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“METODOS DE CONTROLE DE ERVAS E METODO DE PRODUCAQO DE
UMA LINHAGEM VEGETAL HiBRIDA DE SORGO”
[001] O presente pedido reivindica prioridade do Pedido
Provisorio Norte-Americanc n? 80/880.125, depositado em doze de janeiro de
2007 e incorporado integralmente ao presente como referéncia.

CAMPO DA INVENCAD

[002] A presente invencgao fornece composigées e metodos de
producdo de plantas de safras que sao resistentes a herbicidas.
Particularmente, a presente inveng&o fornece plantas de sorgo, tecidos
vegetais e sementes de plantas que contém genes de acetil-CoA carboxilase
normalmente inibem a atividade da proteina ACC.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[003] Sorgo e o segundo cereal alimenticio mais importante
cultivado nos Estados Unidos. A produgdc & economicamente fundamental
para fazendas que operam em &reas pouco chuvosas, devido a capacidade do
sorgo de tolerar calor e seca. As industrias de criacao de animais e bioenergia
utilizam sorgo como um substrato de energia, de forma a torna-lo uma safra
versatil,

[004] Em todo o mundo, sorgo e o quinto principal cereal. Como
e tolerante a seca e ao calor, ele & facilmente o cereal alimenticio mais
amplamente cultivado nas regides semiaridas da Africa subsahariana e na
regido peninsular central seca da india. Desta forma, sorgo & utilizado para
consumo humano na maior parte das regides mais secas do mundo, 0 que ©
torna uma safra alimenticia de importancia fundamental nesses locais.

[005] O desenvolvimento de resisténcia a herbicidas em plantas
oferece vantagens produtivas e econdmicas significativas; por isso, o uso de

herbicidas para controle de ervas ou plantas em safras tornou-se uma pratica
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quase universal. A aplicacdo desses herbicidas pode também resultar,
entretanto, em morte ou crescimento reduzido da planta de safra desejada,
tornando o tempo e o0 método de aplicacao de herbicida critico ou, em alguns
casos, inviaveis.

[006] E de interesse especifico para os fazendeiros o uso de
herbicidas com maior poténcia, ampla eficacia de espectro contra ervas e
rapida degradacao no solo. Plantas, tecidos vegetais e sementes com
resisténcia a esses compostos forneceriam uma solucao atrativa ac permitirem
0 uso dos herbicidas para o controle do crescimento de ervas, sem risco de
danos a safra. Uma dessas classes de herbicidas de amplo espectro sao os
compostos que inibem a atividade da enzima acetil-CoA carboxilase (ACC) em
plantas. Esses herbicidas s&o incluidos nas familias quimicas de
ariloxifenoxipropionato (FOP) e ciclo-hexanodiona (DIM). Sorgo, por exemplo, é
suscetivel a muitos herbicidas inibidores de ACC gue se dirigem a especies
monocotileddneas, tornando quase impossivel o uso desses herbicidas no
controle de ervas gramineas.

[007] Foram encontradas certas especies de ervas gramineas
que exibem sensibilidade alterada a herbicidas FOP e DIM. Uma espécie de
grama, a grama preta (A. myosuroides (Huds.)), € uma erva graminea
importante na Europa. Foram encontradas diversas mutagées no genoma de
algumas plantas de grama preta que conferem resisténcia contra alguns
herbicidas FOP e DIM, mas néo todos (Délye et al, 2005, Plant Phys. 137: 794-
B06; Délye et al, 2002, Theor. Appl. Genet. 104: 1114-1120). Descobertas
similares foram encontradas em ervas gramineas mutantes, tais como erva
castelhana anual {L. rigidum (Gaud.); Delye et al, 2002, Pest Manag. Sci. 58:
474-478), cauda de raposa verde (S. viridis (L. Beauv.); Zhang e Devine, 2000,
Weed Sci. Soc. Am. 40: 33; Délye et al, 2002, Planta 214: 421-427) ¢ aveia
silvestre (A. fatua (L.); Christoffers et al, 2002, Genome 45: 1043-1056). Um



3/37

hibrido de milho resistente a herbicidas (DK592 da Dekalb) possui uma
mutacéo na enzima ACC similar & encontrada em ervas graminea (Zagnitko et
al, 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. 98: 6617-22).

[008] Devido a importancia mundial de sorgo como planta de
safra, s@o necessarios hibridos de sorgo que sejam resistentes aos efeitos
inibidores de herbicidas ACC, de forma a permitir maior rendimento de safra
gquando esses herbicidas forem utilizados no controle de ervas gramineas.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENGAD

[009] A presente invencdo fornece composicées e métodos de
producao de cultivares de sorgo que saoc resistentes a herbicidas.
Particularmente, a presente invengdo fornece plantas de sorgo, tecidos
vegetais e sementes de plantas que contém genes de acetil-CoA carboxilase
normalmente inibem a atividade da proteina ACC.

[010] Sorgo cultivado (Sorghum bicolor (L.) Moench) &
susceptivel a muitos herbicidas inibidores de ACC dirigidos a espécies de ervas
gramineas ou monocotileddneas. Conforme descrito no presente, entretanto,
foi encontrado um gendtipo de sorgo gue exibe tolerdncia a herbicidas
inibidores de ACC. Uma analise genética identificou diferengas genéticas em
um germoplasma de sorgo selvagem que resulta em um fendtipo de resisténcia
a herbicidas ACC.

[011] Em uma realizagdo, a presente invengao fornece uma ou
mais plantas de sorgo cujo germoplasma compreende uma mutagdo que torna
a planta tolerante a herbicidas ACC. Alem disso, em realizacoes adicionais, a
presente invencao refere-se aos descendentes (tais como F1, F2, F3 etc.) de
um cruzamento da mencionada planta em que o germoplasma dos
mencionados descendentes possui a mesma mutagado da planta original.

RealizacoOes da presente invencao fornecem, portanto, hibridos de sorgo cujo



4/37

germoplasma contém uma mutacao, de tal forma que o fenotipo das plantas
seja resistente a herbicidas ACC. Em algumas realizagdes, os mencionados
descendentes (tais como F1, F2, F3 etc.) s8o0 o resultado de um cruzamento
entre linhagens de sorgo de elite, pelo menos uma das quais contem um
germoplasma que compreende uma mutagdo que torna a planta tolerante a
herbicidas ACC.

[012] Em uma realizacao, a presente invencado fornece um
hibrido de sorgo em gue o mencionado germoplasma hibrido de sorgo confere
niveis do mencionado um ou mais herbicidas que normalmente inibiriam ©
crescimento de um hibrido de sorgo. Em algumas realizagdes, os mencionados
um ou mais herbicidas de acetil-CoA carboxilase sdo das familias quimicas de
ariloxifenoxipropionate (FOP) e ciclo-hexanodiona (DIM). Em algumas
realizagdes, o mencionado germoplasma hibrido de sorgo que confere
resisténcia a inibicdo por um ou mais herbicidas de acetil-CoA carboxilase
compreende uma ou mais mutagdes no gene acetil-CoA carboxilase
encontrado em ATCC N° PTA-8033 ou conforme encontrado em ATCC N®
PYA-8034.

[013] Em uma realizagdo, a presente invencdo fornece um
método de controle de ervas nas proximidades de um hibrido de sorgo, que
compreende o fornecimento de um ou mais herbicidas de acetil-CoA
carboxilase, aplicacdo dos mencionados um ou mais herbicidas de acetil-CoA
carboxilase a um campo que compreende um hibrido de sorgo, e controle de
ervas nas proximidades do mencionado hibrido de sorgo, de tal forma que 0
crescimento de ervas seja prejudicado pela aplicagdo dos mencionados um ou
mais herbicidas e o crescimento do mencionade hibrido de sorgo nio seja
prejudicado. Em algumas realizagdes, 0s mencionados um ou mais herbicidas

de acetil-CoA carboxilase sao das familias gquimicas de ariloxifencxipropionato
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(FOP) e ciclo-hexanodiona (DIM). Em algumas realiza¢bes, o mencicnado
hibrido de sorgo compreende uma ou mais mutagdes no gene acetil-CoA
carboxilase encontrado em ATCC N PTA-8033 ou ATCC N? PYA-8034.

[014] Em uma realizacao, a presente invencao fornece um
hibrido de sorgo, em que o mencionado hibrido de sorgo compreende um
germoplasma que compreende uma ou mais mutagbdes nos genes de acetil-
CoA carboxilase, de forma a conferir resisténcia a um ou mais herbicidas de
acetil-CoA carboxilase ao mencionado hibrido. Em algumas realizagdes, 0
mencionado hibrido de sorgo é criado por meio de introgressdo de um
germoplasma de sorgo que compreende as mencionadas uma ou mais
mutactes para conferir resisténcia a um ou mais herbicidas de acetil-CoA
carboxilase. Em algumas realizagbes, o mencionade hibrido de sorgo é criado
por meio de incorporacdo de um gene heterdlogo que compreende uma ou
mais mutagdes para conferir resisténcia a um ou mais herbicidas de acetil-CoA
carboxilase.

[015) Em uma realizagdo, a presente invencdo fornece um
meétodo de produgido de uma linhagem vegetal de hibridos de sorgo resistente
a um ou mais herbicidas de acetil-CoA carboxilase que compreende a
identificacdo de um germoplasma que confere a mencionada resisténcia a
herbicidas, em que ¢ mencionado germoplasma resistente a herbicidas é
derivado de uma planta de sorgo resistente a herbicidas, e introdugao do
mencionado germoplasma em uma linhagem de planta de sorgo de elite. Em
algumas realizagdes, a mencionada introdu¢édo do mencionado germoplasma
na mencionada linhagem de planta de sorgo de elite é realizada por meio de
introgressdc. Em algumas realizagées, a mencionada introducdo do
mencionado germoplasma na mencionada linhagem de planta de sorgo de elite

e realizada por meio de introdugao de um gene heterdlogo.
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[016] Em uma realizaclo, a presente invencao fornece um
hibrido de sorgo, em que o germoplasma do mencionado hibrido conferiu
resisténcia a um ou mais herbicidas de acetil-CoA carboxilase e resisténcia a
um ou mais compostos de um ou mais grupos de herbicida que nac sejam
inibidores de acetil-CoA carboxilase.

