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COMPOSICOES E METODOS PARA MODIFICAR A EXPRESSAOQ DE
GENES USANDO O PROMOTOR DO GENE DA PROTEINA DE
CONJUGACAO A UBIQUITINA DE PLANTAS DE ALGODOEIRO

Campo da Invencdo

A presente invengdo estd relacionada a um novo promotor de expressio de genes
em plantas. Mais especificamente a invengdo refere-se a seqiéneias regulatorias de
polinucleotideos isoladas de plantas de algodoeiro que sdo capazes de iniciar ¢ actonar i
transcrigdo de polinucleotideos, e ao uso destas scqiiéncias regulatérias na modificacio
de transcrigio de polinucleotideos endogenos e/ou heterdlogos e producic de
polipeptideos. A invengdo descreve ainda construgdes de DNA que contém o promotor
do gene da proteina de conjugacdo a ubiquitina de plantas de algodoeiro que esta
operacionalmente ligado a um gene heterdlogo efou enddgeno. Além disso, a invengio
diz respeito ao uso destas constru¢des na forma de vetores de expressdo. vetores
recombinantes ¢ em plantas, células vegetais ou protoplastos transgénicos. A invencio
ainda descreve um método utilizando tais construgdes contendo o promotor do gene da
proteina de conjugagdo a ubiquitina de plantas de algodoeiro para produgio de plantas.,

células vegetais ou protoplastos transgénicos,

Fundamentos da Invencio

A expressio de um gene ¢ regulada, em parte. pelos processos celulares
envolvidos na transcri¢do. Durante a transcricdo, um RNA de filamento tnico.
complementar a seqii€ncia de DNA a ser transcrita ¢ formado pela agio de polimerases
de RNA. A iniciagio de transcrigio em células eucaridticas é regulada por interacdes
complexas entre motivos de DNA cis-atuantes, localizados dentro do gene a ser
transcrito, e fatores de proteina trans-atuantes. Dentre as regioes regulatérias cis-
atuantes estdo as sequéncias de DNA, chamadas promotores, as quais a RNA
polimerase ¢ primeiramente ligada. direta ou indiretamente. Para efeitos da presente
mvengdo, o termo “promotor” se refere a sequiéneias especificas de DNA, usualmente 4

montante (57} da regido codificadora de um gene estrutural, que controla a expressio

desta regido

codificadora devido a sua capacidade de prover um sitio de
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reconhecimento para a RNA polimerase e'ou outros fatores necessarios para o inicio da
transcrigio. ¢ que para esta sc inicie no ocal correto do genc.

Tipicamente. um promotor possui um “TATA box™ ¢ uma regifio de atis agdo a
montante. Estc TATA hox € o responsavel pela localizagdo do inicio da transericio.
aproximadamente 25 pares de base na diregdo do inicio da segiiéncia codificadora do
gene (37).

Existem dots tipos basicos de promotores. os induziveis € os nao indurives.
tambem chamados constitutivos. Um promotor induzivel é um promotor capaz de ativar
{direta ou indirctamente) a transcri¢do de uma ou mais seqiiencias de DNA ou HENCS em
resposta a um determinado indutor. Na falta deste indutor, as seqiiéncias de DNA ou
genes ndo serdo transcritos. O indutor pede ser um componente quimico (descrito, por
exemplo, no documento de patente WOY519443), um estresse de origem fisiologica
(como no caso de ferimentos, que ¢ descrito, por exemplo. no documento de patente
US6677505). ou um composto endogeno gerado em resposta & mudang¢as no
desenvolvimento da planta.

Existem inumeros promotores tecido-especificos descritos para plantas, como ¢
o caso da expressio especifica em semente (WO8903887), tubérculo (como
mencionado no pedido de patente US20030175783, Keil et al., 1989 EMBO J. §:
1323:1330), tolhas (como mencionado no pedido de patente US20030175783. Hudspeth
et al. [989 Plant Mol Biol 12:579-589), fruta (Edwards and Coruzzi (1990)
Annu.Rev.Genet. 24, 275 a 303 e US5753475), caule (como mencionado no pedido de
patente US20030175783, Keller et al., 1988 EMBO J. 7 3625-3633), tecidos vasculares
(como mencionado no pedido de patente US20030175783. Peleman et al., 1989 Gene
84: 359-369 e Schmiilling et al. (1989) Plant Cell 1, 665-670), raiz (US20060143735 ¢
como mencionado no pedido de patente US20030175783, Keller et al.. 1989 Genes
Devel. 3:1639-1646). estames (WO8910396, W09213956). promotores especificos da
zona de deiscéncia (WO9I713865) ¢ meristema (Ito et al. (1994) Plant Molecular
Biology, 24, 863 a 878).

Os promotores constitutivos, por sua vez, sdo capazes de dirigir a expressao de
seqliéncias de DNA durante todo o desenvolvimento de uma planta., além de nio possulr
uma especificiddade quanto ao local de expressdo desta seqiiéncia. sendo esta. entio,
expressa em uma grande variedade de células e tecidos da planta. Apesar disso, o termo

“constitutivo” ndo implica que a segiiéncia ¢ expressa nos mesmos niveis em todas as

celulas vegetais.




A

Com as téenicas de recombinagio. ¢ possivel ativar o local de nicio da

transcrigdo de uma sequéncia nucleotidica de inferesse. como a de uina segiiéncia
heterbloga ou de ocorréncia nio natural. numa célula hospedeira vegetal.

Os promotores gue causam a expressdo constitutiva dos genes controlados por
cles podem  ser utilizados. por exemplo. para selecionar as células vegetais
transformadas, na expressio de um gene marcador de selegdo em plantas transgénicas.
na geragde de células vegetais resistentes a antibidticos, ou para geragdo de vegctais
tolerantes a herbicidas, tolerantes a inscticidas ¢ resistentes ¢ ao estresse de patogenos.
visto que os produtos dos genes controlados por estes estdo presentes em todas as partes
do vegetal.

Os genes exogenos de importancia agrondmica, medicinal ou outra podem ser
expressos em uma varicdade de vegetais, por exemplo. para a gera¢do de proteinas
recombinantes heterélogas e para a geragio de vegetais que contenham polipeptideos de
mantiteros. As quantidades do padrao de expressdo no espago e no tempo. de genes de
vegetais endogenos, também podem ser vantajosamente alterados com o auxilio de
promotores constitutivamente ativos,

Os primeiros promotores utilizados na expressido de genes em plantas foram de
origem viral ou bacteriana, no caso, de bactérias do género Agrobacterium. Ambos os
sistemas apresentam vantagens no caso de expressdo heterdloga em plantas. pois esse
principio constitui a base de seu mecanismo de infecgdo. Muitos destes promotores vém
sendo amplamente utilizados na produgido de plantas geneticamente modificadas,
expressando proteinas de interesse.

Alem dos promotores derivados do T-DNA de Agrobacterium como o
responsavel pela sintese de manopina (mas), octopina {ocs) e de nopalina (nos). existem
0s promotores derivados de virus, onde o mais amplamente utilizado ¢ o CaMV35S,
correspondendo ao fragmento promotor 358 do virus mosaico da couve tlor. Mais tarde.
este mesmo promotor teve sua regido regulatoria duplicada e fundida a uma sequéncia
enhancer do virus mosaico da alfafa, gerando um promotor de plantas recombinante
bastante eficiente na indug¢do da expressio de seqiiéncias  codificadoras a ele
associadas.

Outros promotores constitutivos de origem viral sdo, por exemplo. o promotor
do virus mosaico de escrofularia (P11101063-0). do badnavirus que infecta a banana
australiana (US6391639) ¢ o promotor do virus baciloforme da cana-de-acicar

(US6489462). No entanto, os promotores virais € de Agrobacterium possuem problemas
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emrelagdo aosua capacidade regulatoria, podendo ser particularmente instds eis ¢
propemsas a trinsferencia horizontal de genes ¢ a recombinagio gentea ressaltundo .
tmportineia da busca de promotores de orrgem v eeetal.

