transgénicas foram
transplantadas dos tubos aos vasos de 3,5 polegadas (8,9 cm), e de-
volvidas para a camara de ambiente controlado durante 1 a 2 semanas
para ajudar a aclimatizar as plantas. Plantas transgénicas foram de-
pois movidas para a estufa, e transplantadas dos vasos pequenos pa-
ra ROOTRAINERS™ (estilo TINUS™ 350-4; SPENCER-LEMAIRE
INDUSTRIES; Acheson, Alberta, Canada), em uma planta por evento
por ROOTRAINER™, para bioensaios de alimentacdo de insetos.
Aproximadamente quatro dias depois do transplante para ROOT-
TRAINERS™, as plantas To foram preparadas para o bioensaio de
alimentacdo de insetos. Bioensaios de alimentacdo de insetos foram
conduzidos pelos métodos descritos no Exemplo 12.

[00312] A presenca e expressao de um transgene produzindo dsR-
NA do tipo grampo de cabelo resultam em uma reducao na poda da
raiz de WCR, como foi evidente naquelas plantas que exibem niveis
de expressao altos do transcrito de dsBRNA (como medido por conta-
gem de PCR relativa do 3'UTR de Per5). Os resultados dos bioensaios

de crisomelideo do milho ocidental naqueles eventos contendo um
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grampo de cabelo de RNAi compreendendo a SEQ ID NO: 97, e que
tém um nivel de expressao relativa 16 vezes mais alto do que o gene
de referéncia semelhante a TIP41 interno, sdo mostrados na Tabela
17. Os resultados indicam o resultado surpreendente de que 36% das
plantas de RNAI transgénicas demonstraram dano a WCR reduzido,
quando comparado a apenas 3% das plantas de controle ndo transgé-
nicas testadas. Embora a resposta biologica seja variavel dentro das
plantas transgénicas de milho To, as plantas transgénicas mostraram
reducao apreciavel de poda de WCR quando comparado as plantas de
controle ndo transgénicas.

Tabela 17. Resultados de bioensaios de crisomelideo do milho ociden-
tal de eventos de milho transgénico Hi-ll expressando um dsRNA do

tipo grampo de cabelo de Caf1-180.

Evento Ne de Plantas com Ne Total de % de Plantas com
Classificagéo de raiz Plantas por Classificacéo de raiz
<0,75 Evento <0,75

109830[2]-001 4 9 44

109830[2]-002 1 4 25

109830[2]-004 4 7 57

109830[2]-025 0 7 0

109830[4]-005 3 6 50

Transgénicos totais 12 33 36

Plantas de controle Hi-lI 1 30 3

Exemplo 10: Producao mediada por WHISKERS de tecidos de mi-
Iho transgénico compreendendo dsRNAs do tipo grampo de cabe-
lo v3 de VatpaseC e v4 de VatpaseC inseticidas

[00313] Os métodos de transformacao descritos no Exemplo 9 fo-
ram usados para fornecer plantas transgénicas de milho Hill expres-
sando dsRNA do tipo grampo de cabelo v3 de VatpaseC ou dsRNA do
tipo grampo de cabelo v4 de VatpaseC, por transformacdo com plas-
mideos pDAB109828 e pDAB109838 (Exemplo 4). Triagem molecular
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foi realizada de acordo com os métodos de triagem descritos no
Exemplo 9, e bioensaios de crisomelideo do milho ocidental foram rea-
lizados de acordo com os métodos de bioensaio descritos no Exemplo
12.

[00314] A presenca e expressao de um transgene produzindo
grampo de cabelo dsBRNA resulta em uma redug¢ao na poda da raiz de
WCR, como foi evidente naquelas plantas que exibem niveis de ex-
pressao altos do transcrito de dsRNA (como medido por contagem de
PCR relativa do 3'UTR de Per5). Os resultados dos bioensaios de cri-
somelideo do milho ocidental sobre aqueles eventos contendo um
grampo de cabelo de RNAi compreendendo a SEQ ID NO: 100 (v3 de
VatpaseC) ou SEQ ID NO: 103 (v4 de VatpaseC), e que tém um nivel
de expressao relativa 20 vezes mais alto do que o gene de referéncia
semelhante a TIP41 interno, sdo mostrados na Tabela 18. Os resulta-
dos indicam o resultado surpreendente de que 43 % de plantas de
RNAI transgénicas demonstraram dano a WCR reduzido, quando
comparado a 0 % das plantas de controle ndo transgénicas testadas.
Embora a resposta biolégica seja variavel dentro das plantas transgé-
nicas de milho To, apenas as plantas transgénicas mostraram reducao
apreciavel da poda de WCR.

Tabela 18. Resultados dos bioensaios de crisomelideo do milho oci-
dental de eventos de milho transgénico Hi-ll expressando um dsRNA

do tipo grampo de cabelo v3 ou v4 de VatpaseC.