[017] Em uma realizagdo, a presente invencdo fornece um
metodo de identificacdo de linhagens de plantas de sorgo resistentes a
herbicidas de acetil-CoA carboxilase, que compreende o fornecimento de uma
amostra de acido nucleico de uma planta de sorgo, fornecimento de primers de
amplificagdo para amplificar uma regido de uma planta de sorgo
correspondente a um gene de acetil-CoA carboxilase presente na mencionada
amostra de acido nucleico, aplicagédo dos mencionados primers de amplificacio
a mencionada amosira de &cido nucleico, de tal forma que ocorra a
amplificagac da mencionada regiac do mencionado gene de acetil-CoA
carboxilase, e identificagio de plantas de sorgo resistentes a herbicidas acetil-
CoA carboxilase com base na presenca de uma ou mais mutagdes que
conferem resisténcia ao herbicida acetil-CoA carboxilase presente na
mencionada amostra de acido nucleico amplificada.

[018] Em uma realizacio, a presente invencéo fornece sementes
de sorgo, em gue o mencionado germoplasma das mencionadas sementes
compreende um gene de acetil-CoA carboxilase mutante de tal forma que a
carboxilase. Em algumas realizacdes, o germoplasma das mencionadas
sementes de sorgo compreende um gene acetil-CoA carboxilase mutante
encontrado em ATCC N? PTA-8033 ou ATCC N® PYA-8034. Em algumas
realizactes, a presente invencao fornece plantas de sorgo que crescem das
mencionadas sementes e partes de plantas adicionais que compreendem as

mencionadas plantas de sorgo cultivadas a partir das mencionadas sementes.



7137

Em algumas realizactes, o gene aceti-CoA carboxilase mutante € um
fragmento funcional do gene encontrado em ATCC N PTA-8033 ou ATCC N®
PYA-8034, de tal forma que o fragmento genético codifique um fragmento de
proteina que seja suficiente para conferir resisténcia & inibigao por herbicidas
de acetil-CoA carboxilase a uma planta de sorgo. Em algumas realizagdes, a
presente invencao fornece plantas de sorge que crescem das mencionadas
sementes e partes de plantas adicionais que compreendem as mencionadas
plantas de sorgo cultivadas a partir das mencionadas sementes.

[019] Em algumas realizagbes, a presente invenc¢do fornece um
hibrido de sorgo que compreende um gene que é pelo menos 70% homologo,
pelo menos 80% homologo, pelo menos 85% homdélogo, pelo menos 90%
homadlogo, pelo menos 95% homélogo, pelo menos 87% homalogo ou pelo
menos 99% homélogo ao gene acetil-CoA carboxilase encontrado em ATCC N*
PTA-8033 ou ATCC N® PYA-8034. Em algumas realizagbes, 0 gene de
resisténcia a herbicida acetil-CoA carboxilase que & pelo menos 70%
homélogo, pelo menos 80% homodlogo, pelo menos 85% homdlogo, pelo
menos 90% homologo, pelo menos 95% homologo, pelo menos 97% homdlogo
ou pelo menos 99% homologe a SEQ ID N? 1 encontrado em ATCC N? PTA-
8033 e/ou ATCC N? PYA-8034 compreende uma ou mais substituicdes de
aminoacidos, tais como Trpae;Cys encontrada em SEQ ID N 1.

[020] Em wuma realizagdao, a presente invengiao fornece
adicionalmente plantas hibridas de sorgo que possuem todas as caracteristicas
fisiologicas e morfolégicas da mencionada planta de sorgo cultivada a partir da
mencionada semente de sorgo. Em realizagdes adicionais, a presente invengao
fornece cultivos de tecido e cultivos de tecido regenerados que surgem da
mencionada semente de sorgo ou da mencionada parte de planta de sorgo que
compreende uma mutacdo no mencionado gene de acetil-CoA carboxilase

encontrado em ATCC N® PTA-8033 ou ATCC N® PYA-8034.



8/37

[021] Em uma realizaclo, a presente invencao fornece um
método de producdo de sementes de sorgo que compreende o cruzamento de
uma planta que compreende um gene acetil-CoA carboxilase mutante
encontrado em ATCC N® PTA-8033 ou ATCC N? PYA-8034 consigo propric ou
uma segunda planta de sorgo e coleta da mencionada semente do mencionado
cruzamento. Em algumas realizagdes, os métodos de producac da mencionada
semente de sorgo compreendem o plantio de uma linhagem de sorgo com
semente parental em gue a mencionada linhagem de semente parental
compreende um germoplasma que confere resisténcia a herbicidas acetil-CoA
carboxilase com uma linhagem de sorgo polinizador parental, em que o
mencionado germoplasma de linhagem de semente efou polinizador
compreende um germoplasma que confere resisténcia a herbicidas de acetil-
CoA carboxilase, cultivo das mencionadas plantas de sorgo polinizador e de
semente parental juntas, permissac que as mencionadas plantas de sementes
parentais sejam polinizadas pelas mencionadas plantas polinizadoras parentais
e colheita da semente resultante da mencionada polinizagéo.

BRrReVE DESCRICAQ DAS FIGURAS

[022] A Figura 1 exibe a mutacdo de triptofanc (TGG) em
cisteina (TGC) no gene ACC de sorgo considerado associado a resisténcia a
herbicida ACC.

DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAQ
DEFINICOES

[023] Da forma utilizada no presente, os termos “variedade” ¢
"cultive” designam plantas que sao definidas pela expressao das caracteristicas
resultantes de um dado genétipo ou combinacao de genotipos, diferenciadas
de qualquer outro agrupamento vegetal pela expressao de pelo menos uma
das caracteristicas e considerados uma unidade com respeito a sua adequagao

a terem sua propagacaoc inalterada.
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[024] Da forma utilizada no presente, o termo “hibrido” designa
05 descendentes ou a prole de parentes vegetais geneticamente dissimilares
ou estoque produzido como resultado da polinizagao cruzada controlada em
oposicao a sementes nao hibridas produzidas como resultado da polinizagao
natural.

[025] Da forma utilizada no presente, o termo “progenicidade”
designa geracdes de uma planta, em que 0s ancestrais da geragao podem ser
rastreados de volta para a mencionada planta.

[026] Da forma utilizada no presente, o termo “derivado” de uma
planta resistente a herbicidas inclui a prole daquela planta resistente a
herbicidas, bem como qualguer derivado mutante, recombinante ou elaborado
geneticamente daguela planta, seja da mesma espécie ou de uma espécie
diferente, em que a(s) caracteristica(s) de resisténcia a herbicidas da planta
resistente a herbicidas original foi{ram) transferida(s) para a planta derivada.

[027] Da forma utilizada no presente, a expressao “tecido
vegetal” inclui tecidos diferenciados e nao diferenciados de plantas, incluindo
0s presentes em raizes, brotos, folhas, polen, sementes e tumores, bem como
células em cultivo (tais como celulas isoladas, protoplastas, embribes, calos
etc.). O tecido vegetal pode estar na planta, no cultivo de érgdos, cultivo de
tecidos ou cultivo de células.

[028] Da forma utilizada no presente, a expressao "parte de
planta", da forma utilizada no presente, designa uma estrutura de planta ou
tecido vegetal, tal como pdlen, dvulo, tecide, vagem, semente e célula. Em
algumas realizagtes da presente invengdo, plantas transgénicas sao plantas
de safra.

[029] Da forma utilizada no presente, as expressdes "safra” e
"planta de safra” sao utilizadas no seu sentido mais amplo. A expressao inclui,

mas sem limitagdes, qualquer espécie de planta comestivel por seres humanos
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ou utilizada como alimento para animais, peixe ou animais marinhos, ou
consumida por seres humanos, utilizada por seres humanos, observada por
seres humanos, ou qualquer planta utilizada na industria, comércio ou
educacgao.

[030] Da forma utilizada no presente, as expressies "geracéo F”
e “"geragao filial" designam qualquer das geracdes consecutivas de plantas,
células, tecidos ou organismos apds um cruzamento biparental. A geragao
resultante de um acasalamento de um cruzamento biparental {ou seja, dois
pais) é a primeira geracéo filial (denominada “F1" ou “Fy") com referéncia a uma
semente ¢ sua planta, enquanto a resultante do cruzamento de F1 individual é
a segunda geracao filial {(denominada "F2" ou "Fz") com referéncia a uma
semente € sua planta. Uma semente F2 & uma planta resultante séo
produzidas, por exemplo, por meio de autopolinizag&o ou polinizagao cruzada
de F1, engquanto geragbes F posteriores sao produzidas por meio de
autopolinizacao ou polinizagao cruzada da geracao imediatamente anterior.

[031] Da forma utilizada no presente, o termo “germoplasma”
designa qualquer material genetico de plantas que contenham unidades
funcicnais de hereditariedade.

[032] Da forma utilizada no presente, a expresséo “germoplasma
de elite”, com referéncia a uma planta, designa material hereditario com
superioridade genetica comprovada.

[033] Da forma utilizada no presente, a expressao “planta de
elite” designa qualquer planta que tenha resultado do cultivo e selecdo de
desempenho agrondmico superior.

[034] Da forma utilizada no presente, o termo “trage” indica uma
caracteristica observavel efou mensuravel de um organismo. A presente
invengao descreve, por exemplo, plantas que sao resistentes a herbicidas FOP
e DIM.
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[035] Da forma utilizada no presente, as expressfes "marcador”,
‘marcador de DNA" e "marcador molecular” com referéncia a um "marcador
selecionavel” designam um trago fisiolégico ou morfolégico que pode ser
determinado como marcador para sua propria selegac ou para selecap de
outros tragos com relago proxima aquele marcador. Esse marcador podera
ser, por exemplo, um gene ou trago associado a tolerdncia a herbicidas,
incluindo, mas sem limitagdes, repeticao de sequéncias simples (SSR),
polimorfismo de nucleotideos isolados {SNP), insergbes efou exclusbes
genéticas e similares.

[036] Da forma utilizada no presente, os termos “introgredir”,
“introgredindo” e “introgressao” designam técnicas de cultivo de polinizagao
convencionais (ou seja, classicas) para incorporar material genético externo a
uma linha de estoque de cultivo. A presente invengdo fornece, por exemplo,
plantas de safra de sorgo que sofreram introgressao com um gene ACC
mutante para tolerAncia a herbicidas pro meic de cruzamento de duas
geracgoes de plantas.

[037] Da forma utilizada no presente, a expressac “ipo
selvagem”, quando utilizada com referéncia a um gene, designa um gene
funcional comum ao longo de toda uma populacéo vegetal. Um gene do tipo
selvagem funcional é aquele que é mais frequentemente observado em uma
populacao e, portanto, @ denominado arbitrariamente a forma "normal” ou “tipo
selvagem” do gene.