Ox promotores constitutivos inirinsceos de vegetais sio. por exemplo. o
promotor daalta tubuling de cate (US0441273) o promotor da proteina trealose 6-
fostato sitase de A thaliang (US20020115850). promotores da actina-2. enolase. Cios-
2o L4 de miho (US6670467). promotor da V-ATPase de Bera vidlgaris (PIOOTAS37.
2 promotor hsp8O de Brassica (PI9300296-3),

Apesar de muito desses promotores vegetais apresentarem uma forte expressilo.
os dados mostrados dos presentes promotores se referem basicamente a uma andalise
qualitattva. A presente invengdo. no entanto. além de apresentar dados qualitativ os
tambem apresenta dados quantitativos através do ensaio fluorimdétrico demonstrando,
atraves das analises. sua capacidade de alta expressio.

Os promotores acima descritos foram alinhados com a presente invencio. nio
apresentando identidade signiticativa entre eles. O melhor alinhamento obtido foi com o
promotor de alfa tubulina de caté. com 44.3% de identidade. Esse alinhamento pode ser
feito utihizando softwares existentes na internet. um deles ¢ o BLASTN. que estd
disponivel na pagina do National Center for Biotechnelogy Information NCBI
(wuww.nehrnlmnih,govy.

O promotor da proteina  trealose  O6-tostato  sintase  de A thalicna
(L'S2002011585() mostra uma diminuigdo da atividade na raiz com o tempo de
denvolvimento da planta. A presente invengdo. no entanto apresentou uma alta atividade
de expressio nos tecidos de plantas de rebidopsis transgénicas com 3 meses.
mostrando que a seqiiéneia uceA L7 possui capacidade de expressio em altos iy cis.
ndo apenas no periodo de desenvolvimento. mas também na planta madura. o que
constitul um alto potencial teenologico, jd que a maioria das plantas sio atacadas por
insetos-praga ao longo de toda vida.

Para expressar os genes de selegiio ¢ os genes de resisténeia. ¢ desejavel ter
promotores disponiveis que apresentem uma atividade constitutiva forte ¢ unitorme ¢ 1o
longo de todo periodo vegetativo. se possivel. em todos os tecidos vegetais ou tipos de
cclulas que. além disso, apresentem atividade ainda maior ou que ndo sejam reprimidos
sob condigdes de estressc.

Mesmo que os promotores supracitados tenham sido  caracterizados  como

constitutivos, os padroes de expressio temporal ¢ espacial se diterem. tornando-os
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mapropriados para determinadas aplicagdes. Portanto, faz-se NECCSSArTd 4 prospecgiae ¢
o estudo de outros promotores de plantas. Além disso. para determimadas aplicacoes na
seragao de plantas genctucamente moditicadas., sio descjavens altos nivers de CXPTCNSI0,
aumentando. assim. os niveis do produto proteico deinteresse. Alos nnvers s
expressdo da proteina auxiltam na geragio de plantas. exibindo propriedades tenutipicas
Iporkintes comercialmente, tais como resistenela i insclos-praga ¢ doengas, tolerancia
doestresse ambrental (por exemplo. seca. altas temperaturas, rio, intenstdade Tuminos.
comprimento do dia. quimicos. entie outros). quahdade methorada tpor exeniplo. alta
produgdo de frutos. extensiio do ciclo de vida, uniformidade da torma ¢ da cor. alwo
conteado de agacar, alto conteudo de vitaming C ¢ AL baiva actdes. entre outros).

Promotores podem ser mais efetivos se isolados da mesma especie da planta
transgeénica gerada. A expressio da B-glucuronidase (GLS). sob o controle do promotor
da actina de arroz (Actl) em protoplastos de arroz transformado. foi aproximadamente 6
vezes maior do que a expressido sob o controle do promotor constitutive da dicool
desidrogenase (Adhl) de milho (US658701). Portanto. além de poder ser utilizado
Lomo promotor constitutivo em diversas espécies vegetals. o promotor da presente
invengdo apresenta grandes vantagens com relagdo a produgio de plantas transgénceias
de algodio.

Ubtquitina ¢ uma das proteinas mais conservadas em cucariotos. Uma fungio
fisiclogica para ubiquitina ¢ se conjugar com uma proteina alvo como um sinal de
reconhecimento para degradagiio protéica. A degradacio seletiva de proteinas anormais
¢ realizada em muitas proteinas regulatorias de vida curta, mcluindo proteinas do ciclo
celular. moduladores de crescimento celular ¢ fatores de transcrigdo. Em organismos
mais complexos. a ubiquitina tem stdo codificada por duas pequenas familias de genes.
denominadas de “genes poliubiquiting™ ¢ “genes de fusdo de ubiquiting”. Genes
poliubiquitina compreendem uma repeticio eny tandem da cabega para cauda de 228pb.
com cada repetigio codificando 76 aminodcidos de um monémero de ubiguitina. O
numero de repeticdes em tandem reportou variagoes entre genes dentro dos genomas ¢
entre organismos, de 3 em Dictosnclivm a aproximadamente S0 em Trpanosoma cruzi.
Por outro lado. a familia de gene de fusio de ubiquitina codifica uma repeticio simples
fusionada com um a dois polipeptideos com 32 ou 76-80 aminodcidos cada (Callix ¢t
al.. “Ubiquitin and Ubiquitin Genes in Higher Plants™. Oxford Surveys of Plant
Molecular & Cell Biology. (1989). vol.6. pp. 1-30). Estudos de genes de ubiquitina em

diterentes plantas mostram  que os genes de ubiquiting sdo expressos em todos o
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teeidoss no entanto. o expressdo diferencial dos genes de ubiguitina tambem ¢
visualizada entre a familia génica de ubiquitina. Cada repeticio em tandem ou gene de
ubiquitina pode ser expresso diterencialmente em células ou tecidos.

Promotores de genes da ubiquitina tém mostrado dirigir a expressio de genes.
usualmente GUS ou cloranfenicol acetil transterase (CAT). em células ou plantas
transformadas. Tais promotores tém sido isolados de Arabidopsis (Callis et al.,
“Ubiquitin Extension Proteins of 4 thaliana™. The Journal of Biological Chemistry
(1990), vol. 265.n"21. pp. 124806-12493): girasso} (Binet et al.. “Analysis of a sunflower
polyubiquitin promoter by transient expression”™ (1991) Plant Science. vol 79, pp. 87-
94); fumo (Genschick et al., “Structure and promotor activity of a stress and
developmentally regulated polyubiquitin encoding gene of Nicotiana tabacum”, Gene,
(1994) vol. 148, pp.195-202); milho (US20030066108; US6020190; US5614399:
US5510474: Christensen et al., “Maize polyubiquitin genes: structure. thermal
pertubation of expression and transcript splicing, and promoter activity following
transfer to protoplasts by electroporation”, Plant Molecular Biology. (1992) vol. |8. pp.
675-689). arroz {US6528701): cana-de-aglicar (US6706948); salsa (WO02003102198);
Pinus ¢ eucalipto (PI0309870-2). Tais promotores presentes foram alinhados no
BLASTN com a presente invengfo, ndo apresentando similaridade. Os documentos de
patente US20030066108; US6020190; US5614399 e US5510474 descrevem versdes
engenheiradas do promotor da ubiquitina de milho para aumentar os niveis de EXPressio
quando comparados aos niveis de expressdo do promotor de ubiquitina nativo. A
mvengdo relata que o promotor regula a expressio do gene poliubiquitina de milho
contendo 7 repetighes em tandem. A expressio deste gene de ubiquitina se mostrou
constitutiva a 25°C. e foi induzida pelo calor a 42°C. O promotor foi utilizado com
sucesso para transformar outras plantas monocotileddneas além do milho. incluindo
trigo. cevada ¢ arroz. Porém o prometor da presente Invencdo apresentou ser um
excelente promotor constitutivo. ndo sofrendo alteragdes no seu nivel de expressio,
quando submetido a diferentes temperaturas, além de possuir uma alta expressio ao
longo de todo seu ciclo de vida.