Evento N2 de Plantas com | N2 Total de % de Plantas com
Classificacéao de Plantas por Classificacéao de
raiz £ 0,5 Evento raiz < 0,5

109828[4]-011 5 10 50

109828[4]-016 1 5 20

109828[4]-006 2 6 33

109838[3]-003 2 2 100
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109838[3]-002 5 10 50
109838[3]-001 2 2 100
109838[4]-020 1 5 20
109838[3]-006 0 2 0
Transgénicos totais 18 42 43
Plantas de controle Hi-Il | 0 26 0

Exemplo 11: Producao mediada por WHISKERS de tecidos de mi-
Iho transgénico compreendendo dsRNAs do tipo grampo de cabe-
lo v1 de VatpaseH inseticidas

[00315] Os métodos de transformacao descritos no Exemplo 9 fo-
ram usados para fornecer plantas transgénicas do milho Hill expres-
sando dsRBRNA do tipo grampo de cabelo v1 de VatpaseH, por trans-
formagdo com plasmideo pDAB109829 (Exemplo 4). A triagem mole-
cular foi realizada de acordo com os métodos de triagem descritos no
Exemplo 9, e bioensaios de crisomelideo do milho ocidental foram rea-
lizados de acordo com os métodos de bioensaio descritos no Exemplo
12.

[00316] A presenca e expressao de um transgene produzindo
grampo de cabelo dsBRNA resultam em uma reducao na poda da raiz
de WCR, como foi evidente naquelas plantas que exibem niveis de
expressao altos do transcrito de dsBRNA (como medido por contagem
de PCR relativa do 3'UTR de Per5). Os resultados de bioensaios de
crisomelideo do milho ocidental sobre aqueles eventos contendo um
grampo de cabelo de RNAi compreendendo a SEQ ID NO: 106, e que
tém um nivel de expressao relativa 18 vezes mais alto do que o gene
de referéncia semelhante a TIP41 interno, sdo mostrados na Tabela
19. Os resultados indicam o resultado surpreendente de que 60 % das
plantas de RNAI transgénicas demonstraram dano a WCR reduzido,
quando comparado a 0 % das plantas de controle n&o transgénicas

testadas. Embora a resposta bioldgica seja variavel dentro das plantas
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transgénicas de milho To, apenas as plantas transgénicas mostraram
reducao apreciavel da poda de WCR.

Tabela 19. Resultados de bioensaios de crisomelideo do milho ociden-
tal de um evento de milho transgénico Hi-ll expressando um dsRNA do

tipo grampo de cabelo de VatpaseH.

Evento Ne de Plantas com | Ne Total de Plan- | % de Plantas com
Classificagéo de tas por Evento Classificagéo de
raiz <0,5 raiz<0,5

109829[1]-005 3 5 60 %

Plantas de controle Hi-1l | O 30 0 %

Exemplo 12: Bioensaio de insetos do milho transgénico

[00317] Ovos de crisomelideo do milho ocidental (WCR, Diabrotica
virgifera virgifera LeConte) foram recebidos no solo da Crop Characte-
ristics (Farmington, MN). Os ovos foram incubados a 28°C durante 10
a 11 dias. Os ovos foram lavados do solo, colocados em uma solucao
de agar a 0,15 %, e a concentracao foi ajustada para aproximadamen-
te 75 a 100 ovos por aliquota de 0,25 mL. Uma placa de incubacao foi
preparada em uma placa de Petri com uma aliquota de suspenséao de
ovo para monitorar as taxas de incubagao.

[00318] O solo em torno das plantas de milho foi infestado com 150
a 200 ovos de WCR. Os insetos foram deixados alimentar durante 2
semanas, depois do tempo este que uma "Classificagcdo de raiz" foi
dada a cada planta. Uma escala de N6-Dano foi utilizada para a classi-
ficacdo. Oleson et al. (2005) J. Econ. Entomol. 98(1):1-8.

[00319] Plantas com uma classificacdo de raiz de 0,75 ou melhor
foram transplantadas imediatamente para vasos de 5 galbes (19 L)
para a producdo de sementes. Os transplantes foram tratados com
inseticida para impedir dano ao crisomelideo adicional e liberagdo de
insetos nas estufas. Plantas Hill foram cruzadas a linhagem de milho

pura 5XH751 (doadora de pdlen) para a producdo de sementes. Se-
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mentes produzidas por estas plantas sao preservadas para avaliacao
nas geracoes T1 e subsequentes de plantas.

[00320] Exemplo 13: Zea mays transgénica compreendendo se-
quéncias de praga de coledptero

[00321] Dez a 20 plantas de Zea mays To transgénicas sao geradas
como descrito nos Exemplos 8 e 9. 10 a 20 linhagens independentes
de Zea mays T+ adicionais expressando dsRNA do tipo grampo de ca-
belo para uma construcdo de RNAi como apresentado nas SEQ ID
NOs: 1 a 4 sdo obtidas para inoculacdo de crisomelideo do milho. Es-
tas sdo confirmadas através de RT-PCR. RNA Total de linhagens T
independentes selecionadas € opcionalmente usado para RT-PCR
com iniciadores designados para ligar no intron de pdk do cassete do
tipo grampo de cabelo em cada uma das constru¢cées de RNAI. Além
disso, iniciadores especificos para cada gene alvo em uma construcao
de RNAI sdo opcionalmente usados para ampliar e confirmar a produ-
cao do mRNA pré-processado necessario para a producao de siRNA
dentro da planta. A ampliacdo das faixas desejadas para cada gene
alvo confirma a expressao do RNA do tipo grampo de cabelo em cada
Zea mays transgénica. O processamento do grampo de cabelo de
dsRNA dos genes alvos em siRNA é subsequentemente opcionalmen-
te confirmado em linhagens transgénicas independentes usando hibri-
dizacOes de mancha de RNA.