[038] Da forma utilizada no presente, as expressdes
‘'modificado”, “"mutante” ou “"mutante funcional’, quando incluidas com
referéncia a um gene ou produtoc genetico, designam, respectivamente, um
gene ou produto genético que exibe modificagdes de seqléncia efou
propriedades funcionais (ou seja, caracteristicas alteradas) em comparagao

com ¢ produto genético ou gene do tipo selvagem. Desta forma, os termos
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“modificado” e "mutante”, quando utilizados com referéncia a uma seqliéncia de
nucleotideos, designam uma seqléncia de acido nucleico que difere em um ou
mais nucleotideos entre si, normalmente seqliéncia acida de nuclectideos
relacionados, e a expressac “mutante funcional”, quandc utilizada com
referéncia a um polipeptideo codificado pelo mencionado acido nucleico
“modificado” ou "mutante”, designa a proteina ou o polipeptideo que retém a
atividade. No presente pedido, a proteina mutante de ACC, ou seu "mutante
funcional", € um gene ACC que retém a sua atividade nativa para criar
aminoacidos essenciais. Além disso, uma seqléncia de nucleotideos
‘modificada” € interpretada como a encontrada no ¢édigo genético degenerado
conhecido pelos técnicos no assunto. O codigo genetico € degenerado, por
exemplo, porgue existem casos nos quais cédons diferentes especificam o
mesmo aminoacido, um codigo genetico no qual alguns aminodcidos podem
ser codificados por mais de um codon cada um. Contempla-se que a presente
invencao pode compreender essa degeneracao (ou seja, em que um hibrido de
sorgo compreende um gene ACC que é pelo menos 70% homdlogo, pelo
menos B0% homologo, pelo menos B85% homdlogo, pelo menos 290%
homologo, pelo menos 95% homologo, pelo menos 97% homologo ou pelo
menos 99% homologo a SEQ ID N*® 1) conforme encontrado, por exemplo, no
germoplasma de sorgo.

[039] Da forma utilizada no presente, o termo “heterdlogo”,
quando utilizado com referéncia a um gene ou acido nucleico, designa um gene
que tenha sido manipulado de alguma forma.

[040] Da forma utilizada no presente, o termo “parte” ou
*fragmento funcional”, quando utilizado com referéncia a uma proteina {como
em “um fragmento de uma dada proteina”, “um fragmento de proteina”, "uma
parte de uma proteina”) designa fragmentos daquela proteina. Os fragmentos

podem variar de tamanho de guatro residuos de aminoacidos até a seqliéncia
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amino inteira menos um aminoacido. Na presente invengao, o fragmento de
proteina é preferencialmente funcional, de tal forma que o fragmento de
proteina confira resisténcia a inibi¢ao a herbicidas de ACC a uma dada planta.

[041] Acetil-CoA carboxilase (ACC) € uma enzima biotinilada que
catalisa a carboxilagdo de acetil-CoA para produzir malonil-CoA. Esta
carboxilacdo é uma reagdo reversivel de duas etapas que consiste na
carboxilagac dependente de ATP do grupo biotina sobre o dominio de veiculo
carboxila por meio de atividade de biotina carboxilase sequida pela
transferéncia do grupo carboxila de biotina em acetil-CoA pela atividade de
carboxil transferase (Nikolau et al, 2003, Arch. Biochem. Biophys. 414:211-22).
Acetil-CoA carboxilase nao e apenas uma enzima fundamental em plantas para
a biossintese de Acidos graxos, um processo que ocorre em cloroplastas e
mitocdndria, mas ACC também desempenha um papel na formacéo de acidos
graxos de cadeia longa e flavonoides, bem como em malonilagao gque ocorre
no citoplasma. Existem duas isoformas de ACC, em que o ACC cloroplastico
representa mais de 80% da atividade total de ACC (Herbert et al, 1996,
Biochem. J. 318: 997-1006). Ariloxifenoxipropionato (FOP) e ciclo-hexanodiona
(DIM} s@o duas classes de substancias que conhecidamente inibem
seletivamente ACC cloroplastico em gramas (Rendina et al, 1990, J. Agric.
Food Chem. 38: 1282-1287).

[042] Sementes de 83 populagtes de sorgo selvagem da Bolivia
foram plantadas e avaliadas para determinar a toleréncia a herbicidas ACC.
Um dos gendtipos de sorgoe selvagem, Bol-71, expressou altos niveis de
tolerancia a cada um dos herbicidas testados. Demonstrou-se no presente que
o cruzamento do sorgo selvagem Bol-71 com linhagens vegetais de sorgo
parentais de elite gera boa resisténcia a herbicida ACC e ajuste de sementes

em hibridos F1. Sementes de Bol-71 & ATx623 cruzados, denominadas KSU
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0BGHATx623x174 (tal como prole F1), por exemplo, foram depositadas na
ATCC conforme descrito no presente.

[043] Desta forma, uma realiza¢ao da presente invencao fornece
um germeplasma de sorgo que contem proteinas e genes ACC alterados. Em
algumas realizagbes, a presente invengao fornece o uso de herbicidas ACC em
campos de plantas de safra de sorgo hibrido para reduzir a quantidade de
plantas de ervas monocotiledoneas presentes no mencionado campo de safra,
em que 0 mencionado germoplasma de sorgo hibrido compreende uma enzima
ACC alterada que confere resisténcia a herbicidas de ACC e as mencionadas
plantas de ervas sao susceptiveis a herbicida ACC.

[044] Em uma realizacao, a presente invencao fornece um
germoplasma de sorgo que confere resisténcia a inibicdo por herbicidas ACC,
isoladamente ou em conjunto com outros tragos de resisténcia, tais como
resisténcia a insetos contra a broca das hastes manchada Chilo partellus
(Girjashankar et al, 2005, Pfant Cell Rep. 24. 513-522, integralmente
incorporado ao presente). Em algumas realizacdes, por exemplo, um hibrido de
s0rgo cujo germoplasma compreende um gene cryl Ac sintetico de Bacilfus
thuringiensis (Bt) sofre introgressdoc em uma linhagem de sorgo cujo
germoplasma confere resisténcia a herbicidas ACC. Da mesma forma, a
incorporagao de resisténcia a herbicida ACC e resisténcia a insetos é realizada
por meio de transgénese vegetal no mesmo hibrido de sorgo. Os técnicos no
assuntoc reconhecerdo os varios metodos descritos no presente que sao
aplicaveis & incorporacédo de dois ou mais atributos de resisténcia ao mesmo
hibrido de sorgo.

[045] Em uma realizagdo, a presente invengao fornece
resisténcia a herbicida ACC em plantas de sorgo gue compreendem, por
exemplo, um germoplasma de ACC denominado KSU 06GH701-715bk ou KSU
06GHATx623x714 depositado com numeros de acesso ATCC PTA-8033 e
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PYA-8034, respectivamente, incorporados em variedades de sorgo de elite por
meio de cultivo e selegéo vegetal, de forma a proporcionar ¢ desenvolvimento
de hibridos de safras de sorgo tolerantes a herbicidas que tolerarao ¢ uso de
herbicidas inibidores de ACC para controle de ervas. O desenvolvimento desse
trago de tolerancia a herbicidas nos hibridos mencionados acima permite o uso
desses herbicidas no controle de ervas monocotiledéneas que crescem na
presenca dessas safras. Em algumas realizagbes, a incorporagac do
germoplasma de resisténcia a ACC em linhagens de elite € realizada por meio
de introgresséo ou de métodos de cullivo classicos. Em algumas realizagdes, a
incorporagao do gene de resisténcia de ACC em linhagens de elite e realizada
por meio de transgénese de genes heterdlogos. Em algumas realizagoes, a
presente invengdo fornece um hibrido de sorgo, em que pelo menos um
ancestral do hibrido de sorgo compreende um gene resistente a ACC de
germoplasma denominado KSU 06GH701-715bk ou KSU 06GHATx623x714,
depositados com numercs de acesso ATCC PTA-8033 e PYA-8034,
respectivamente. Em algumas realizagdes, o gene de resisténcia a herbicida
ACC & pelo menos 70% homdlogo, pelo menos 80% homdlogo, pelo menos
85% homdélogo, pelo menos 90% homologo, pelo menos 95% homdologo, pelo
menos 97% homdlogo ou pelo menos 89% homdblogo ao gene de herbicida
resistente a ACC encontrado no germoplasma 06GH701-715bk ou KSU
06GHATX623x714. Em algumas realizagbes, o gene de resisténcia a herbicida
ACC & pelo menos 70% homdlogo, pelo menos 80% homdlogo, pelo menos
85% homdélogo, pelo menos 90% homdlogo, pelo menos 95% homdélogo, pelo
menos 97% homdlogo ou pelo menos 89% homdéloge ao gene de herbicida
resistente a ACC encontrado no germoplasma 06GH701-715bk ou KSU
06GHATx623x714 que compreende uma substituicdo de aminoacido

Trpaoz-Cys.
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[046] Em algumas realizagoes, germoplasma resistente a herbicida
ACC sofre introgressdo em uma linhagem de sorgo de elite utilizando métodos de
cultivo classicos. Exemplos de metodos de cultivo classicos para sorgo podem ser
encontrados, por exemplo, em Sleper e Poehlman, 2008, Breeding Field Crops,
quinta edicao, Blackwell Publishing, integralmente incorporado ao presente.

[047] Em uma realizagdo, o germoplasma resistente a herbicida
ACC sofre introgressac em uma planta de sorgo que fornece alimento para
consumo humano. Em algumas realizagfes, o germoplasma resistente a
herbicida ACC sofre introgress&o em plantas de sorgo que fornecem alimentos
para animais (tais como aves, bois, porcos, carneiros etc). Em algumas
realizagdes, 0 germoplasma resistente a herbicida ACC sofre introgressao em
plantas de sorgo que sdo utilizadas em processos industriais, tais como
producdo de etanol. Em uma realizacao, o gene resistente a herbicida ACC &
introduzido no genoma vegetal por meio de transgénese, utilizando vetores e
tecnologias conhecidas na técnica.

[048] Em algumas realizagdes, a presente invengao fornece um
germoplasma resistente a ACC de uma parte de planta de sorgo de linhagem
Bol-71 e Atx623, em que a semente da mencionada planta de sorgo foi
depositada com noOmeros de acesso ATCC PTA-8033 e PYA-8034,
respectivamente, e a mencionada parte de planta de sorgo & uma ou mais
dentre polen, ovulo, tecido, vagem, semente e célula. Em uma realizagao, a
presente invengao fornece um hibrido de F1 cujo germoplasma compreende
um gene de resisténcia a ACC conforme descrito no presente. Em algumas
realizagdes, ¢ hibrido F1 e um cruzamente entre duas linhagens de sorgo de
elite, pelo menos uma das guais contém um germoplasma gue compreende um
gene de resisténcia a ACC conforme descrito no presente.