O algodao (Gossypium spp) ¢ uma das mais importantes culturas mundiais.
considerada a mais importante das fibras téxteis. Entre os maiores produtores de
algoddo do mundo, o Brasil destaca-se pela sua produciio, estando entre os principais

produtores de algoddo mundial. No entanto o aumento do custo da produgio ¢
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intlucnciada por problemas na agricultura. como o controle de insetos praga. que gera
custos de cerca de 25% dos custos totais de producio.

Visando o controle desses insetos-praga, o producdo de plantas geneticamente
moditicadas expressando proteinas que confiram & planta resisténcia vem  sendo
utilizada com bastante sucesso. Porém. para a obtencdo destas plantas. € necessario o
controle e direcionamento da expressdo das proteinas entomotoxicas. Para a obtengido de
plantas transgénicas com niveis adequados de proteinas que confiram resisténcia a
nsetos nas plantas. o cscolha de promotores que dirccionem a  cxpressin ¢
extremamente unportante. No  entanto, existem poucos promotores efetivos  para
expressdo em plantas de algoddo disponiveis no mercado atualmente. e nenhum tem
demonstrado uma eficiéncia maior de expressdo comparado com o promotor da presente

mnvengao.

Sumario da invencio

A presente inven¢do compreende a descricio de uma nova seqiiéneia regulatoria
provida para melhorar a expressio de uma seqiiéncia de nucleotideo, tal como genes
estruturais. em plantas, incluindo monocotiledéneas e dicotiledéneas. De acordo com a
presente invencdo € descrito um promotor constitutivo de plantas de algodao
(Gossypium hirsutum) denominado de uceA 1.7 junto com um método para uso dessa
regido regulatoria de polinucleotideo para modificagio de expressio de polinucleotideos
endogenos e/ou heterologos em plantas transgénicas.

Em um primeiro aspecto, a presente inven¢do prové uma seqiéncia de
polinucleotideo isolada de plantas de algoddo (G. hirsutum) que possua 40%,
preferencialmente 60%, mais preferencialmente 75%, mais preferencialmente ainda
9% de 1dentidade com a SEQ ID NOI; seqiiéncia reversa de SEQ ID NOI: sondas ¢
iniciadores correspondendo a SEQ ID NO1.,

Em outro aspecto, a presente invenco prové genes quiméricos compreendendo
o polinucleotideo da presente invencio, ou sozinho. ou em combinagdo com um ou mais
polinucleotideos conhecidos, junto com células € organismos compreendendo estes
£encs quimericos.

Em um aspecto relacionado, a presente invengdo prové vetores recombinantes
compreendendo. na diregdo 5°-3°, uma seqléncia de promotor de polinucleotidea da

presente invencdo, um polinucleotideo a ser transcrito, € uma segiiéncia de terminacio
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do genes. O polinucleotideo o ser transerito pode compreender uma arinacio de Ieitura
aberta de um pohinucleotideo que coditica um polipeptides de interesse. ou pode sor
uma regido de ndo codificagdo. ou nao traduzida, o um polinucleotideo de mreresse. \
matriz de lettura aberta pode ser orientada em umia diregio “sense” ou Cantsense
Preteris elmente. o seqiicneia de terminagdo de genes ¢ tuncional em uma planta
hospederra. Mais preferivelmente, a seqiiéneia de terminagio de genes ¢ a do ogene de
nteresse. mas podendo ser outras deserttas no estado da weenica (vide Benjamin 1ewin,
Grenes VT capitulo 9y como o terminador da nopaling simtase de 1 rionctascicons. Os
vetores recombinantes podem ainda ineluir um marcador para o dentiticacao de célulis
transtormadas.

Em outro aspecto. as células de plantas transgénicas compreendendo o vetor
recombinante da presente invengdo sdo providas. junto com organismos. como plantas,
compreendendo estas células transgénicas. ¢ frutos. sementes ¢ outros produtos.
derivados. ou progénic destas plantas. Os propagulos das plantas transgenicus
imventivas sao incluidos na presente invengio.

Em outro aspecto da presente invengdo ¢ provido um método para modificar a
expressdo de genes em um organismo. como uma planta. incluindo a incorporagio
cstavel no genoma do organismo contendo o vetor recombinante da presente Invengdo,

Em outro aspecto da presente invengio ¢ provido um método para produzir um
organismo transformado, como uma planta. tendo a expressio de um polipeptideo
moditicada. Esse método compreende transtormar uma cclula de planta com o vetor
recombinante da presente invengdio para prover uma célula transgénicas sob condigoes
que conduzem i regeneragdo e erescimento da planta madura.

Ainda em outro aspecto da presente invengdo ¢ provido um método para
dentificagio de um gene responsavel por uma fungio ou tenotipo desejado. O método
compreende: 1) a transtormagio de uma célula de planta contendo um  vetor
recombinante compreendendo uma seqiicneia de promotor de polinucleotideos da
presente mvengdo ligada operacionalmente a um polinucleotideo a ser testado. 2)
cultivar a célula de planta sob condicoes que conduzem a regeneracio ¢ crescimento da
planta madura de modo a prover uma planta transgénica, ¢ 3) comparar o tenotipo da
planta transgénica com o fenétipo de plantas nio transtormadas. ou de tipo selvagem.

Os aspectos acima mencionados ¢ adicionais da presente invencdo e o modo de
obter os mesmos se tornardo evidentes, e a invengido sera melhor compreendida por

referéneia na *Descricdo Detalhada da Invencio™.
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Breve Descricio das Figuras

Figura 1 - Gel de agarose mostrando resultado da amplificacdo com o primer arbitrario
W4 produzindo um fragmento de aproximadamente 1kb. (A) reacdo com os primers W
¢ ucc: (B) reagdo controle apenas com o primer W4: (C) reagiio controle apenas com o
primer uee2; (D) marcador de massa molecular (2//find 111 indicado em kb. A seta

ndica o fragmento amplificado potencialmente positivo de aproximadamente | kb,
Figura 2 - Vetor pGEM-T ligado ao tragmento de 1kb.

Figura 3 - Vetor pCAMBIA 1391 ligado ao inserto de lkb. A figura mostra uma
representagao esquematica do vetor pCAMBIA 1391, (a) contendo o Promotor 35S
duplicado com a seqliéncia enhancer do AMV (Alfafa Mosaic Virus) junto ao gene gus.4
como controle positivo € (b) contendo o promotor do algodiio uceAl.7 (SEQ ID NO1)

de 1 kb junto ao gene gusd, para transformagdo de plantas A. thaliana.

Figura 4 —Gel de agarose da subclonagem do promotor de algodio (clone uceAl) no
vetor pCAMBIAL391. Os nimeros indicam o nimero dos clones analisados. Os clones
1.6, 7 ¢ 8 sdo positivos. O marcador de massa molecular (I kb DNA-ladder, Gibco-

BRL) esta indicado em kb

Figura 5 — Gel de agarose da digestdo dos clones uceAl.l e uceAl.7 com Hind Ul ¢
Xba 1, para andlise da orientagdo do promotor de algoddo (clone uceAl) subclonado no
vetor pPCAMBIA1391. (A) clone uceAl.1; (B) clone uceA!l.7. A seta indica o fragmento
de aproximadamente 200 pb esperado da digestdo para os clones na orientagdo sensc.
Ambos 0s clones tem o promotor na orientagdo correta (sense) em relacio ao gene gusA
presente no vetor. O clone uceAl.7 foi escolhido para as manipulagdes posteriores. O

marcador de massa molecular (1 kb DNA-ladder, Gibco-BRL) esta indicado em kb.