[00322] Comparacédo fenotipica de linhagens de RNAI transgénicas

e Zea mays do tipo selvagem.

[00323] Genes ou sequéncias de praga de coledptero alvos seleci-
onados para criar dsRNA do tipo grampo de cabelo ndo tém nenhuma
similaridade a qualquer gene ou sequéncia de planta conhecidos.
Consequentemente ndo € esperado que a producdo ou a ativacao de
RNAI (sistémico) por construcbes alvejando estes genes ou sequén-

cias tenha qualquer efeito deletério sobre plantas transgénicas. Entre-
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tanto, as caracteristicas de desenvolvimento e morfolégicas de linha-
gens transgénicas sdo comparadas com plantas do tipo selvagem, as-
sim como aquelas de linhagens transgénicas transformadas com um
vetor do tipo grampo de cabelo vazio. As caracteristicas da raiz, broto,
folhagem e reproducdo da planta sdo comparadas. Nao ha nenhuma
diferenca observavel nos padrées de comprimento e crescimento da
raiz de plantas transgénicas e do tipo selvagem. Caracteristicas do
broto da planta tais como altura, nimeros e tamanhos das folhas, tem-
po de florescéncia, tamanho e aparéncia florais sdo similares. Em ge-
ral, ndo existe nenhuma diferenca morfolégica observavel entre as li-
nhagens transgénicas e aquelas sem expressdo de moléculas de iR-
NA alvos quando cultivadas in vitro e no solo na estufa para plantas.
[00324] Exemplo 14: Zea mays transgénica compreendendo
uma sequéncia de praga de coledptero e construcoes de RNAI
adicionais

[00325] Uma planta de Zea mays transgénica compreendendo uma
sequéncia de codificacao heterdloga em seu genoma que € transcrita
em uma molécula de iRNA que alveja um organismo exceto uma pra-
ga de coledptero € transformada por intermédio de transformacéao me-
diada por Agrobacterium ou WHISKERS™ para produzir uma ou mais
moléculas de dsRNA inseticidas (por exemplo, pelo menos uma molé-
cula de dsRNA incluindo uma molécula de dsRNA alvejando um gene
compreendendo uma das SEQ ID NOs: 1 a 4). Preparacbes de molé-
culas de DNA de transformacao de planta preparadas essencialmente
como descrito no Exemplo 4 sao liberadas em culturas de célula em
suspensao de milho Hi-ll obtidas de uma planta de Zea mays transgé-
nica compreendendo uma sequéncia de codificacdo heterdloga em
seu genoma que € transcrita em uma molécula de iRNA que alveja um
organismo exceto uma praga de coledptero.

[00326] Exemplo 15: Plantas resistentes a praga de coledptero
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transgénicas

[00327] A liberagao dentro da planta de dsRNA, siRNA ou miRNA
correspondendo a genes alvos e a absorgao subsequente por pragas
de coledpteros através da alimentacao resultam na infrarregulacdo dos
genes alvos através do silenciamento de gene mediado por RNA.
Quando a funcdo de um gene alvo é importante, o crescimento, de-
senvolvimento, e reproducado da praga de coledptero sédo afetados, e
no caso de pelo menos um de WCR, NCR, SCR, MCR, D. balteata
LeConte, D. u. tenella, e D. u. undecimpunctata Mannerheim levam a
falha para prosperamente parasitar, alimentar, desenvolver, e/ou re-
produzir, ou levam a morte da praga de coledptero em um ou mais es-
tagios de desenvolvimento. A escolha dos genes alvos e a aplicacao
bem sucedida de RNAIi depois sao usadas para controlar pragas de
coledpteros. Cinco a dez repeticbes de 10 a 20 linhagens transgénicas
de Z mays T1 independentes para cada construcao de RNAI sao ino-
culadas com uma espécie de crisomelideo do milho. A inoculagao é
duplicada para cada espécie de crisomelideo do milho. Sementes T
de linhagens de RNAI sdo germinadas, e plantas resistentes transferi-
das ao meio de Knop modificado 10 a 15 dias depois da germinagéo.
Sementes de Z. mays de controle do tipo selvagem s&o germinadas ao
mesmo tempo, e usadas para infec¢do do crisomelideo do milho.
[00328] Existem significativamente mais de (> 50 %) crisomelideos
do milho sobreviventes em controles do que em linhagens de Z. mays
transgénicas que abrigam uma ou mais construcdes de RNAi. A
abundancia de iRNA & medida em crisomelideos do milho que alimen-
tam-se das raizes de plantas do tipo selvagem e transgénicas usando
RT-PCR quantitativa em tempo real. Existem significativamente mais
moléculas de iRNA encontradas em linhagens de Z. mays transgénicas
que abrigam uma ou mais construgdes de RNAi do que em plantas de