[049] Em uma realizag¢ao, a presente invengao fornece métodos

de controle de ervas em um campo de plantas de safra de sorgo hibrido. Em
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algumas realizagbes, o controle das ervas compreende a aplicagdo de um
herbicida ACC ao mencionado campo de plantas de sorgo, de forma a inibir o
crescimento das ervas sem prejudicar o crescimento de sorgo. Em algumas
realizagOes, o herbicida ACC é aplicado a partir da familia de herbicidas de
ariloxifenoxipropionato (FOP), que inclui, mas sem limitagbes, compostos de
clodinafop-propargil, ci-halofopbutil, diclofopmetil, fenoxaprop-P-etil, fluazifop-P-
butil, haloxifopetoxietil, haloxifopetotil, haloxifop-R-metil, propaquizafop,
quizalofop-P-etil e quizalo-P-tefuril. Em algumas realizagées, o herbicida ACC
que é aplicado é da familia de herbicidas de ciclo-hexanodionas (DIM} que
inclui, mas sem limitagdes, compostos de aloxidim, butroxidim, clefoxidim,
cletodim, cicloxidim, profoxidim, setoxidim, tepraloxidim e tralcoxidim. Em
algumas realizagbes, o herbicida ACC que & aplicado compreende uma
combinagao de compostos de familias de herbicidas ACC FOP e DIM conforme
descrito no presente. O presente pedido nao se limita, entretanto, ao herbicida
ACC utilizado e os tecnicos no assunto apreciarao gue estao sendo revelados
novos herbicidas ACC a qualquer momento que inibem a enzima ACC.

[050] Em uma realizagdo, a presente invengdo fornece um
hibrido de sorgo (tal como F1, F2, F3, F4 etc.), cujo germoplasma confere
resisténcia a herbicidas de ACC e resisténcia a um ou mais herbicidas
adicionais de um ou mais grupos de herbicidas diferentes. Grupos de
herbicidas adicionais utilizados para inibir o crescimento de ervas incluem, por
exemplo, mas sem limitagBes, inibidores da sintese de lipidios (tais como
ariloxifenoxipropionatos, ciclo-hexanodionas, benzoturanos, acidos
clorocarbonicos, fosforoditioatos, tiocarbamatos), inibidores da fotossintese no
fotossistema |l (tais como carbamatos de fenila, piridazinonas, triazinas,
triazinonas, triazolinonas, uracilas, amidas, ureias, benzotiadiazinonas, nitrilas,
fenilpiridinas), inibidores da fotossintese no fotossistema | (tais como

bipiridilios), inibidores de protoporfirinogene oxidase (tais como difenileteres, N-
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fenilftalimidas, oxadiazois, oxizolidinodionas, fenilpirazois, pirimidinodionas,
tiadiazdis), inibidores da biossintese de carotendides (tais como piridazinonas,
piridinocarboxamidas,  isoxazolidinonas,  triazdis), inibidores de  4-
hidroxifenilpiruvatodioxigenase (tais como calistemonas, isoxazois, pirazois,
tricetonas), inibidores de EPSP sintetase (tais como glicinas), inibidores de
glutamino sintetase (tais como acidos fosfinicos), inibidores de di-hidropteroato
sintase (tais como carbamatos), inibidores da montagem de microtubulos (tais
como benzamidas, acidos benzodicos, dinitroanilinas, fosforoamidatos,
piridinas), inibidores da divisao celular (tais como acetamidas, cloroacetamidas,
oxiacetamidas), inibidores da sintese de paredes celulares (tais como nitrilas,
triazolocarboxamidas) e inibidores do transporte de auxina (tais como
ftalamatos, semicarbazonas). Em algumas realizacdes, a presente invencao
fornece hibridos de F1 a partir de linhagens de sorgo de elite gue compreende
resisténcia a um ou mais herbicidas ACC isoladamente cu em conjunto com
resisténcia a herbicidas para um ou mais dos grupos de herbicidas
mencionados acima.

[051] Em uma realizagao, a presente invengao fornece o uso de um
transgene que compreende um gene heterdlogo tal como um gene que codifica
uma proteina ACC mutante para fornecer o trago agrondmico selecionado de
resisténcia a herbicida ACC. Em uma realizacao, o transgene compreende um gene
ACC mutante conforme encontrado no germoplasma denominado KSU 06GH701-
715bk ou KSU 06GHATx623x714 depositado com os numeros de acesso ATCC
PTA-8033 e PYA-8034, respectivamente. Em algumas realizagdes, o transgene &
pelo menos 70% homologo, pelo menos 80% homdlogo, pelo menos 85%
homologo, pelo menos 90% homologo, pelo menos 95% homdlogo, pelo menos
97% homologo ou pelo menos 98% homadlogo ao gene de herbicida resistente a
ACC encontrado no germoplasma 06GH701-715bk ou KSU 06GHATx623x714 (por

exemplo, SEQ ID N? 1), Em algumas realizagGes, 0 gene de resisténcia a herbicida
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ACC e pelo menos 70% homologo, peloc menos 80% homélogo, pelo menos 85%
homdlogo, pelo menos 90% homologo, pelo menos 95% homdlogo, pelo menos
97% homdlogo ou pelo menos 99% homdlogo ao gene de herbicida resistente a
ACC encontrado no germoplasma 06GH701-715bk ou KSU 06GHATx623x714 que
compreende uma substituigdo de aminoacido TrpeaeCys.

CULTIVO CLASSICO DE SORGO

[052] As safras de campo vém sendo cultivadas classicamente
por meio de técnicas que se utilizam do{s) metodo(s) de polinizacdo das
plantas. Uma planta é considerada “autopolinizadora” caso o pélen de uma flor
possa ser transmitido para a mesma ou para outra flor, enquanto as plantas
sao consideradas de “polinizacao cruzada" caso o ptlen necessite vir de uma
flor em uma planta diferente para que ocorra a polinizacao.

[063] As plantas que se autopolinizam e sdo selecionadas ao
longo de muitas geragdes tornam-se homozigoticas na maior parte, se nao em
todos os seus locais genéticos, de forma a produzir uma populacdo uniforme
de prole de cultive verdadeiro. Um cruzamento entre duas plantas
homozigoticas com fundos diferentes ou duas linhagens homozigoticas
diferentes produzira uma populacdo uniforme de plantas hibridas que serao
mais provavelmente heterozigdticas em uma série de locais genéticos. Um
cruzamento de duas plantas que sdo heterozigdticas em uma série de locais
geneticos produzira uma geracao de plantas hibridas que sao geneticamente
diferentes e ndo sao uniformes.

[054] Plantas de sorgo sdo plantas autopolinizadoras, mas
podem também ser cultivadas por meio de polinizagao cruzada. O
desenvolvimento de hibridos de sorgo necessita do desenvolvimento de pais
polinizadores (restauradores da fertilidade) e linhagens parentais de sementes
utilizando o sistema restaurador da ferlilidade e esterilidade de machos

citoplasmaticos, o cruzamento de pais de sementes e pais polinizadores e a
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avaliagao dos cruzamentos. Programas de cultivo de pedigree combinam
tragos desejaveis; no presente pedido, o trato desejavel € a resisténcia da
planta a herbicidas ACC. Este trato & colocado no conjunto de cultivo de uma
ou mais linhagens, de tal forma que novas linhagens cultivadas sejam criadas
por meio de cruzamento, seguido por selecéo de plantas com o trago desejado,
seguida por mais cruzamento etc. Novos cultivos sdo cruzados com outras
linhagens cultivadas (tais como linhagens vegetais de elite como as descritas
no presente).

[055] O cultivo de pedigree comeca com o cruzamento de dois
genotipos, tais como Bol-71 e uma linhagem de sorgo de elite (tal como Tx430,
00MN7645, BTx623, ATx623, Wheatland, Tx3042, OK11, QL41 e Tx643,
Tx2737, Tx2783 e HP162). Pai de sorgo selvagem Bol-71, por exemplo, foi
cruzado com linhagens parentais de sorgo de elite que incluem Tx430,
O0MN7YB45, BTx623 e ATx623. Caso os dois pais originais nao fornegcam todas
as caracteristicas desejadas, podem ser incluidas outras fontes na populagao
de cultivo. Caso se deseje um hibrido tal que se desejasse a resisténcia a
herbicida ACC e a resisténcia a outro grupo herbicida descrito no presente,
plantas com esses dois atributos poderdo ser cruzadas utilizando métodos de
cultivo classicos. No método de pedigree, plantas superiores séo
autofecundadas e selecionadas em geracdes sucessivas. Nas geracdes
sucessivas, a condigao heterozigotica da lugar as linhagens homogéneas como
resultado de autopolinizagdo e selegdo. Tipicamente, no método de pedigree,
sa0 praticadas cinco ou mais geragdes de autofecundacio e selecdo (tais
como S1, 52, 53, S4, S5 efc.).

[056] Ultiliza-se retrocruzamento para aprimorar uma linhagem
vegetal. O retrocruzamento transfere um traco desejavel especifico de uma
fonte para outra que ndo possui o traco. Isso & conseguido, por exemplo,

cruzando-se um doador {tal como Bol-71} em uma linha de cultivo {tal como
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uma linha de elite conforme descritc no presente). A prole deste cruzamento &
retrocruzada em seguida na linhagem cultivada de elite, seguida por selecéo na
prole resultante em busca do trago desejado (tal como resisténcia a herbicidas
ACC). Apos cinco ou mais geragoes de retrocruzamento com selegao do trago
desejado, a prole é tipicamente heterozigdtica para ofs} local(is) que
controla{im) o fendtipo desejado, mas sera similar ao pai de elite para os
demais tragos geneéticos. Q ultimo retrocruzamento e  tipicamente
autofecundado para gerar uma prole de cultivo pura para o gene sendo
transferido.