Figura 6 - Ensaio fluorimétrico da atividade especifica de GUS em diferentes partes da
planta de A. thaliana (folha, caule ¢ botdo floral) sob controle dos promotores 358d ¢

uceAl.7.

Descricio Detathada da Invencio

No contexto dessa descri¢do, inimeros termos serdo utilizados e por isso serio

methor detathados a seguir:
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Uim gene quimdérico™ ¢ um gene compreendendo um promotor ¢ uma regiao
coditicadora de diterentes ortgens. No caso da presente i CnGAv. O geNCe guimerico
compreende o polinacleotideo da presente i ciio ligado o regtoes codificadoras de
genes endogenos ¢ ou exdgenos.

Ema seqiieneta consenso™ ¢ uma segiiencia artificial na qual o base em cuda
postedo representa a base freqiicntemente mans encontrada na sequencia atual
cemparando-se diterentes alelos, genes ou OrZANISMos,

P “promotor™ ¢ aquela porcdo do DN acima da regrie codificadora gue
contem sittos de ligagdo para RN A polimerase I para iniciar o ranscrigae do DNy

“EXpressio” ¢ atransericio ou tradugdo de um gene estrutural. endogeno ou
heterdlogo.

“GC box™ ¢ um elemento comum no promotor gue pode aumentar a atividade do
promotor.

“TATA box™ ¢ um clemento no promotor. localizado aproximadamente 30 bascs
acima do sitio de inicio da transcrigdo. O TATA box esti associado com fatores de
transcrigio em geral, incluindo a RNA polimerase 1.

O termo “genc” significa uma unidade fisica e tuncional da hereditariedade.
representada por um segmento de DNA que codifica uma proteina funcional ou
molccula de RNA.

Um “gene endogeno™ é um gene proprio da célula ou do organismo,

Um “gene heterdlogo™ ¢ um gene isolado de um  organismo doador o
recombinado no organismo receptor transtormado. E um genc que ndo ¢ proprio da
celula ou do organismo,

Um “gene reporter™ ¢ uma unidade coditicadora cujo produto ¢ facilmente
testado. por exemplo. genes CAT. GUS. GAL. LUC ¢ GFP. A expressio de um gene
reporter pode ser usada para testar a fungio de um promotor ltgado a esse gene reporter,

O termo “propagule™ como usado na presente invengdo signitfica qualquer parte
de uma planta que pode ser usada na reprodugido ou propagagio. sexual ou assexual.
incluindo as mudas.

“Sense™ signitica que a seqiiéneia de polinucleotideo esta na mesma orientagao
37237 com relagdo ao promotor.

“Antisense” significa que a seqiiéncia de polinucleotideo esta na orientagio

contrirta com relagdo a orientacio 5°-3° do proinotor,

“awe
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Como usado aqui. o termo “x-mero™. como referencia a um valor especitico de
UNTLrefere-se a uma seqiicnela compreendendo pelo menos um numero especifico (a7
de residuos do puliaucleotides identiticado como SEQ D NOT De acordo com Tormis

de realizagio preteridas. o valor de ¢ preferivelmente pelo menos 20, s

S preterivelmente pelo menos 0. mais preferivelmente ainda pelo menos 60 ¢ mais
prefenivelmente pelo menos SO Assim, polinucleotideos da presente U Cngdo
compreendem um polinucleotideo de 20 meros, 40 meros. 60 meros, SO meros. (00
meros. 120 meros. 130 meros, SO meros, 220 meros. 236G meros, 300 gieros, 400
meros. 500 meros ou 600 meros identi ticado como SEQ D NOT ¢ variantes dos

O mesmos.

O termo “polinucleatideo ()" como usado aqui. significa um polimero de
tilamento nico ou duplo de bases de deoxiribonucleotideo ou ribonucleotideo ¢ mcelui
moléculas correspondentes de RNA ¢ DNA. incluindo moléculas de HNRNA ¢ mRNA.
de filamentos tanto “sense™ como “antisense”. ¢ compreende ¢cDNA. DNA genomico. e
- 15 DNA recombinante, assim como polinucleotideos completamente ou parcialmente

sintetizados. Uma molécula de HnRNA contém introns ¢ corresponde a uma molécula
de DNA em um modo geralmente um a um, Uma molécula de RNAm corresponde a
uma molécula de DNA ¢ HnRNA da qual os introns toram excisados. Um
polinucleotideo pode consistir de um gene completo. ou qualquer por¢io do mesmo. Os
20 polinucleotideos  “antisenso™ operiveis  podem  compreender um fragmento  do
polinucleotideo correspondente, ¢ a detinigio de “polinucleotideo™ inclui assim todos
esses fragmentos  antisense operdveis. Os polinucleotideos  antisense ¢ téenicas

enmvolvendo  polinucleotideos  antisense  sio bem conhecidos no estado da teenica

nd

(Sambrook. J.; E.F.Fritsh and T. Maniatis - Molecular cloning. A laboratory manual, 2

]
A

ed.. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989.)

Os polinucleotideos desceritos na presente invenedo sio preferencialmente cerea
de 80% puros, mais preferencialmente pelo menos cerca de 90% puros. ¢ mais
preferencialmente pelo menos cerca de 99, puro.

O termo “oligonucleotideo™ refere-se 4 um segmento relativamente curto de uma
30 sequéncia de polinucleotideo. geralmente compreendendo entre 6 g 60 nucleotideos.
Esses oligonucleotideos podem ser usados como sondas ou miciadores {"primers™),
onde as sondas podem ser usadas para uso em testes de hibridizacio e iniciadores para

uso na amplhificagdo de DNA por reagio de cadeia polimerase.
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O termo “sonda™ utilizado na presente invengdo reiere-se a um oligonucieotideo,

polinucleotideo ou acido nuclcico. sendo RNA ou DNAL se ocorrendo naturalmente
como em uma digestdo de enzima de restricio puriticada ou produzida sinteticamente.
que scja capas de se anclar com ou especiticamente hibridizando com um acido
nucléico contendo seqiicncias complementares a sonda. Uma sonda pode ser ainda de
cadeta simples ou cadeia dupla. O comprimento exato da sonda dependerd de muitos
tatores. incluindo temperatura. origem da sonda ¢ uso do método. Por exemplo.
dependendo da complexidade da seqiéneia alvo. o sonda de oligonucleotideo
tipicamente contém  15-25 ou mais nucleotideos. embora ela possa conter menos
nucleotideos. As sondas aqui sdo selecionadas para serem complementares para
diterenciar cadeias de uma seqliéncia de um acido nucléico particular. Isto signitica que
a sonda pode ser suficicntemente complementar para ser capaz de “hibridizar
especificamente” ou anelar com suas respectivas cadeias-alvo sob uma série de
condigdes pré-determinadas. Conseqlientemente, a seqiiéneia da sonda ndo necessita
refletir exatamente a seqliéncia complementar do alvo. Por exemplo. um fragmento de
nucleotideo nio complementar pode ser ligado ao final 5° ou 3” da sonda. com o
restante da seqliéncia da sonda sendo complementar 3 cadeia alvo. Alternativamentc.
bases ndo complementares ou seqiiéncias longas podem estar intercaladas dentro da
sonda se esta tiver complementaridade suficiente com a seqgiiéneia do 4cido nucléico
alvo para anelar especiticamente com ele.