controle. Estes resultados indicam que linhagens transgénicas proces-
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sam siBRNAs correspondendo a genes alvos e que estes siRNAs estao
disponiveis para absorcao por crisomelideos do milho que se alimentam.
Mais importantemente, os resultados indicam que a inibicao mediada por
RNAI de todos os genes alvos afeta o crescimento, desenvolvimento, e
viabilidade do crisomelideo do milho alvo. Além disso, moléculas de
RNAi com sequéncias de disparidade com mais do que 80 % de iden-
tidade de sequéncia aos genes alvos afetam crisomelideos do milho em
uma maneira similar as sequéncias do tipo selvagem. O pareamento de
sequéncia mal combinada com sequéncias nativas para formar um
dsRBNA do tipo grampo de cabelo na mesma construcao de RNAI libera
siRNAs processados na planta capazes de afetar o crescimento, desen-

volvimento e viabilidade das pragas de coledpteros que se alimentam.
FI1G. 5,
S {egieence(SEQ I NGS, 10, or 11 Meequence)3’
Sefreguence i SEQ I NGO, 10, or | D-{segranoe-(SEQ TD N, 3, or difsequence 237

Fofseqreence) SELY ID NOU, 3, or d-{regrence HSEQ ID NOW, G, or L Fsegueace}d

V4

“Lsegruere FOSECH T NOWD D, o T D-{regpeeence {SEQ IDY NO, 10, or 1 -(eeguesicey-3’

Fo{requence)-{(SEQ D NQB, 10, or 1 D-{segranve)-{fragment of one of SEQ D N, 3, ordi-
{seguencepd’

S segurenve{fragment of one of SEQ ID NG 3, or di{reguience NSEQ IDNOQY, 0, or 11
{vequence Ry’

S {reguence N SEQ ID NG, 10, or 1 -(segranve -(Fragment of one of SEQ D NG 3, or d)-
{segrence - SEQ D NG, 10, o Hiksegrence)d

S (reguenoe-(Tragment of one of SEQ 1D NOHLL 3, or di{reguienca-{SEQ D NGO, 10, or 1 1)-
{segrencel-{itagment of are of SEQ ID NQ:uLL 3, or d)-{sequence ¥

Addisonal elements sach as those contained in brackets ") may be added to the § and 37 end
of the nuclere acid molecule as desived.
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REIVINDICACOES

1. Polinucleotideo isolado, caracterizado pelo fato de que com-
preende pelo menos uma sequéncia de nucleotideo selecionada do grupo
consistindo em: SEQ ID NO: 3; o complemento da SEQ ID NO: 3; SEQ ID
NO: 9; o complemento da SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO: 10; o complemento da
SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 11; o complemento da SEQ ID NO: 11; um
fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos compreendendo toda
ou parte da SEQ ID NO: 9; o complemento de um fragmento de pelo menos
19 nucleotideos contiguos compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9;
uma sequéncia de codificacdo nativa de um organismo Diabrotica compre-
endendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3 e/ou 9 a 11; o complemento de
uma sequéncia de codificacdo nativa de um organismo Diabrotica compre-
endendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3 e/ou 9 a 11; uma sequéncia nao
codificante nativa de um organismo Diabrotica que é transcrita em uma mo-
lécula de RNA nativa compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3
e/ou 9 a 11; o complemento de uma sequéncia nao codificante nativa de um
organismo Diabrotica que é transcrita em uma molécula de RNA nativa com-
preendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3 e/ou 9 a 11; um fragmento de
pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia codificante nativa
de um organismo Diabrotica compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO:
9; o complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos conti-
guos de uma sequéncia codificante nativa de um organismo Diabrotica com-
preendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; um fragmento de pelo menos
19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia nao codificante nativa de um
organismo Diabrotica que é transcrita em uma molécula de RNA nativa com-
preendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; e o complemento de um frag-
mento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia que nao
de codificagdo nativa de um organismo Diabrotica que é transcrita em uma
molécula de RNA nativa compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9.

2. Polinucleotideo de acordo com a reivindicacdo 1, caracteriza-
do pelo fato de que compreende ainda pelo menos uma sequéncia de nucle-

otideo selecionada do grupo consistindo em: toda ou parte da SEQ ID NO: 1;
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todo ou parte do complemento da SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 2; o comple-
mento da SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 4; o complemento da SEQ ID NO: 4;
um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de qualquer uma
das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; o complemento de fragmento de pelo menos 19
nucleotideos contiguos de qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; uma
sequéncia codificante nativa de um organismo Diabrotica compreendendo
qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; o complemento de uma sequén-
cia codificante nativa de um organismo Diabrotica compreendendo qualquer
uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; uma sequéncia ndo codificante nativa de
um organismo Diabrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nativa
compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; o complemento
de uma sequéncia nao codificante nativa de um organismo Diabrotica que é
transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo qualquer uma
das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos
contiguos de uma sequéncia codificante nativa de um organismo Diabrotica
compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; o complemento
de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequén-
cia codificante nativa de um organismo Diabrotica compreendendo qualquer
uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; um fragmento de pelo menos 19 nucleoti-
deos contiguos de uma sequéncia ndo codificante nativa de um organismo
Diabrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo
qualguer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4; e o complemento de um fragmen-
to de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia nao codifi-
cante nativa de um organismo Diabrotica que é transcrita em uma molécula
de RNA nativa compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 1, 2, ou 4.