[057] Em programas de cultivo de sorgo hibrido atuais, estao
sendo desenvolvidas novas linhagens parentais para linhagens parentais de
sementes (tais como Wheatland, Tx3042, OK11, QL41 e Tx643) ou linhagens
parentais de pdlen (tais como Tx430, Tx2737, Tx2783, 0OMN7645 ¢ HP162),
dependendo se elas contém ou nao genes restauradores da fertilidade; as
linhagens parentais de semente ndo possuem genes de restauracdo da
fertilidade e s&0 estéreis machos em certos citoplasmas (também conhecidos
como plantas de linhagem "A"} e ferteis machos em outros citoplasmas
(também conhecidos como plantas de linhagem "B"), enguanto as linhagens
parentais de pélen ndo sio estéreis machos e contém genes restauradores da
fertilidade ({também conhecidos como plantas de linhagem "R"). As linhagens
parentais de sementes s3ao tipicamente criadas para gque sejam
citoplasmaticamente estéreis machos, de forma gue as anteras sdo minimas a
ndo existentes nessas plantas, de forma que necessitam de polinizagdo
cruzada. As linhagens parentais de sementes produzirao apenas sementes e 0
citoplasma somente & transmitido por meio do ovo. O polen para polinizagao
cruzada é fornecido por meio das linhagens parentais de pélen que contém os

genes necessarios para restauracio completa da fertilidade no hibrido de F1 e
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o cruzamento combina-se com © pai de semente estéril macho para produzir
um unico hibrido cruzado com alto rendimento com boa qualidade de cereal.

[058] Tipicamente, este sistema restaurador da fertilidade e
esterilidade macho citoplasmatico e realizado para a produgao de sementes
hibridas por meio do plantio de blocos de fileiras de plantas estéreis machos
(pai de semente) e blocos de fileiras de plantas restauradoras da fertilidade (pai
de polen), de tal forma que as plantas parentais de sementes sejam polinizadas
pelo vento com polen da planta parental de polen. Este processo produz um
hibrido com cruzamento Unico vigoroso que & colhido e plantado pelo
consumidor.

[059] Plantas parentais de sementes estéreis machos podem
também ser criadas por meio do cultivo genético de genes nucleares estéreis
machos recessivos em uma populacao especifica, mas o sistema restaurador
da fertilidade e esterilidade macho citoplasmatico e tipicamente o sistema
utilizado para o cultivo de sorgo hibrido. Sleper e Poehlman, 2006, Breeding
Field Crops, quinta edicdo, Blackwell Publishing, fornece uma boa anélise de
procedimentos de cultivo de sorgo atuais e e integralmente incorporado ao
presente.

[060] A presente invencéo ndo se limita as linhagens de sorgo
parentais de elite relacionadas e ¢s técnicos no assunto reconhecerao que
gualguer linhagem de sorgo de elite sera igualmente propensa as composigoes
e métodos descritos no presente.

TRANSGENICOS VEGETAIS

[061] Genes heterdlogos destinados a expressao em plantas sao
montados em primeiro lugar em vetores de expressdoc que contém um gene
heterélogo e elementos de controle de traducdo e transcricAo apropriadas,
cujos metodos sdo bem conhecidos dos tecnicos no assunto. Os métodos

incluem metodos de DNA recombinante in witro, métodos sintéticos e
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recombinacdo genetica in wvivo. Exemplos de meétodos sac amplamente
descritos na técnica (vide, por exemplo, Sambrook et al {1889), Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Plainview NY, e
Ausubel, F. M. et al (1989), Current Protocols in Molecular Biofogy, John Wiley
& Sons, Nova lorgue NY, incorporado ac presente como referéncia).

[062] Geralmente, estes vetores compreendem uma sequéncia
de acidos nucleicos que codifica um gene heterdlogo ligado operativamente a
uma seqgléncia promotora e outras reguladoras (tais como amplificadores,
sinais de poliadenilagao etc.) necessarias para expressao em uma planta.

[063] Os promotores incluem, mas sem limitagdes, promotores
constitutivos, promotores especificos de tecidos, 0rgaos e desenvolvimento e
promotores indutiveis. Exemplos de promotores incluem, mas sem limitagbes:
promotor constitutivo 355 de virus mosaico da couve-flor; promotor indutivel
por feridas de tomate, leucino amino peptidase (Chao et al, 1999, Plant Physiol.
120: 979-992, incorporado ao presente como referéncia); um promotor
quimicamente indutivel de fumo, Relativo a Patogénese 1 (induzido por &cido
salicilico e S-metil ester de acido benzotiadiazolo-7-carbotioico); um promator
de chogue de calor {Patente Norte-Americana n® 5.187.267, incorporada ao
presente como referéncia); um promotor indutivel por tetraciclina ({Patente
Norte-Americana n® 5.057.422, incorporada ao presente como referéncia); e
promotores especificos de sementes.

[064] Os conjuntos de expressdo podem compreender
adicionalmente guaisquer sequéncias necessarias para expresséo de mRNA.
Estas sequéncias incluem, mas sem limitar-se a terminais de transcrigao,
amplificadores tais como introns, sequéncias virais e sequéncias destinadas ao
direcionamento do produto genético a organelas e compartimentos celulares

especificos.
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[065] Uma série de terminais de transcrigdo & disponivel para
uso em expressdo de sequéncias utilizando os promotores tais como os
descritos no presente. Os terminais de transcricdo sao responsaveis pelo
termino da transcricao alem do transcrito e sua poliadenilagao correta.
Terminais de transcricdo apropriados e os que conhecidamente funcionam em
plantas incluem, mas sem limitagbes, o terminal CaMV 358, o terminal tml, ©
terminal rbcS E9 de ervilha e o terminal de nopalina e octopino sintase (Odell et
al, 1985, Nature 313: 810; Rosenberg et al, 1987, Gene, 56: 125; Guerineau et
al, 1991, Mol. Gen. Genet. 262: 141; Proudfoot, 1881, Celf, 64: 671; Sanfacon
et al, 1990, Genes Dev. 5: 141; Mogen et al, 1990, Plant Cell, 2: 1261; Munroe
et al, 1990, Gene, 91: 151; Ballas et al, 1989, Mucleic Acids Res. 17: 7891;
Joshi et al, 1987, Nucleic Acid Res., 15: 9627, todos os quais s&o incorporados
ao presente como referéncia).

[066] Em algumas realizacbes, construgdes de expressao do
gene heterdlogo de interesse incluem uma ou mais sequéncias consideradas
aumentando a expressio genética do interior da unidade de transcricio. Estas
sequéncias podem ser utilizadas em conjunto com a seqiéncia de &cido
nucleico de interesse para aumentar a expressac em plantas. Demonstrou-se
que diversas sequéncias de introns aumentam a expresséo, particularmente
em celulas monocotileddneas. Sequéncias introns vém sendo incorporadas
rotineiramente em vetores de transformacgao vegetal, tipicamente dentro do
lider nao traduzido.

[067] Em algumas realizagdes, uma construg¢do para expressao
da sequéncia de acido nucleico heteréloga de interesse também inclui um
regulador tal como um sinal de localizagac nuclear {(Kalderon et al, 1984, Celf
39: 498, Lassner et al, 1991, Flant Molecular Biology 17: 228), uma seqléncia
de consenso de traducao vegetal (Joshi, 1987, Nucleic Acids Research 15:

6643), um introns (Luehrsen e Walbot, 1991, Mol Gen. Genet. 225: 81) e
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similares, ligados operativamente a seqliéncia de acidos nucleicos que codifica
um gene heterdlogo.

[068] Ao preparar a construgdo que compreende a sequéncia de
acidos nucleicos que codifica um gene heterdlogo ou codifica uma segléncia
projetada para reduzir a expressao do gene heterdlogo, diversos fragmentos de
DNA podem ser manipulados de forma a fornecer as sequéncias de DNA na
grientacao desejada (tal como com ou sem sentido) e, conforme apropriado, no
quadro de leitura desejado. Adaptadores ou ligantes podem ser empregados,
por exemplo, para unir 08 fragmentos de DNA ou outras manipulagdes podem
ser utilizadas para fornecer locais de restricac convenientes, remogac de DNA
superfluo, remocao de locais de restricao e similares. Com este proposito,
emprega-se preferencialmente mutagénese in vitro, reparo de primers,
restricdo, combinacio, resseccio, ligacao e similares, em que sao envolvidas
insercoes, exclusdes ou substituicées (tais como transicdes e transversoes).

[069] Numerosos vetores de transformacgao sao disponiveis para
transformacéo vegetal. A seleg¢éo de um vetor para uso dependerd do método
de transformacao preferido e da espeécie alvo para transformacgio. Para certas
espécies alvo, sao preferidos diferentes marcadores de selegcdo de herbicidas
ou antibidticos. Marcadores de selecdo utilizados rotineiramente em
transformagdes incluem o gene nptll que confere resisténcia a canamicina ¢
antibidticos relacionados (Messing e Vierra, 1982, Gene 19: 259; Bevan et al,
1983, Nature 304: 184, todos 0s quais s&o incorporados ao presente como
referéncia), o gene de barra que confere resisténcia ao herbicida fosfinotricina
(White et al, 1990, Nuc!. Acids Res. 18: 1062; Spencer et al, 1990, Theor. Appl.
Genet. 79: 625, todos os quais incorporados ao presente como referéncia), o
gene hph gue confere resisténcia ao antibidtico higromicina (Blochlinger e

Diggelmann, 1984, Mol Cell. Biol 4: 2929, incorporado ao presente como
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referéncia) e o gene dhfr gue confere resisténcia a metotrexato {(Bourouis et al,
1883, EMBQO J., 2: 1089, incorporado ao presente como referéncia).

[070] Em algumas realizacdes, o vetor de plasmideo Ti {T-DNA)
@ adaptado para uso em um processo de transfeccac mediado por
Agrobacterium tal como na Patente Norte-Americana n® 6.369.288 {sorgo)} e
nas Patentes Norte-Americanas n® 5.981.839, 6.051.757, 5.981.840, 5.824.877
e 4.940.838, todas as quais 530 integralmente incorporadas ao presente como
referéncia. A construcdo de plasmideos Ti e Ri recombinantes geralmente
segue 08 métodos tipicamente utilizados com vetores mais comuns, tais como
pBR322. Pode-se fazer uso adicional de elementos genéticos acessorios as
vezes encontrados com os plasmideos nativos e as vezes construidos com
sequéncias exogenas. Estas podem incluir, mas sem limitacbes, genes
estruturais para resisténcia a antibiéticos como genes de selecio.

[071] Existem dois sistemas de wvetor de plasmideo Ti e Ri
recombinantes agora em uso. O primeiro sistema é denominado sistema
“cointegrado”. Neste sistema, o vetor impulsionador que contém o gene de
interesse e inserido por meio de recombinacido genetica em um plasmideo de
Ti ndc oncogénico que contém os elementos com acdo cis e acado trans
necessarios para transformagdo vegetal, tais como no vetor impulsionador
pMLJ1 e no plasmideo de Ti ndo oncogénico pGY3850. O uso de T-DNA como
uma regiao formadora de flanco em uma construgaoc para integragac em um
plasmideo Ti ou Ri foi descrito em EPO n® 116.718 e nos Pedidos PCT n®t WO
84/02913, 02919 e 02920; Herrera-Estrella, 1983, Nature 303: 209-213; Fraley
et al, 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U §. A. B0: 4803-4807; Horsch et al, 1984,
Science 223: 496-498; e DeBlock et al, 1984, EMBO J. 3: 1681-16889 todos os
quais s&o incorporados ao presente como referéncia.