O termo “primer” como utilizado aqui refere-se a um oligonucleotideo. sendo
RNA ou DNA. cadeia simples ou cadeia dupla. derivado de um sistema bioldgico.
gerado através de digestio com cnzimas de restrigdo. ou produzido sinteticamente que.
quando colocado em um ambiente proprio. ¢ capaz de agir funcionalmente como um
iniciador de uma sintese de acido nucléico dependente de molde. Quando apresentado
com um molde de dcido nucléico apropriado. tritosfatos nucleosideos adequados
precursores de acidos nucléicos. uma enzima polimerase, cofatores adequados ¢
condigdes tais como temperatura ¢ pH adequados. o primer pode ser extendido em seu
terminal 37 pela adi¢do de nucleotideos pela agdo de uma polimerase ou com atividade
similar para produzir uma primeira extensdo do produto. O “primer’ pode variar em
comprimento dependendo de condigbes particulares e requerimentos para aplicagdo. Por
exemplo. em aplicagdes de diagnosticos. o “primer” oligonucleotideo possui tipicamente
de 15-25 ou mais nucleotideos em comprimento. O ‘primer’  deve ter

complementaridade suficiente com o molde descjado para iniciar a sintese da extensio
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do produto  desejado. Isso ndo significa que a seqiicncia do “primer” deva representar
um complemento exato do molde descpado. Por exemplo, uma seqiiéncia de nucleotideo
nio complementar pode ser ligada ao tinal 57 de um cprimer” complementar.
Alternativamente, bases ndo complementares podem estar intercaludas  dentro da
seqiéncia de oligonucleotideo  do “primer’. desde que o cprimer’  tenha
complementaridade suticiente com a seqiiéneiu da cadeia molde desejada para prover

funcionalmente um complexo molde-primer para a sintese da extensio do produto.

O termo “hibridizando especiticamente”™ diz respeito i associagio entre duas
moleculas  de  acidos  nucléicos  de  cadeia simples  que  possuam  seqiéncias
suficientemente complementares para permitiv tal hibridizagio sob condigdes pre-
determinadas geralmente descritas no estado da téenica (apostila: Teenologia de DNA

recombinante. Universidade de Sao Paulo, Capitulo 1. 2003)

Em particular. o termo se refere a hibridizagdo de um oligonucleotideo com uma
seqliéncia substancialmente complementar contendo uma molécula de DNA ou RNA de
cadela simples da presente invengdo. Condicdes apropriadas necessarias para realizacio
da hibridizagdo especitica entre moléculas de acidos nucléicos de cadeia simples de
complementaridade variada estio bem descritas no estado da técnica (apostila:
Tecnologia de DNA recombinante. Universidade de Sdo Paulo, Capitulo 4, 2003). Uma
formula comum para se calcular as condigdes de estringéncia requeridas para se ter uma
hibridiza¢io entre moléculas de acido nucléico segue abaixo (Sambrook et al..
Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 2™ ed. (1989). Cold Spring Harbor
Laboratory Press):

Tm = R15°C - 16.6 Log [Na-] - 041 {(%G-C)  0.63 (%o tormamida)-600 pb no duplex (sonda)

Como ilustragdo da formula acima. usando [Na+] = [0.368] e 50°% de
formamida, com contetdo de GC de 42% ¢ um tamanho de sonda médio de 200 bases. a
Tm sera de 57°C,

Sondas ou primers sio descritos como correspondendo ao polinucleotideo da
presente invengdo tdentificado como SEQ ID NOI1 ou uma variante do mesmo. se¢ a
sonda de oligonucleotideo ou primer, ou seu complemento, estiver contido dentro da
seqliénela especitficada como SEQ ID NOI, ou uma variante desta.

O termo “‘oligonucleotideo™ ¢ referido aqui como ‘primers’ ¢ ‘sondas’ da
presente invengdo, ¢ ¢ definido como uma molécula de acido nucléico compreendendo

de dois ou mais ribo ou deoxiribonucleotideos. preferencialmente mais do que trés. O
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tamanho exato dos oligonucleotideos dependera de vanos fatores ¢ na aplicagdo
particular ¢ use dos oligonucleotideos. Ohgonucleotideos preteridos compreendem 15-
S0 pares de base consceutivas complementares & SEQ ID NO L. A sondas podemn ser
facilmente sclecionadas usando procedimentos bem deseritos no estado da téenica
{Sambrook et al “Molccular Cloning. a laboratory manual™. CSHL Press. Cold Spring
Harbor, NY. 1989), levando em consideragdo estringénceias de hibridizacio DNA-
DNA. recombinagdo ¢ temperaturas de fusdo. ¢ potencial para formagio de lacos ¢
outros tatores. que sao conhecrdos no estado da icenica.

A definicao dos termos “complemento™. “complemento reverso” ¢ Useqliéneia
reversa’, como usados aqui. ¢ ilustrada pclo seguinte exemplo. Para a seqlcéncia
SAGTGAAGT3". o complemento ¢ 3'TCACTTCAS'. o complemento reverso ¢
FACTTCACTS ¢ a seqiiéneia reversa ¢ S’ TGAAGTGAZR",

Como usado aqui. o termo “variante™ ou “substancialmente similar” compreende
seqiicncias de aminodcidos ou nucleotideos diterentes de seqiéncias especiticamente
identificadas. em que um ou mais nucleotideos ou residuos de aminoacidos ¢ deletado.
substituido ou adicionado. As variantes podem ser variantes alélicas, de ocorréncia
natural. ou variantes dc ocorréncia ndo natural. As scqiiéncias variantes ou
substancialmente similares dizem respeito a fragmentos de dcidos nucléicos que podem
ser caracterizados pela porcentagem de similaridade de suas sequiéncias de nucleotideos
com a seqiiéncias de nucleotideo descrita aqui (SEQ ID NO 1), como determinada por
algoritmos comuns empregados no estado da técnica. Os fragmentos de acidos
nucléicos preteridos sdo aqucles cujas seqiiéncias de nucleotideos tém pelo menos cerca
de 40 ou 45% de 1dentidade de segiiéncia, preferencialmente cerca de 50% ou 55% de
identidade de seqiiéncia. mais preferencialmente cerca de 60% ou 65% de identidade de
seqliéncia, mais preterencialmente cerca de 70% ou 75% de identidade de segiiéncia.
mais preferencialmente cerca de 80% ou 85% de identidade de seqiiéncia. mais
preferencialmente ainda com cerca de Y0%. 91%, 92%, 93%, 94%. 93%. 96%. 97%.
98% ou 99% de identidade de seqiiéncta guando comparada com a segiiéneia de
referéneia. A identidade percentual ¢ determinada por alinhamento de duas seqiiéncias a
serem comparadas. determinando o nimero de residuos idénticos na por¢iio alinhada.
dividindo este numero pelo ndmero total de residuos na seqiiéncia pesquisada ¢
multiplicando o resultado por 100. Esse alinhamento pode ser feito através de sottwares
existentes na internet. um deles ¢ 0 BLASTN. que esta disponivel na pagina do National

Center for Biotechnology Information/NCBI (www nebinim nih.go ).
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O termo vetor” diz resperto aoum replicon, tal como plasmideo. cosnudeo.
bacmideo. fago ou virus, no qual outras seqicneias gendticas ou clementos (scja DNA
ou  RNAY possam ser ligadas para serem repheadas juntas com o vetor
Preferencialmente o vetor dervado de virus ¢ selecionado entre vs bacteriofagos.
vaceinias. retrovirus ou virus do papiloma bovine. O “vetor recombinante™ ¢ resultante
da combinagao de um vetor comercial com genes quiméricos. ou o polinucleotideo da
presente invencdo  operacionalmente ligado a um polinucleotideo  endogeno ¢‘ou
heterologo de mteresse que por sua vez esta operacionalmente ligado a um sinal de
terminagde.  lais vetores podem ser obtidos comercialmente. incluindo Clontech
Laboratories, Inc (Palo Alto. Califl). Stratagene (La Jolla, Calit), Invitrogen (Carlsbad.
Calif.). New England Biolabs (Beverly. Mass.) ¢ Promega (Madison. Wis.). Alguns
exemplos de vetores utilizados na presente inven¢do. mas ndo limitados a. sdo 0s
vetores pGEM-T. pCAMBIA 1391,

O termo ‘“sequéncias  acentuadoras de  expressdo”  conhecidas  como
amplificadores ("enhancers”). que podem estar muito distantes do promotor (antes ou
depois. “upstream” ou “downstream™) e quc potenciam a taxa de transcricdo. Estes
amplificadores nado sao especitficos e potenciam a transcrigao de qualquer promotor que
cstiver na sua vizinhanga. A eficiéncia da expressdo de um gene em um tecido
cspecifico depende da adequada combinagio ¢ integragio dos amplificadores. dos
promotores e das seqUiéncias adjacentes.