3. Polinucleotideo de acordo com a reivindicacdo 1, caracteriza-
do pelo fato de que atente a pelo menos uma das caracteristicas abaixo

a pelo menos uma sequéncia de nucleotideo é operavelmente li-
gada a um promotor heterdlogo;

o polinucleotideo € selecionado do grupo consistindo nas SEQ
ID NOs: 104 a 106;

o polinucleotideo é pelo menos cerca de 50 nucleotideos em
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comprimento, preferencialmente pelo menos cerca de 100 nucleotideos em
comprimento, mais preferencialmente o polinucleotideo é cerca de 100 nu-
cleotideos em comprimento.

4. Vetor de transformacdo de planta, caracterizado pelo fato de
que compreende o polinucleotideo como definido na reivindicacao 1.

5. Polinucleotideo de acordo com a reivindicacdo 1, caracteriza-
do pelo fato de que o organismo Diabrotica € selecionado do grupo consis-
tindo em D. v. virgifera LeConte; D. barberi Smith e Lawrence; D. u. howardi,
D. v. zeae; D. balteata LeConte; D. u. tenella; e D. u. undecimpunctata Man-
nerheim.

6. Polinucleotideo de acordo com a reivindicacdo 1, caracteriza-
do pelo fato de que o polinucleotideo € uma molécula de &cido ribonucleico
(RNA), preferencialmente selecionada do grupo consistindo em uma molécu-
la de acido ribonucleico de fita dupla e uma molécula de acido ribonucleico
de fita simples de entre cerca de 50 e cerca de 300 nucleotideos de compri-
mento ou uma molécula de acido desoxirribonucleico (DNA), em que o acido
desoxirribonucleico preferencialmente compreende SEQ ID NO: 136.

7. Molécula de acido ribonucleico de fita dupla, caracterizada pe-
lo fato de que é produzida a partir da expressao do acido desoxirribonucleico
como definido na reivindicagao 6.

8. Molécula de acido ribonucleico de fita dupla de acordo com a
reivindicacao 7, caracterizada pelo fato de que o contato da sequéncia de
polinucleotideo com a praga de coledptero inibe a expressdao de uma se-
quéncia de nucleotideo enddgena especificamente complementar a sequén-
cia de polinucleotideo como definido na reivindicagdo 1 ou mata ou inibe o
crescimento, reproducao, e/ou alimentacao da praga de coledptero.

9. Molécula de acido ribonucleico de fita dupla de acordo com a
reivindicacdo 7, caracterizada pelo fato de que compreende uma primeira,
uma segunda e uma terceira sequéncia de polinucleotideo, em que a primei-
ra sequéncia de polinucleotideo compreende o polinucleotideo como defini-
do na reivindicacao 1, em que a terceira sequéncia de polinucleotideo ¢é liga-

da a primeira sequéncia de polinucleotideo pela segunda sequéncia de poli-
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nucleotideo, e em que a terceira sequéncia de polinucleotideo € substanci-
almente o complemento reverso da primeira sequéncia de polinucleotideo,
tal que as primeira e terceira sequéncias de polinucleotideo hibridizam
quando transcritas em um acido ribonucleico para formar a molécula de ri-
bonucleotideo de fita dupla.

10. Molécula de &cido ribonucleico de fita dupla de acordo com a
reivindicagao 7, caracterizada pelo fato de que a segunda sequéncia de poli-
nucleotideo compreende a SEQ ID NO: 136.

11. Molécula de acido ribonucleico, caracterizada pelo fato de
que é produzida a partir da expressdo do acido desoxirribonucleico como
definido na reivindicagdo 6, em que a molécula de acido ribonucleico é sele-
cionada do grupo consistindo em uma molécula de &cido ribonucleico de fita
dupla e uma molécula de acido ribonucleico de fita Unica de entre cerca de
50 e cerca de 300 nucleotideos em comprimento.

12. Polinucleotideo de acordo com a reivindicagdo 1, caracteri-
zado pelo fato de que compreende mais do que uma sequéncia de nucleoti-
deo selecionada do grupo consistindo em: SEQ ID NO: 3; o complemento da
SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 9; o complemento da SEQ ID NO: 9; SEQ ID
NO: 10; o complemento da SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 11; o complemento
da SEQ ID NO: 11; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos
compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; o complemento de um
fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos compreendendo toda
ou parte da SEQ ID NO: 9; uma sequéncia de codificacdo nativa de um or-
ganismo Diabrotica compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3 e/ou
9 a 11; o complemento de uma sequéncia de codificagdo nativa de um orga-
nismo Diabrotica compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3 e/ou 9 a
11; uma sequéncia nao codificante nativa de um organismo Diabrotica que €
transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo qualquer uma
das SEQ ID NOs: 3 e/ou 9 a 11; o complemento de uma sequéncia nao codi-
ficante nativa de um organismo Diabrotica que é transcrita em uma molécula
de RNA nativa compreendendo qualquer uma das SEQ ID NOs: 3 e/ou 9 a

11; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma se-
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quéncia codificante nativa de um organismo Diabrotica compreendendo toda
ou parte da SEQ ID NO: 9; o complemento de um fragmento de pelo menos
19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia codificante nativa de um orga-
nismo Diabrotica compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; um frag-
mento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia nao co-
dificante nativa de um organismo Diabrotica que € transcrita em uma molé-
cula de RNA nativa compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9; e o
complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de
uma sequéncia ndao codificante nativa de um organismo Diabrotica que é
transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo toda ou parte da
SEQ ID NO: 9.