[072] O segundo sistema & denominado sisterma “binario”, no

qual sac utilizados dois plasmidecs e o gene de interesse e inserido em um
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vetor impulsionador que contém o0s elementos com agao cis necessarios para
transformacéo vegetal. As outras fungbes necessarias séo fornecidas em trans
pelo plasmideo Ti nao oncogénico conforme exemplificado pelo vetor
impulsionador pBIN19 e pelo plasmideo Ti nac oncogénico PAL4404. Alguns
destes vetores sdo disponiveis comercialmente.

[073] Em algumas realizagbes, a seqléncia de acido nucleico de
interesse e dirigida a um local especifico sobre o genoma da planta. A integragao
dirigida ao local da seqUéncia de acido nucleico de interesse no gencma de
célula vegetal pode ser atingida, por exemplo, por meio de recombinacéo
homologa utilizando sequéncias derivadas de Agrobacterium. Geralmente, as
células vegetais sao incubadas com uma linhagem de Agrobacterium que
contém um vetor direcionador no qual as sequéncias que s&o homodlogas a uma
seqléncia de DNA no interior do local alvo sdo ladeadas por sequéncias de DNA
de transferéncia (T-DNA)} de Agrobacterium, conforme descrito anteriormente
(Patente Norte-Americana n® 5.501.967, incorporada ao presente como
referéncia). Os técnicos no assunto sabem que a recombinagio homodloga pode
ser atingida utilizando vetores de direcionamento que contém sequéncias que
sdo homélogas a qualquer parte do gene vegetal alvo, seja pertencentes aos
elementos reguladores do gene ou as regifes de codificagdo do gene.
Recombinagido homdloga pode ser atingida em qualquer regido de um gene
vegetal, desde que seja conhecida a sequéncia de acido nucleico de regides que
ladeiam o local a ser dirigido. Agrobacterium tumefaciens € uma bactéria comum
do solo que causa tumor bacteriano do colo por meio de transferéncia de parte
do seu DNA ao hospedeiro vegetal. O DNA transferido (T-DNA) e integrado de
forma estavel ac genoma vegetal, em Que a expressap gera a sintese de
hormdnios vegetais e, portanto, o crescimento tumoroso das células. Um
suposto complexo macromolecular forma-se no processo de transferéncia de T-

DNA da célula bacteriana na célula vegetal.
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[074] Em algumas realizagées, os acidos nucleicos descritos no
presente so utilizados para construir vetores derivados de virus de BNA (+) de
plantas (tais como virus mosaice de bromo, virus mosaico de fumo, virus
mosaico da alfafa, virus mosaico do pepino, virus mosaico do tomate e suas
combinagdes e hibridos). Geralmente, o polinuclectideo heterdlogo inserido pode
ser expresso a partir desses vetores na forma de proteina de fuso (tal como
proteina de fusao de proteina de revestimento) ou do seu proprio promotor
subgendmico ou outro promotor. Métodos de construcao e uso desses virus sao
descritos nas Patentes Norte-Americanas n® 5.846.795, 5.500.360, 5.173.410,
5.965.794, 5.977.438 e 5.866.785, todas as quais 540 incorporadas ao presente
como referéncia.

[075] Em algumas realiza¢Bes, uma sequliéncia de acido nucleico
heterdlogo de interesse que compreende um transgene ACC mutante conforme
encontrado, por exemplo, no germoplasma denominado KSU 08GH701-715bk
ou KSU 06GHATx623x7 14 depositado com os nimeros de acesso ATCC PTA-
8033 e PYA-8034, respectivamente, & introduzida diretamente em uma planta.
Em algumas realizagbes, o transgene e pelo menos 70% homdélogo, pelo
menos 80% homodlogo, pelo menos 85% homologo, pelo menos 90%
homologo, pelo menos 95% homélogo, pelo menos 87% homélogo ou pelo
menos 99% homologo ao gene de herbicida resistente a ACC encontrado no
germoplasma 06GH701-715bk ou KSU 06GHATx623x714 (por exemplo, SEQ
ID N? 1). Em algumas realiza¢es, © transgene & pelo menos 70% homalogo,
pelo menos 80% homdélogo, pelo menos 85% homélogo, pelo menos 90%
homélogo, pelo menos 95% homdlogo, pelo menos 97% homélogo ou pelo
menos 99% homologo ao gene de herbicida resistente a ACC encontrado no
germoplasma 06GH701-715bk ou KSU 06GHATx623x714 gue compreende

uma substituicao de aminoacido Trpae7Cys.
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[076] Um vetor util para metodos de transferéncia genética direta
em combinagdo com selecido pelo herbicida Basta (ou fosfinotricina) é uma
versdo modificada do plasmideo pCIB246 com um promotor CaMV 35S em
fusao operacional ac gene GUS de E. coff e 0 terminal de transcricao de CaMy
358 (WO 83/07278, incorporada ao presente como referéncia).

[077] Apds a ligacdo operativa de uma seqléncia de &acido
nucleico gue codifica o gene heterdlogo a um promotor apropriado e insergao
em um vetor apropriado para o método de transformacao especifico utilizado
(tal como um dos vetores descritos acima), o DNA recombinante descrito acima
pode ser introduzido na célula vegetal em uma série de formas reconhecidas
na tecnica. Os tecnicos no assunto apreciardc que a selecao do metodo
depende do tipo de planta destinada a transformacdo. Em algumas realizagbes,
0 vetor € mantido de forma epissomal. Em algumas realizagdes, o vetor é
integrado ao genoma. Em algumas realizagdes, a transformacao direta no
genoma de plastideos € utilizada para introduzir o vetor na célula vegetal {vide,
por exemplo, as Patentes Norte-Americanas n® 5.451.513, 5545817 e
5.545.818; e o Pedido de Patente PCT n® WO 95/16783, todos 0s quais sdo
integralmente incorporados ao presente como referéncia).

[078] O método basico de transformacéo de cloroplastas envolve
a introducao de regides de DNA de plastideo clonado que ladeiam um
marcador selecionavel junto com o acido nucleico que codifica as sequéncias
de interesse em um tecido alvo apropriado (utilizando, por exemplo,
transformacéao biclistica ou de protoplasta com cloreto de calcio ou PEG). As
regides laterais de 1 a 1,5 kb, denominadas, sequéncias de direcionamento,
facilitam a recombinagao homologa com o genoma de plastideo e, desta forma,
permitem a substituigao ou modificagao de regides especificas do plastoma.
Inicialmente, sao utilizadas mutag¢des pontuais no rRNA de cloroplasta 165 ¢

genes rps12 que conferem resisténcia a espectinomicina e/ou estreptomicina



30/37

como marcadores selecionaveis de transformacgao (Svab et al, 1990, Proc. Natl.
Acad. Sci., 87: 8526}; Staub e Maliga, 1992, Plant Cefl, 4: 39, todos os quais
sdo incorporados ao presente como referéneia). A presenca de locais de
clonagem entre esses marcadores permite a criacao de um plastideo dirigido a
introdugdo de vetor de moléculas de DNA exogenas (Staub e Maliga, 1993,
EMBO J., 12: 601). S&o0 obtidos aumentos substanciais da freqléncia de
transformagao por meic de substituicao dos genes de resisténcia a antibidticos
de proteina r ou rRMNA recessivos com um marcador selecionavel dominante, o
gene aadA bacteriano que codifica a enzima desintoxicante de espectinomicina
aminoglicosideo-3'-adeniltransferase (Svab e Maliga, 1993, Proc. Natl. Acad
Sci, 90: 913). Outros marcadores selecionaveis Oteis para transformacao de
plastideos s&o conhecidos na técnica e englobados dentro do escopo da
presente inven¢io. Plantas homoplasmaticas para genomas de plastideo que
contém as duas sequéncias de acidos nucleicos separadas por um promotor
conforme a presente invencao sao obtidas e preferencialmente sdo capazes de
alta expressédo de RNAs codificados pela molécula de DNA.

[079] Em uma realizagao, os vetores (teis na pratica da presente
invencao sao microinjetados diretamente em celulas vegetais (Crossway, 1985,
Mol. Gen. Genet., 202: 179). Em algumas realizagbes, o vetor & transferido
para a célula vegetal utilizando polietileno glicol (Krens et al, 1982, Nature 296:
72; Crossway et al, 1986, BioTechniques 4: 320); a fusao de protoplastas com
outras entidades tais como minicélulas, células, lisossomos ou outros corpos
de superficie de lipidios fusiveis (Fraley et al, 1982, Proc. Nall. Acad. Sci., U. 5.
A 79: 1859); e transformagac de protoplastas (EP 0.292.435); transferéncia
geneética direta (Paszkowski et al, 1984, EMBO J., 3. 2717; Hayashimoto et al,
1990, Plant Physiol. 93: 857).

[080] Em algumas realizagdes, o vetor pode também ser

introduzido nas celulas vegetais por meio de eletroporacao (Fromm, et al, 1985,
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FProc. Natl. Acad. Sci. U. §. A. 82: 5824; Riggs et al, 1986, Proc. Natl. Acad. Sci.
U. 5. A. 83: 5602). Neste método, protoplastas vegetais sofrem eletroporacéo
na presenca de plasmideos que contém a construcdo genética. Impulsos
elétricos com alta resisténcia de campo permeabilizam de forma reversivel
biomembranas que permitem a introdugdo dos plasmideos. Protoplastas de
plantas eletroporados reformam a parede celular, dividem-se e formam calos
vegetais.

[081] Além da transformacao direta, em algumas realizagdes, 0s
vetores que compreendem uma sequéncia de acido nucleico que codifica um
gene heterologo sao transferidos utilizando transformacao mediada por
Agrobacterium (Hinchee et al, 1988, Biotechnology 6. 915; Ishida et al, 1996,
Nature Biotechnology 14. 745, todos 0s quais sdo incorporados ao presente
como referéncia). Agrobacterium € um género representativo da familia gram-
negativa Rhizobiaceae. As suas espécies s3o responsaveis por tumores das
plantas tais como tumor bacteriano do colo e doenca de raizes com pelos. Na
caracteristica de tecido dediferenciado dos tumores, sdo produzidos e
catabolisados derivados de amincacidos conhecidos como opinas. Os genes
bacterianos responsaveis pela expressao de opinas sao uma fonte conveniente
de elementos de controle para conjuntos de expressdo quimérica. Sequéncias
genéticas heterdlogas (tais como sequéncias de acido nucleico ligadas
operativamente a um promotor conforme a presente invengao) podem ser
introduzidas em células vegetais apropriadas, por meio do plasmideo de Ti de
Agrobacterium tumefaciens (descrito anteriormente). O plasmideoc de Ti &
transmitido para células vegetais mediante infecgao por Agrobacterium
tumefaciens e é integrado de forma estavel no genoma da planta {Schell, 1987,
Science, 237: 1176). Espécies que sé&o susceptiveis a infecgdo por
Agrobacterium podem ser transformadas in vitro. Métodos de transformagéo

para producao de plantas de sorgo transgénicas utlizando transformagao
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mediada por Agrobacterium sao fornecidos na Patente Norte-Americana n®
6.369.298.