O primeiro intenstficador descoberto que estimulava a transcricdo de genes
cucariotos toi o SV40 (Presente no genoma do Virus 40 de Simio) Apos a descoberta do
intensificador SV40 foram identificados centenas de outros enhancer como HSV-1.
AMV_HPV-16 . em outros genomas virais no DNA de c¢élulas eucarioticas. ( Lodish et
al. Biologia celular ¢ molecular. 4" edi¢io pag 368)

() termo “operacionalmente ligado™ significa que as seqliéncias regulatorias
necessdrias para expressio da seqiiéneia codificadora  sdo colocadas na moléeula de
DNA cem posigoes apropriadas relativa a seqiiéncia codificadora  para efeito de
expressio da sequéncia coditicadora . Essa mesma definigdo é as vezes aplicada para o
arranjo de seqléncias codificadoras e elementos controladores da transcrigdo (por

-

cxemplo, promotores, auxiliadores ou “enhancers™ ¢ elementos ou seqiiéncias de
terminacdo) no vetor de expressao. Uma regido codificadora exogena é tipicamente
tflanqueada por regides regulatorias operacionalmente ligadas que regulam a expressiio

da  regido codificadora exogena em uma célula transtormada  (podendo ser

ssas
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microorganismo. vegetal ou animal). Uma regido regulatoria tipica vperacionalmente
heada a uma regido coditicadora exogena inclui um promotor, isto ¢ um fragmento de
acide nucléico que pode  causar transericdo de regides  coditicadores CXOgends.
posicionado na regido 3° da regido coditicadora exogena. No caso da presente iny AT
a regido regulatoria diz respeito as regides substancialmente similares a SEQ ID NO 1.
Para auxiliar no aumento da transerigdo de um determinado polinucleotideo. a seqiiéneia
promotora da presente invengdo poderd estar ligada a outras seqiiéncias regulatorias 4
deseritas, tas como: ATATT {clemento de torte CXpressdo na ralv). AACAAAC ¢
GCCACCTCAT telementos relativos a expressdo especitica em sermentes). CACGTG ¢
CCTACC (ambas segiiéneias podem ser estimuladas ao um fator de estresse). entre
outros. (Ai-Min Wu et al. Isolation of a cotton reversibly glycosylated polypeptide
(GhRGPI) promoter and its expression activity in transgenic tobacco. Journal of Plant
Physiology 163 (2006) 426—-433%)

Uma “seqiiéncia de terminagdo™ é uma sequéncia de DNA que sinaliza o final da
transcrigdo. S3o exemplos de seqliencias de terminagdo, mas nio estio flimitados a sinal
de terminagdo de SV40, sinal de adentlagdo de HSV TK. sinal de terminacdo do genc da
nopalina sintetase de Agrobacterium tumefasciens (NOS), sinal de terminagio do gene
da octopina sintetase, sinal de terminacdo do gene 19S ¢ 35S do CaMV. sinal de
terminagdo do gene da alcool desidrogenase de milho. sinal de terminagdo do gene da
manopina sintetase, sinal de terminagdo do gene da beta-fascolina, sinal de terminagdo
do gene da ssRUBISCO, sinal de terminagdo do gene da sucrose sintetase. sinal de
terminacdo do virus que ataca o 7rifolium subterrancan (SCSV), sinal de terminagio do
gene trpC de Aspergillus nidulans e outros semelhantes, A presente invengdo prové uma
regido regulatoria  de

de

polinucleotideos isolados que podem ser empregadas na

manipulagio tenotipos  de plantas, junto com polinucleotideos  isolados
compreendendo estas regides regulatdrias. Mais especificamente a presente invengiio
esta relacionada ao promotor ou seqiéncia regulatoria que ocorre naturalmente em
plantas de algoddo (Gossypinm hirsutum). responsavel pela expressao da proteina de
conjugacdo a ubiquitina nessa especie vegetal. O promotor de algodio foi isolado do
gene responsavel pela expressdo da proteina de conjugacio a ubiquitina foi denominado
ni presente invencgio de uce Al.7 (SEQ ID NOT1).

A quantidade de um polipeptideo de interesse especitico pode ser aumentada ou
reduzida através da incorporacio de copias adicionais de genes. ou sequiéncias de

codificacdo. codificando o polipeptideo. ligado operacionalmente a seqlicneia de
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promotor da presente invencio (SEQ 1D NO 1), no genoma de um organisine. como
uma planta Simtlarmente. um aumento ou ama diminungio na quantdade  do
palipeptideo pode ser obtido por transtormagio de planta com copias antisense destos
BUICS.

O poliucteotidee da presente imvengio foi isolado de plantas de algodio. mas
especiticamente de G, hirsurum, mas cle pode ser alternativamente sintetizado gsando
teenicas de o sintese convencionais, Especilicamente o polinucleotideo isolado da
presente mvengdo inclui a seqicneia identiticada como S Q1D NOL o complemento
reverso da seqlicneia idemtdicada como SFQ D NOT- complemento reverse da
sequencia identiticada como SEQ 1D NOI.

Estudos da atividade do promotor da presente invengdo sdo detalhados nos
exemplos deste relatdrio. Dados experimentais teitos em plantas de  Arabidopsis
quantificando a atividade GUS demonstraram que o vetor recombinante contendo o
promotor uce Al.7 possui maior atividade GUS quando comparado com  promotor
CaMV33Sd.

O polinucleotideo da presente invengio pode ser identificado em seqiiéncias de
DNA genémico de plantas para as quais a informagdo da seqiiéncia de genoma ¢
disponivel ao publico. ou isolado de varias bibliotecas de polinucleotideos, ou pode ser
sintetizado usando téenicas que sdo bem conhecidas no estado da teenica (Sambrook et
al “Molecular Cloning, a laboratory manual™. CSHL Press. Cold Spring Harbor, NY.
1989) O polinucleotideo pode ser sintetizado. por exemplo. usando sintetizadores
automatizados de oligonucleotideos (por exemplo. sintetizador de DNA OLIGO 1000M
Beckman) para obter segmentos de polinucleotideos de até 50 ou mais acidos nucléicos.
Uma pluraridade pluralidade destes segmentos de polinucleotideos podem ser entio
ligados usando téenicas de manipulacio de DNA padrocs que sdo bem conhecidas no
estado da téenica (Sambrook et al “Molecular Cloning, a laboratory manual™. CSHI
Press. Cold Spring Harbor. NY. 1989). Uma técnica de sintese de polinucleotideo
convencional ¢ exemplar envolve a sintese de um segmento de polinucleotideo de
filamento anico. tendo. por exemplo. 80 acidos nucléicos. ¢ hibridizando este segmento
a um segmento de 83 dcidos nucléicos complementar, sintetizados. para produzir um
"overhang” de 5 nucleotideos. O proximo segmento pode ser entdo sintetizado de modo
similar. como um “overhang” de 5 nucleotideos no filamento oposto. As extremidadcs

“pegajosas” ou coesivas asseguram uma li gacao apropriada quando as duas porcdes sio
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hibridizadas. Deste modo. o polinucleotideo desta invengiio pode ser sintetizado

completamente i vitro.