13. Vetor de transformacao de planta, caracterizado pelo fato de
que compreende o polinucleotideo como definido na reivindicacao 1 ou 12,
em que a pelo menos uma sequéncia de nucleotideo é operavelmente ligada
a um promotor heterdlogo funcional em uma célula de planta.

14. Célula, caracterizada pelo fato de que é transformada com o
polinucleotideo como definido na reivindicacao 1 ou 12, em que preferenci-
almente a célula € uma célula procariética ou uma célula eucariética.

15. Método para controlar uma populagéao de praga de coledpte-
ro, caracterizado pelo fato de que compreende fornecer um agente compre-
endendo uma molécula de acido ribonucleico de fita dupla que funciona em
contato com a praga de coledptero para inibir uma fungéo biolégica dentro
da praga de coledptero, em que o0 agente compreende uma sequéncia de
nucleotideo selecionada do grupo consistindo em: SEQ ID NO: 3; o comple-
mento da SEQ ID NO: 3; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos con-
tiguos da SEQ ID NO: 3; o complemento de um fragmento de pelo menos 19
nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 3; uma sequéncia codificante nativa
de um organismo Diabrotica compreendendo a SEQ ID NO: 3; o comple-
mento de uma sequéncia codificante nativa de um organismo Diabrotica
compreendendo a SEQ ID NO: 3; uma sequéncia ndo codificante nativa de
um organismo de Diabrotica que é transcrita em uma molécula de RNA nati-

va compreendendo a SEQ ID NO: 3; o complemento de uma sequéncia néo
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codificante nativa de um organismo Diabrotica que é transcrita em uma mo-
lécula de RNA nativa compreendendo a SEQ ID NO: 3; um fragmento de
pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia codificante nativa
de um organismo Diabrotica compreendendo a SEQ ID NO: 3; o comple-
mento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma
sequéncia codificante nativa de um organismo Diabrotica compreendendo a
SEQ ID NO: 3; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de
uma sequéncia ndao codificante nativa de um organismo Diabrotica que é
transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo a SEQ ID NO: 3;
e o complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos conti-
guos de uma sequéncia nao codificante nativa de um organismo de Diabroti-
ca que é transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo a SEQ
ID NO: 3.

16. Método para controlar uma populagéao de praga de coledpte-
ro, caracterizado pelo fato de que compreende fornecer um agente compre-
endendo uma primeira e uma segunda sequéncia de polinucleotideo que
funciona em contato com a praga de coledptero para inibir uma funcao bio-
I6gica dentro da praga de coledptero, em que a primeira sequéncia de poli-
nucleotideo compreende uma regido que exibe de cerca de 90% a cerca de
100% de identidade de sequéncia a cerca de 19 a cerca de 30 nucleotideos
contiguos da SEQ ID NO: 3, e em que a primeira sequéncia de polinucleoti-
deo é especificamente hibridizada a segunda sequéncia de polinucleotideo,
em que preferencialmente a primeira sequéncia de polinucleotideo compre-
ende ainda uma regido que exibe de cerca de 90% a cerca de 100% de i-
dentidade de sequéncia a cerca de 19 a cerca de 30 nucleotideos contiguos
de um gene de praga de coledptero selecionado do grupo consistindo em:
um gene de Diabrotica compreendendo a SEQ ID NO: 1; a subunidade C de
ATPase vacuolar; e a proteina pequena Rho1 de ligacao a GTP.

17. Método para controlar uma populagéao de praga de coledpte-
ro, caracterizado pelo fato de que compreende:

fornecer em uma planta hospedeira de uma praga de coledptero

uma célula de planta transformada compreendendo um polinucleotideo
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compreendendo pelo menos uma sequéncia de nucleotideo selecionada do
grupo consistindo em: SEQ ID NO: 3; o complemento da SEQ ID NO: 3; um
fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 3; o
complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos da
SEQ ID NO: 3; uma sequéncia codificante nativa de um organismo Diabroti-
ca compreendendo a SEQ ID NO: 3; o complemento de uma sequéncia codi-
ficante nativa de um organismo Diabrotica compreendendo a SEQ ID NO: 3;
uma sequéncia ndao codificante nativa de um organismo Diabrotica que é
transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo a SEQ ID NO: 3;
o complemento de uma sequéncia ndo codificante nativa de um organismo
Diabrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo
a SEQ ID NO: 3; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de
uma sequéncia codificante nativa de um organismo Diabrotica compreen-
dendo a SEQ ID NO: 3; o complemento de um fragmento de pelo menos 19
nucleotideos contiguos de uma sequéncia codificante nativa de um organis-
mo Diabrotica compreendendo a SEQ ID NO: 3; um fragmento de pelo me-
nos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia nao codificante nativa de
um organismo Diabrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nativa
compreendendo a SEQ ID NO: 3; e o complemento de um fragmento de pelo
menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia ndo codificante nativa
de um organismo Diabrotica que é transcrita em uma molécula de RNA nati-
va compreendendo a SEQ ID NO: 3, em que o polinucleotideo é expressado
para produzir uma molécula de acido ribonucleico que funciona em contato
com uma praga de coledptero que pertence a populacédo para inibir a ex-
pressao de uma sequéncia alvo dentro da praga de coledptero e resulta em
crescimento diminuido da praga de coledptero ou populacdo de praga de
coledptero, em relagdo ao crescimento em uma planta hospedeira da mes-
ma espécie que carece da célula de planta transformada, em que preferen-
cialmente a molécula de acido ribonucleico € uma molécula de acido ribonu-
cleico de fita dupla.