[082] Em algumas realizagfes, o vetor & introduzido por meio de
aceleragao de particulas balisticas (Patente MNorte-Americana n? 4.945.050;
Casas et al, 1993, Proc. Nall. Acad. Sci. U. 5 A 80: 11212, todas
integralmente incorporadas ao presente como referéncia).

[083] Em algumas realizagtes, apos selecido de material vegetal
transformado que pode expressar um gene heterdlogo gue codifica uma de
suas proteinas ou variantes heterdlogas, plantas inteiras sao regeneradas.
Regeneragao vegetal de protoplastas cultivados e descrita em Evans et al,
Handbook of Plant Cell Cultures, Vol. 1. (MacMillan Publishing Co., Nova
lorgue (1983}, Vasil, I. R. (Ed.), Celf Culture and Somatic Cell Genetics of
Plants, Acad. Press, Orlando, Vol. | {1984) e Vol. Ill (1986), integralmente
incorporadas ao presente como referéncia. Sabe-se que muitas plantas podem
ser regeneradas de tecidos ou celulas cultivadas que incluem, mas sem
limitacdes, todas as espécies principais de cana de agucar, beterraba de
agucar, algodao, frutas e outras arvores, legumes e vegetais, e
monocotileddneas (tais como as plantas descritas acima). Os meios de
regeneracdo variam de uma espécie de planta para outra, mas geralmente &
fornecida em primeiro lugar uma suspensio de protoplastas transtormados que
contém copias do gene heterdlogo. E formado o tecido de calo e brotos podem
ser induzidos a partir do calo e enraizados em seguida.

[084] Alternativamente, a formagdo de embrides pode ser
induzida a partir da suspensao de protoplastas. Estes embrides germinam e
formam plantas maduras. O meio de cultivo geralmente contera varios
aminocacidos e hormodnios, tais como auxina e citoquininas. Brotos e raizes

normalmente  desenvolvermn-se simultaneamente. A regeneragao eficiente
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dependera do meio, do gendtipo e do historico do cultivo. A capacidade de
reproducéo de regeneracio depende do controle dessas variaveis.

[085] Os exemplos a seguir sao fornecidos para demonstrar e
ilustrar adicionalmente certas realizacbes preferidas e aspectos da presente
invencdo e ndo devem ser interpretados como limitadores do seu escopo.

EXEMPLOS
EXEMPLO 1

RESISTENCIA CONTRA HERBICIDAS EM GENOTIPO DE SORGO SELVAGEM

[086] Sementes de 83 populagdes de sorgo selvagem da Bolivia
foram plantadas em uma estufa para comparagao com Tx2783, um gendtipo de
sorgo de elite susceptivel a herbicida. Gendtipos de sorgo selvagem foram
plantados em placas contendo terra de vasos MetroMix 360 (Sun Gro) e
cultivados em estufa. Tx2783 foi plantado com os acessos selvagens em cada
placa para comparacao. Em uma selegao utilizando cletodim, as plantas foram
pulverizadas com 40 g de ingrediente ativo cletodim por acre’' em dezoito dias
apos o plantio. Tx2783 e muitos dos sorgos selvagens morreram, mas as
entradas tolerantes a herbicida foram transplantadas para vasos para aumento
das sementes. Em uma selegdo utilizando fluoazifop-P, placas com Tx2783 e
acessos selvagens foram pulverizadas com uma taxa de 54 g de ingrediente
ativo fluazifop-P por acre”’ em dezoito dias apés o plantio e com 163 g de
ingrediente ativo fluazifop-P por acre”’ em 32 dias apds o plantio. Tx2783 e
muitos dos sorgos selvagens morreram, mas as entradas tolerantes a herbicida
foram transplantadas para vasos para aumento das sementes. Em um terceiro
experimento, plantas foram pulverizadas com uma taxa de 22 g de ingrediente
ativo quizalofop por acre’ em dezoitc dias apés o plantic com 50 g de
ingrediente ativo quizalofop por acre”’ em 32 dias apés o plantio. Tx2783 e
muitos dos sorgos selvagens morreram, mas as entradas tolerantes a herbicida

foram transplantadas para vasos para aumento das sementes. Um dos
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genotipos de sorgo selvagem, Bol-71, expressou altos niveis de tolerdncia a
cada um dos herbicidas.
EXEmMPLO 2

CRUZAMENTOS DE GENQTIPO DE SORGO SELVAGEM BOL-71 COM LINHAGENS DE

SORGO DE ELITE E DETERMINACAC DA HERANCA

[087] Bol-71 foi cruzado com linhagens parentais de sorgo de
elite que incluem Tx430, 0OMN7645, BTx623 e ATx623. O conjunto de
sementes foi excelente em todos os cruzamentos, 0 que indica gue o genotipo
selvagem foi sexualmente compativel com sorgo cultivado e pdde ser utilizado
em um programa de cultivo de plantas para produzir variedades de sorgo
tolerantes a herbicidas.

[088] O modo de herangca de tolerAncia a herbicidas foi
determinado por meio do plantio de sementes de Bol-71, geragao F1 de
cruzamento de ATx623 x Bol-71 e Pioneer 84G62 (controle susceptivel a
herbicidas) em placas contendo terra de vasos MetroMix 360 em uma estufa
utiizando um projeto de bloco completo aleatdrio (n = 3). As plantas foram
pulverizadas com 20 g de ingrediente ativo fluazifop-P por acre’ em quatorze
dias apos o plantio. Pioneer 84G62 morreu em doze a dezesseis dias apés a
pulverizagdo. Os gendtipos ATx623 x Bol-71 e Bol-71 n&o exibiram danos por
herbicida, o que indica que 0 trago de tolerancia a herbicidas foi transmitido para
sorgo cultivado e gque a tolerancia a herbicidas foi ao menos parcialmente
dominante em hibridos de F1.

EXEmMPLO 3

SEQUENCIAMENTO GENETICO DE GENE DE RESISTENCIA A ACC

[089] Foram iniciados esforcos de sequenciamento genético
para determinar se uma mutagdo genélica poderia explicar o fendtipo de
tolerancia a herbicidas. DNA foi extraido de gendtipos tolerantes a herbicidas

Bol-71 e R91 e gendtipos susceptiveis a herbicidas Bol-36, ATx623 e Tx430. A
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reacdo em cadeia de polimerase {PCR) utilizando primers descritos por Delye e
Michel (Weed Research 2005, 45: 323-330; integralmente incorporado ao
presente como referéncia) foi utilizada para amplificar regides do gene ACC
associadas a expressaoc de tolerancia a herbicidas. O sequenciamento de DNA
{instalacdo de sequenciamento de DNA da Universidade Estadual do Kansas)
de produtos de PCR resultantes de gendlipos de sorgo susceptiveis e
tolerantes a herbicidas revelou que os gendtipos susceptiveis continham a
segléncia de tipo selvagem para o gene ACC relatada para sorgo (seqléncia
de banco de dados Conjuntos de Transcritos Vegetais do Instituto de Pesquisa
Gendmica (TIGR) denominada TA3768_4558; integralmente incorporada ao
presente como referéncia; vide também a Tabela 1 abaixo) e outras espécies
de safras de cereal; os gendtipos tolerantes a herbicidas continham, entretanto,
uma mutacio genética de TGG para TGC gue resulta em uma conversio de
aminodcido Trpzp7Cys (SEQY ID N? 1) na enzima (Fig. 1; vide Delye e Michel,
Weed Research 2005 para numeracAo de aminoacidos). Esta mutacdo é
similar & descrita na grama preta tolerante a herbicidas (Alopecurus
myosurgides Huds.) de Délye et al (Plant Physiology 2005). A grama preta é
uma espécie de erva e 0 Unico lugar na natureza em que essa mutagao foi
relatada. A mutagdo néo foi relatada em sorgo ou outra espécie de safra, nem
descrita como alvo de desenvolvimento de safras tolerantes a herbicidas.
TaBELA 1

SEQUENCIA DE ACC CARBOXILASE DE SORGO (SEQ ID N2 1)

TGGCAGAGCAAANCTTGGAGGAATTCCTGTGGGTGTCATAGCTGTGGAGACACAGAC

CATGATGCAGCTTGTCCCTGCTGATCCAGGTCAGCTTGATTCCCATGAGCGATCCGT

TCCTCGGGCTGGACAAGTGTGGTTCCCAGATTCTGCAACCAAGACAGCTCAGGCATT

ATTAGACTTCAACCGTGAAGGATTGCCTCTGTTTATCCTGGCTAAGTGGAGAGGTTT
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CTCTGGTGGACAGAGAGATCTCTTTGAAGGAATTCTTCAGGCTGGGTCAACAATTGT