Como obscrvado acima. a seqiicneia de promotor da presente invengio pode ser
cmpregada em velores recombinantes ¢oou de expressdo para acionar a transcricdo ¢ ou
expressido de um polinucleotideo de interesse. O polinucteotideo de intercsse pode ser
endogeno ou heterologo para um organismo. por exemplo, uma planta. o ser
transformada. Os vetores recombinantes ¢ ou de expressdo da presente invengao podem
setassim empregados para modular nivers de transerigao cou expressie de um
polinucleotideo. por exemplo. um gene que esta presente na planta de tipo sebvagem, ou
pode ser empregado para prover transericio ¢/ou expressido de uma seqiiéncia de DNA
que ndo € encontrada na planta de tipo sclvagem, incluindo, por exemplo, um gene que
coditica um gene reporter. como GUS,

Em algumas tormas de realizagdo da presente invengio, o polinucleotideo de
interesse compreende uma matriz de leitura aberta que codifica um polipeptideo de
interesse. A matriz de leitura aberta é inserida no vetor em uma orientacdo sense ¢ a
transformagiio com essa construgdo genética/vetor recombinante ird geralmente resultar
em super-expressdao do polipeptideo selecionado. O polipeptideo de interesse. que sera
regulado pelo promotor da presente invengio, podera ser inserido no vetor na orientaciio
sense. antisense ou em ambas as diregdes. A transtormagio com um vetor recombinante
ciou de expressdo contendo o promotor da invencdo regulando a expressio do
polinucleotideo de interesse na orientagdo antisense ou em ambas as orientagdes (sense
¢ antisense) ira geralmente resultar na expressio reduzida do polipeptideo selecionado.

O polinucleotideo de interesse. como uma seqiiéncia de codificagdo, ¢ ligado de
modo operativo em uma seqiiéncia do promotor de polinucleotideo da presente
invencdo de modo que uma célula hospedeira € capaz de transcrever um RNA acionado
pela seqliéncia do promotor ligada ao polinucleotideo de interesse. A segiiéncia do
promotor de polinucleotideo estd geralmente posicionada na extremidade 5° do
polinucleotideo a ser transcrito. O uso de promotor constitutivo, como a seqiiéncia do
promotor do gene da proteina de conjugagdo a ubiquitina de G hirsutum identiticada
como SEQ ID NOIT, ira atetar a transcri¢do do polinucleotideo de interesse em todas as
partes da planta transformada.

O vetor recombinante ou vetor de expressdo da presente invengio também pode
conter um marcador de selegao que € eficaz em células do organismo. como uma planta.

para permitir a detecgio de células transtormadas contendo o vetor reccombinante

taae
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nventive. Estes marcadores. que sdo bem conhecidos. Upreamente conferem resistenes
duma ou mars toximas Um exemplo deste marcador ¢ o sene apdl cuji expressiio
resulte emoresisténcia @ canamicing ou neomicina, antbioticos que ~do geralmente
toxicos para oflulas de plantas em uma concentragao moderada. As colulus
transtormadas podem ser assim identificadas por sua capacidade de crescer em mero
contenddo o antibiotico em questao. Outros marcadores que podeny ser utihzados para
construir vetores recombinantes cou de cxpressao contendo o polinucleotideo da
presente imvengdo podem ser, mas nao estio hmitados < YCNC fipr contere resistencia an

antibiotico higromicina, gene mand ¢ o gene Har:

O sistema que usa o gene mand {que codifica a enztma PMI - phosphomanmnose
isomerase) de Escherichia coli {Miles ¢ Guest, 1984, Complete nucleotide sequence ot
the fumarase gene tumA. of £, coli. Nucleie Acids Res. 1984 April 25: 12¢8): 3631
3642). tendo a manose como agente scletivo. ¢ um dos novos sistemas sugeridos como
alternativos aos dois primeiros deseritos acima (Joersbo et al.. 1998 Parameters
interacting with mannose selection cmployed for the production of transgenic sugar
beet. Physiologia Plantarum  Volume 105 issue | Page 109 - January 1999
dot:10.1034°1.1399-3054,1999.1 051 I7.X). As espécies vegetais que nao metabolizam
manose sofrem severa inibicao de crescimento quando esta ¢ oferecida como Onica
fonte de carbono em meio de cultura. Os efeitos adversos ¢ inibitorios do uso da
manose sao conseqiicneias do acumulo de manose-6-tostato. produto da fostorilagdo da
manose por uma hexoquinase. PMI promove a interconversio de manose-6-tostato ¢
frutose-6--fosfato. permitindo  assim que a primeira possa ser catabolizada na vig
glicolitica (Ferguson ¢ Street. 1958, Andlise de sistemas gene marcador agente seletivo
alternativos para selegio positiva de embrides somaticos transgenicos de mamoctro.
Rev. Bras. Fisiol Veg., 2001, vol.13. no.3. P.305-372 ISSN (HO3-3131. : Malca ot al..
1967 Advances in the selection of transgenic plants using non-antibiotic marker genes,
Physiologia Plantarum Volume 111 lssue 3 Page 269 - March 200 doiz10.1034:5.1399-
305420001 110301.%).0 gene bar (que coditica a enzima PAT - phosphinothricin-N-
acetvltransterase) de Strepromyees hvgroscopicus (Murakani et al.. 1986 The bialaphos
biosynthetic  genes  of Streptomyvees  hveroscopicus:  molecular cloning  and
characterization of the gene cluster. Molecular and General Genetics,, 205: 42-50.
1986.). tendo o glufosinato de aménio (PPT) como agente seletivo, €. dentre os sistemas

tpo gene de tolerdncia « herbicida. um dos mais amplamente  empregados pela

“ees
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engenharia genctica no desenvolvimento de OGMs vegetais, PAT inativa herbicidas
gue apresentam o PP ocomo composto  ative mediante detoxiticagao  deste. A
detoxificacio. que ¢ resultante da acetilagdo do grupamento amino livre presente no
PPT, torna este incapaz de competir de forma inibitoria com a glutamina sintetase {GS).
possibilitando assim a remogdo da amonia toxica da célula vegetal pela conversio de
glutamato em glutamuina. reagdo esta catalizada pela GS (Lindsey. 1992 Molecular
cloning of ICAM-3. a third ligand for LFA-1. constitutively cxpressed on resting

leukocevtes, Narwre 3600481 - 484 (03 December 1992y doi: 10103836048 La).

Alternativamente. a presenca do gene quimérico em células transtormadas pode
ser determinada por meio de outras téenicas conhecidas no estado da téenica (Sambrook
ct al “Molecular Cloning. a laboratory manual™. CSHL Press. Cold Spring Harbor. NY.
1089), como Southern ¢ PCR.

As técnicas para ligar de modo operativo os componentes dos vetores
recombinantes ou de expressdo inventivos sio bem conhecidas no estado da téenica ¢
incluem o uso de ligadores sintéticos contendo um ou mais sitios de endonuclease de
restrigdo. como descrito. por exemplo. em Sambrook et al (“*Molecular Cloning. a
laboratory manual™, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989). Genes guimeéricos da
presente invengao podem ser ligados a um vetor tendo. pelo menos um sistema de
replicagdo, por exemplo, E.cofi, assim apos cada manipulagdo, as construgdes
resultantes podem ser clonadas ¢ seqlienciadas.