18. Método de acordo com a reivindicagéo 17, caracterizado pe-

lo fato de que a populagéao de praga de coledptero € reduzida em relagéo a
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uma populacao de praga de coledptero que infesta uma planta hospedeira
da mesma espécie que carece da célula de planta transformada.

19. Método de controlar a infestagéo por praga de coledptero de
planta em uma planta, caracterizado pelo fato de que compreende fornecer
na dieta de uma praga de colebptero um polinucleotideo compreendendo
pelo menos uma sequéncia de nucleotideo selecionada do grupo consistindo
em: SEQ ID NO: 3; o complemento da SEQ ID NO: 3; um fragmento de pelo
menos 19 nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 3; o complemento de um
fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 3; uma
sequéncia codificante nativa de um organismo Diabrotica compreendendo a
SEQ ID NO: 3; o complemento de uma sequéncia codificante nativa de um
organismo Diabrotica compreendendo a SEQ ID NO: 3; uma sequéncia nao
codificante nativa de um organismo Diabrotica que é transcrita em uma mo-
lécula de RNA nativa compreendendo a SEQ ID NO: 3; o complemento de
uma sequéncia ndao codificante nativa de um organismo Diabrotica que é
transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo a SEQ ID NO: 3;
um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia
codificante nativa de um organismo Diabrotica compreendendo a SEQ ID
NO: 3; o complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos con-
tiguos de uma sequéncia codificante nativa de um organismo Diabrotica
compreendendo a SEQ ID NO: 3; um fragmento de pelo menos 19 nucleoti-
deos contiguos de uma sequéncia ndo codificante nativa de um organismo
Diabrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo
a SEQ ID NO: 3; e o complemento de um fragmento de pelo menos 19 nu-
cleotideos contiguos de uma sequéncia nao codificante nativa de um orga-
nismo Diabrotica que é transcrita em uma molécula de RNA nativa compre-
endendo a SEQ ID NO: 3, em que preferencialmente a dieta compreende
uma célula de planta transformada para expressar o polinucleotideo.

20. Método para melhorar o rendimento de uma safra de milho,
caracterizado pelo fato de que compreende:

introduzir em uma planta do milho para produzir uma planta

transgénica do milho um polinucleotideo compreendendo pelo menos uma
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sequéncia de nucleotideo selecionada do grupo consistindo em: SEQ ID NO:
3; o complemento da SEQ ID NO: 3; um fragmento de pelo menos 19 nucle-
otideos contiguos da SEQ ID NO: 3; o complemento de um fragmento de
pelo menos 19 nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 3; uma sequéncia
codificante nativa de um organismo Diabrotica compreendendo a SEQ ID
NO: 3; o complemento de uma sequéncia codificante nativa de um organis-
mo Diabrotica compreendendo a SEQ ID NO: 3; uma sequéncia ndo codifi-
cante nativa de um organismo Diabrotica que é transcrita em uma molécula
de RNA nativa compreendendo a SEQ ID NO: 3; o complemento de uma
sequéncia ndo codificante nativa de um organismo Diabrotica que é transcri-
ta em uma molécula de RNA nativa compreendendo a SEQ ID NO: 3; um
fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia codi-
ficante nativa de um organismo Diabrotica compreendendo a SEQ ID NO: 3;
o complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos
de uma sequéncia codificante nativa de um organismo Diabrotica compreen-
dendo a SEQ ID NO: 3; um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos conti-
guos de uma sequéncia nao codificante nativa de um organismo Diabrotica
gue é transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo a SEQ ID
NO: 3; e o complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos
contiguos de uma sequéncia nao codificante nativa de um organismo Dia-
brotica que é transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo a
SEQID NO: 3; e

cultivar a planta do milho para permitir a expressao de a pelo
menos uma sequéncia de nucleotideo; em que a expressao de a pelo menos
uma sequéncia de nucleotideo inibe a infecgdo ou crescimento da praga de
coledptero e perda de rendimento devido a infecgéo por praga de coledptero,
em que preferencialmente a expressdo de a pelo menos uma sequéncia de
nucleotideo produz uma molécula de RNA que suprime pelo menos um pri-
meiro gene alvo em uma praga de coledptero que contatou uma porcao da
planta do milho.