COAGAACCTTAGGACATATAATCAGCCTGCGTTTGTCTACATTCCTATGGCTGGAGA

GCTTCGTGGAGGAGCTTGGGTTGTGGTCGATAGCAAAATAAATCCAGACCGCATTGA

GTGTTATGCTGAGAGGACTGCCAAAGGTAATGTTCTCGAACCTCAAGGGTTAATTGA

AATCAAGTTCAGGTCAGAGGAACTCCAAGACTGTATGGGTAGGCTTGACCCCGAGTT

GATAAATCTGAAAGCAAAACTCCAAGATGTAAAGCATGGAAATGGAAGTCTACCAGA

CATAGAATCCCTTCAGAAGAGTATAGAAGCACGTACGAAACAGTTGCTGCCTTTATA

TACCCAGATTGCAATACGGTTTGCTGAATTGCATGATACTTCCCTAAGAATGGCAGE

TAAAGGCGTGATTAAGAAAGTTGTAGACTGGGAAGAATCACGCTCTTTCTTCTATAA

AAGGCTACGGAGAAGGATCTCTGAAGATGTTCTTGCAAAAGAAATAAGACATATAGT

CGGTGACAACTTCACTCACCAATCAGCAATGGAGCTCATCAAGGAATGGTACCTGGC

TTCTCCAGCCACAGCAGGAAGCACTGGATGGGATGACGATGATGCATTTGTTGCCTG

GAAGGACAGTCCTGAAAACTACAATGGATATATCCAAGAGCTAAGGGCTCAAAAAGT

GTCTCAGTCGCTCTCTGATCTCACTGACTCCAGTTCAGATCTACAAGCATTCTCGCA

GGGTCTTTCTACGCTATTAGATAAGATGGATCCCTCTCAAAGAGCGAAGTTIGTTCA

GGAAGTCAAGAAGGTCCTTGGTTGATGATATGATACCAACACATCCAACACTATGTG

CATGCTACATGTTTTTGTTCAAGTACATACATAGAAGGATATTGCTTGGCCTCGTTT

GCTTGGCCGTTTGATCATGTCTGATCTAAGTCGACCATTATTTGTTGAAACTTCCTT

TTTGGACCTGGTGCTATGGTTGATGAATGTATATTGGACGTGTGCGACTGTGCGTTC
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TGCCAGGTGTAAGCTCAAATGTTTAGACAGACCGAGTTATGGTTAGGAAGAGCACGA

GTGAACATGTTCTGGTTTTGCAGTGGTTCAGGAAGGCAGAAAGTTGTTTCACTGTAG

TTCTGAGATGTACTACCAGCGGCCCCCTGLTGTAATTTTAGGGTGTATAATGCGGAT

ACTAGTAAAACAATTGAGTGGTTCATTAAATTTTGAACTCGAATAATG TTCTAG

GCATATGTACCGTACCTCTACGTGAAATAAATGCTGTTGAAATAGCATTCGACACCA

GAATATATGTACCTTACCTAAGAGCTAAGTATTATAATACAACAAGTTGCTGGCCGT

AAGATTTCTTT

[090] Todas as publicagées e patentes mencionadas no presente
pedido sac incorporadas ao presente como referéncia. Diversas modificagoes e
variagdes dos métodos descritos e composicdes de acordo com a presente
invengao serdo evidentes para 0s lécnicos no assunto sem abandonar ©
escopo e 0 espirito da presente invengao. Embora a presente invengao tenha
sido descrita com relacdo a realizagbes preferidas especificas, dever-se-a
compreender que a invengao reivindicada no presente nao devera ser limitada
indevidamente a essas realizagdes especificas. De fato, diversas modificagbes
dos modos descritos de conducgao da presente invencao que sao obvios para
os técnicos nos campos relevantes destinam-se a encontrar-se dentro do

escopo das reivindicagdes a seguir.
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REIVINDICACOES

1. METODO DE CONTROLE DE ERVAS, nas proximidades
de um hibrido de sorgo, caracterizado pelo fato de que ¢ germoplasma do
mencionado hibrido de sorgo confere resisténcia a inibicao por um ou mais
herbicidas de acetil-CoA carboxilase em niveis do mencionado um ou mais
herbicidas que normalmente inibiriam ¢ crescimento de um hibrido de sorgo,
em que mencionado germoplasma do mencionado hibrido de sorgo gque
confere resisténecia a inibicBo por um ou mais herbicidas de acetil-CoA
carboxilase compreende:

(i) uma sequéncia compreendendo a SEQ ID NO:1 que
adicionalmente compreende uma substituicdo de nucleotideo de guanina
substituida por citosina na posicdo 220; ou

(i} mutacdes no gene da acetil-CoA carboxilase conforme
encontrado no ATCC N°® PTA-8033 ou ATCC N* PYA-8034;

em que © mencionado método compreende:

a) fornecimento dos mencionados um ou mais herbicidas de
acetil-CoA carboxilase;

b) aplicagao dos mencionados um ou mais herbicidas de
acetil-CoA carboxilase a um campo que compreende o mencionado hibrido de
S0rgo; e

) controle de ervas nas proximidades do mencionado hibrido
de sorgo, de tal forma que o crescimento das ervas seja prejudicado pela
aplicagdo dos mencionados um ou mais herbicidas e o crescimento do
mencionado hibrido de sorgo nao seja prejudicado.

2. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que os mencionados um ou mais herbicidas de acetil-CoA
carboxilase sio selecionados a partir de um grupo que consiste em

ariloxifenoxipropionatos e ciclo-hexanodionas.
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3. METODO, de acordo com a reivindicacao 2, caracterizado
pelo fato de que os mencionados herbicidas ariloxifenoxipropionatos séo
selecionados a partir do grupo que consiste em clodinafop-propargil, ¢i-
halofopbutil, diclofopmetil, fenoxaprop-P-etil, fluazifop-P-butil, haloxifopetoxietil,
haloxitopetotil, haloxifop-R-metil, propaquizafop, quizalofop-P-etil, quizalo-P-
tefuril, & suas combinacgées.

4. METODO, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado
pelo fato de gue sementes do hibrido de sorgo sac revestidas com um
herbicida acetil-CoA carboxilase.

5. METODO, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o mencionado hibrido de sorgo € criado por meio de
incorporagdo de um gene heterdlogo que compreende uma ou mais mutagdes
para conferir resisténcia a um ou mais herbicidas de acetil-CoA carboxilase.

8. METODO DE PRODUGCAO DE UMA LINHAGEM
VEGETAL HIiBRIDA DE SORGO, resistente a um ou mais herbicidas de acetil-
CoA carboxilase, caracterizado pelo fato de que o germoplasma do
mencionado hibrido de sorgo confere resisténcia a inibigao por um ou mais
herbicidas de acetil-CoA carboxilase em niveis do mencionado um ou mais
herbicidas que normalmente inibiriam o crescimento de um hibrido de sorgo,
em que mencionado germoplasma do mencionado hibrido de sorgo que
confere resisténcia a inibicao por um ou mais herbicidas de acetil-CoA
carboxilase compreende:

(i) uma sequéncia compreendendo a SEQ ID NO:1 que
adicionalmente compreende uma substituicao de nucleotideo de guanina
substituida por citosina na posigdo 220; ou

(i} mutagdes no gene da acetil-CoA carboxilase conforme
encontrado no ATCC N° PTA-8033 ou ATCC N? PYA-8034;

em gque 0 mencionado metodo compreende:
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a) identificacgdo de um germoplasma que confere a
mencionada resisténcia a herbicidas, em que o mencionado germoplasma
resistente a herbicidas & derivado de um hibrido de sorgo resistente a
herbicidas; e

b) introducdo do mencionado germoplasma em uma linhagem
vegetal de sorgo de elite por meio de introdugio de um gene heterédlogo.

7. METODO, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado
pelo fato de que os mencionados um ou mais herbicidas de acetil-CoA
carboxilase sao selecionados a partir de um grupo que consiste em
ariloxifenoxipropionatos e ciclo-hexanodionas.

8. METODO, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado
pelo fato de que os mencionados herbicidas ariloxifenoxipropionatos sao
selecionados a partir do grupo que consiste em clodinafop-propargil, ci-
halofopbutil, diclofopmetil, fenoxaprop-P-etil, fluazifop-P-butil, haloxifopetoxietil,
haloxifopetotil, haloxifop-R-metil, propaquizafop, quizalofop-P-etil, quizalo-P-
tefuril, e suas combinacgtes.

9. METODO, de acordo com a reivindicacao 6, caracterizado
pelo fato de gue sementes do hibrido de sorgo saoc revestidas com um
herbicida acetil-CoA carboxilase.

10. METODOQ, de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado
pelo fato de gue o mencionado germoplasma resistente a herbicida
compreende resisténcia a um ou mais herbicidas de acetil-CoA carboxilase e
resisténcia a um ou mais compostos de um ou mais grupos de herbicidas que
nao sejam herbicidas de acetil-CoA carboxilase.

11.  METODO DE CONTROLE DE ERVAS, nas proximidades
de um hibrido de sorgo, caracterizado pelo fato de que o germoplasma do
mencionado hibrido de sorgo confere resisténcia a inibigdo por um ou mais

herbicidas de acetil-CoA carboxilase em niveis do mencionado um ou mais
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herbicidas gue normalmente inibiriam o crescimento de um hibride de sorgo,
em qgue mencionado germoplasma do mencionado hibrido de sorgo que
confere resisténeia 4 inibicdo por um ou mais herbicidas de acetil-CoA
carboxilase compreende uma sequéncia compreendendo a SEQ 1D NO:1 gue
adicionalmente compreende uma substituicido de nucleotideo de guanina
substituida por citosina na posicédo 220,

em gque 0 mencionado metodo compreende:

aj crescimento do dito hibrido de sorgo a partir de uma
semente, em que a mencionada semente & designada ATCC N? PYA-8034.

b) aplicagao dos mencionados um ou mais herbicidas de
acetil-CoA carboxilase a um campo gue compreende o mencionado hibrido de
SOrgo; e

c) controle de ervas nas proximidades do mencionado hibrido
de sorgo, de tal forma que o crescimento das ervas seja prejudicado pela
aplicagao dos mencionados um ou mais herbicidas e o crescimento do
mencionado hibrido de sorgo nédo seja prejudicado.

12.  METODQ, de acordo com a reivindicagio 11,
caracterizado pelo fato de que os mencionados um ou mais herbicidas de
acetil-CoA carboxilase séo selecionados a partir de um grupo gue consiste em
ariloxifenoxipropionatos e ciclo-hexanodionas.

13. METODO, de acordo com a reivindicagdo 11,
caracterizado pelo fato de gue 0s mencionados  herbicidas
ariloxifenoxipropionatos sao selecionados a partir do grupo que consiste em
clodinafop-propargil, ci-halofopbutil, diclofopmetil, fenoxaprop-P-etil, fluazifop-P-
butil, haloxifopetoxietil, haloxifopetotil, haloxifop-R-metil, propaquizafop,

quizalofop-P-etil, quizalo-P-tetfuril, e suas combinagbes.
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Bol- 71: Tolerancia a herbicida ACC
R91: Tolerancia a herbicida ACC
Bol-36: Susceptivel a herbicida ACC
ATx623: Susceptivel a herbicida ACC

Tx430: Susceptivel a herbicida ACC
Bol-36: Susceptivel a herbicida ACC
R91: Tolerédncia a herbicida ACC
Bol-71: Tolerancia a herbicida ACC
R91: Tolerancia a herbicida ACC
ATx623: Susceptivel a herbicida ACC

‘GGCTARQTG BGAGGTITCTCTGGTGGACAGRGAGATCTCT

Fig.1
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