21. Método para produzir uma célula de planta transgénica, ca-

racterizado pelo fato de que compreende:
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transformar uma célula de planta com um vetor compreendendo
um polinucleotideo operativamente ligado a um promotor e uma sequéncia
de terminacdo de transcricdo, em que o polinucleotideo compreende pelo
menos uma sequéncia de nucleotideo selecionada do grupo consistindo em:
SEQ ID NO: 3; o complemento da SEQ ID NO: 3; um fragmento de pelo me-
nos 19 nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 3; o complemento de um
fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos da SEQ ID NO: 3; uma
sequéncia codificante nativa de um organismo Diabrotica compreendendo a
SEQ ID NO: 3; o complemento de uma sequéncia codificante nativa de um
organismo Diabrotica compreendendo a SEQ ID NO: 3; uma sequéncia nao
codificante nativa de um organismo Diabrotica que é transcrita em uma mo-
lécula de RNA nativa compreendendo a SEQ ID NO: 3; o complemento de
uma sequéncia ndao codificante nativa de um organismo Diabrotica que é
transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo a SEQ ID NO: 3;
um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos contiguos de uma sequéncia
codificante nativa de um organismo Diabrotica compreendendo a SEQ ID
NO: 3; o complemento de um fragmento de pelo menos 19 nucleotideos con-
tiguos de uma sequéncia codificante nativa de um organismo Diabrotica
compreendendo a SEQ ID NO: 3; um fragmento de pelo menos 19 nucleoti-
deos contiguos de uma sequéncia ndo codificante nativa de um organismo
Diabrotica que € transcrita em uma molécula de RNA nativa compreendendo
a SEQ ID NO: 3; e o complemento de um fragmento de pelo menos 19 nu-
cleotideos contiguos de uma sequéncia nao codificante nativa de um orga-
nismo Diabrotica que é transcrita em uma molécula de RNA nativa compre-
endendo a SEQ ID NO: 3;

cultivar a célula de planta transformada sob condi¢des suficien-
tes para permitir o desenvolvimento de uma cultura de células de planta
compreendendo uma pluralidade de células de plantas transformadas;

selecionar as células de plantas transformadas que tém integra-
da a pelo menos uma sequéncia de nucleotideo em seus genomas;

triar as células de plantas transformadas quanto a expressao de

uma molécula de acido ribonucleico codificado por a pelo menos uma se-
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quéncia de nucleotideo; e

selecionar uma célula de planta que expressa o dsRNA.

22. Método para produzir uma planta transgénica resistente a
praga de colebdptero, caracterizado pelo fato de que compreende:

fornecer a célula de planta transgénica produzida pelo método
como definido na reivindicagao 21; e

regenerar uma planta transgénica a partir da célula de planta
transgénica, em que a expressao da molécula de acido ribonucleico codifi-
cado pela pelo menos uma sequéncia de nucleotideo é suficiente para mo-
dular a expressao de um gene alvo em uma praga de coledptero que contata
a planta transformada.

23. Acido nucleico isolado, caracterizado pelo fato de que com-
preende pelo menos um polinucleotideo que é substancialmente homblogo a
um polinucleotideo de referéncia selecionado do grupo consistindo em: SEQ
ID NO: 3; SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO: 10; SEQ ID NO: 11; e um fragmento
compreendendo toda ou parte da SEQ ID NO: 9 tendo pelo menos 19 nucle-
otideos contiguos de um gene de Diabrotica, em que o polinucleotideo é pre-
ferencialmente pelo menos 80% idéntico ao polinucleotideo de referéncia,
mais preferencialmente pelo menos 90% idéntico ao polinucleotideo de refe-
réncia, e particularmente preferivelmente pelo menos 95 % idéntico ao poli-
nucleotideo de referéncia.

24. Acido nucleico isolado de acordo com a reivindicacéo 23, ca-
racterizado pelo fato de que a SEQ ID NO: 3 hibridiza ao pelo menos um
polinucleotideo sob condigdes de severidade moderada, preferencialmente
sob condi¢des de severidade alta.

25. Invencédo, caracterizada por quaisquer de suas concretiza-
¢cbes ou categorias de reivindicagdo englobadas pela matéria inicialmente

revelada no pedido de patente ou em seus exemplos aqui apresentados.
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RESUMO

Patente de Invencdo: "MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO QUE DIRE-
CIONADAS A SUBUNIDADE H DE ATPASE VACUOLAR QUE CONFE-
REM RESISTENCIA A PRAGAS DE COLEOPTEROS, VETOR DE
TRANSFORMAGCAO DE PLANTA, CELULA TRANSFORMADA, BEM CO-
MO METODOS PARA CONTROLAR UMA POPULACAO DE PRAGA DE
COLEOPTERO, CONTROLAR UMA INFESTAGCAO PELA DITA PRAGA,
MELHORAR O RENDIMENTO DE UMA SAFRA E PARA PRODUZIR UMA
CELULA TRANSGENICA".

A invencao refere-se a moléculas de acido nucleico e métodos
de uso destas para o controle de pragas de coledpteros através de inibicao
mediada por interferéncia de RNA de sequéncias de codificacdo e que nao
de codificacao transcritas alvos em pragas de coledpteros. A invencao tam-
bém refere-se a métodos para fabricar plantas transgénicas que expressam
moléculas de acido nucleico Uteis para o controle de pragas de coledpteros,

e as células de plantas e plantas obtidas deste modo.
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