Vetores recombinantes e/ou de expressdo da presente invengdo podem ser usados
para transformar uma variedade de organismos incluindo, mas ndo limitando a plantas.
As plantas que podem ser transformadas usando vetores recombinantes c¢fou de
expressio da presente invengao incluem angiospermas monocotiledéneas (por exemplo
gramineas. milho. grios. aveia, trigo ¢ cevada...). angiospermas dicotiledéneas (por
exemplo  Arabidopsis. tabaco. legumes. alfata.  aveia, eucalipto. bordo..). e
gimnospermas (por exemplo pinheiro, espruce branco, larigo...). Os protocolos de
transformacdo de plantas ja sdo bem conhecidos no estado da técnica (Manual de
transformagio  gendtica de  plantas.  Brasiliaa. EMBRAPA-SPIEMBRAPA-
CENARGEM. Capitulo 3 ¢ 7. 1998). Em uma forma dc realizacio preferida. os vetores
recombinantes ¢/ou de expressdo da presente invengdo sdo empregados para transformar
plantas dicotiledéneas. Preferivelmente, a planta é selecionada da familia das

Malvaccac, mais preferivelmente da espécic Gossypium hirsutum, Outras plantas podem
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ser transtormadas de modo Gtil com o vetor recombinante ¢ ou de expressdo da presente

invengao incluem. mas ndo sdo himitadas a; Adnacardivm, Anona, Arachis. Ariacarpus,
Asparagis, Avopa, vena, Brassica, Cariea, Citrus, Citruflus, Capsicum. Carthamis.
Cocos, Coffea. Cucumis, Cucurbita, Dancus, Elaeis, Fragaria, Giveine, Gossypitini,
Helianthus, Heterocallis, Hordeum. Hvosevamus. Lactuca, Linum, Lolium, Lupinus.
Lycopersicon, Malus, Manihor, Majorana, Mcedicago, Nicotiana, Olea, Orvza. Panicrim.
Pannesetum. Passiflora, Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum, Pyrus, Prinus, Psidium,
Ruphanus,  Ricinus,  Sccale.  Senecio, Sinapis. Solainwm,  Sorghum,  Theobronmis.,
frigonella, Triticwm, Vicia, Viris. Vigna. ¢ Zea.

O simal de terminagao da transcrigido ¢ a regido de pohadenilagdo da presente
mvengdo inclui. mas ndo estd limitado a. sinal de terminacdo de SV40. sinal de
adentlagao de HSV TK, sinal de¢ terminagdo do gene da nopalina sintetase de 1.
tumefasciens (nos). sinal de terminacdo do gene RNA 355 do CaMV. sinal de
terminagao do virus que ataca o Jrifolium subtervanean (SCSV), sinal de terminagdo do
gene trpC de Aspergillus nidulans. e outros semethantes. Preferivelmente o terminador
utiizado na presente invengdo € o terminador do gene que codifica para a proteina de
conjugac¢ao a ubiquitina de algodao.

Os vetores recombinantes e’ou de expressio da invengdo podem ser introduzidos
dentro do genoma da planta hospedeira desejada através de uma variedade de técnicas
convencionais. Por exemplo. introdugdo mediada por 4. rumefasciens; eletroporacio;
tusdo de protoplasto: injegdo em 6rgdos reprodutivos; inje¢do em embrides imaturos:
microinje¢io de protoplastos de células de plantas: utilizando-se métodos balisticos, tais
como bombardeamento de particulas recobertas com DNA ¢ outros. A escolha da
técnica ira depender da planta a ser transformada. Por exemplo. plantas dicotiledoneas ¢
algumas monocotiledoneas ¢ gimnospermas podem ser transtormadas por tecnologia de
plasmideo Ti de Agrobacreriim. Os vetores recombinantes e/ou de expressdo podem ser
combinados com regides tlanqueadoras de T-DNA apropriadas ¢ introduzidas dentro de
vetor convencional hospedeiro A, tumcefasciens. A tuncdo de viruléncia do hospedeiro
A tumefasciens dirccionara a inser¢do das construgdes génicas ¢ marcador adjacente
dentro do DNA da célula vegetal quando a c¢lula é infectada pela bactéria. Técenicas de
transtormagdo mediadas por A, amefasciens, incluindo desarmamento ¢ o uso de
vetores binarios, sdo bem descritas na literatura cientitica (comoe mencionado no pedido
de patente US 20020152501, Horsch et al. Science 233:496-498, 1984; e Fralev et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8(0:4803, 1983).
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Técenicas de microinjeqdoe sdo conhecidas no estado da téenica ¢ bem descritas

em literatura cientitica ¢ patentaria. A introducio de vetores recombinantes ¢ ou de
expressiao uttlizando-se precipitagdes de polictiteno glicol € descrita em Paszkowski ot
al. Embo ). 3:2717-2722. 1984 (como mencionado  no  pedido  de patente
L'S20020152501). Técnicas de eletroporagio sio descritas em From et al. Proe. Natl,
Acad. Scr. USA 82:3824. 1985 (como mencionado no  pedide  de  patente
US20020152501). Técnicas de transformagdes balisticas sdo descritas em Klein et al.
Nature 327:70-73. 1987 (como mencionado no pedido de patente US200201523501), A
introdugido dos vetores recombinantes ¢ou de expressio da presente invengdo pode ser
feita em tecidos, como tecido de tolha, células dissociadas, protoplastos. sementes.
embrides.  regides meristematicas.  cotilédones.  hipocotilédones. e outros.
Preterencialmente a presente invengdo utiliza a transtormacdo através da introducio
mediada por A rumefascions utilizando a A. thaliana com planta modeto (Clough at al.
"Floral dip: a simplitied method for Agrobacierium-mediated transtormation ot .1.
thaliana”, Plant ], 1998 Dec:16(6):735-43.). No entanto outros métodos de
transtormagdo podem ser utilizados para inserir vetores recombinantes eou de
expressio da presente invengdo. tais como a biobalistica. que consiste em uma téenica
de transformagdo direta do DNA que utiliza microprojéteis impulsionados em alta
velocidade para carrear o DNA para dentro das células [Rech. E.L: Aragdo. F.J.L..
Biobalistica. In: Manual de Transtormacio Genética de Plantas (Brasileiro. A.C.M. &
Carneiro. V.T.C. eds.). EMBRAPA Servi¢o de Produgdo de¢ Informagdes —SPI1. 1998,
106pp]. ¢ via tubo polinico. O método de transformagéo via tubo polinico toi divulgado
pela primeira vez por Zhou et al (Zhou, G.. Wang, 1., Zeng, Y.. Huang, J.. Qian. S.. and
Liv. G. Introduction of cxogenous DNA into cotton embryos. Meth. in Enzymol.
101:433-448. 1983) ¢ consiste na aplicagdo de uma solugdo de DNA na parte superior
da magd jovem apos a polinizagio. Utilizando esta técnica, 0 DNA exogeno pode
alcangar o ovirio atraves da passagem deixada pelo tubo polinico e integrar as células
zigoticas ja fertilizadas. porém nio divididas.

Uma vez que as células foram transtormadas, por qualquer uma das téenicas
mencionadas acima. as células tendo o vetor recombinante e/ou de expressio da
presente invengdo mcorporado em seu genoma podem ser selecionadas por meio de um
marcador. como o marcador de resisténcia a higromicina ou a canamicina. As células de
plantas transformadas podem entdo ser cultivadas para regenerar uma planta intcira que

possua o gendtipo transtormado e, finalmente. o fenotipo desejado. Tais téenicas de
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regencragdo  contam com g manipulacdo de certos  fitohorménios em meio de

crescimento de cultura de tecidos. tipicamente contende um marcador biocida ¢ ou
herbicida, que deve ser introduzido junto com a seqiéneia de nucleotideos descjada.
Regeneragdo de plantas a partir de cultura de protoplastos € descrita em Evans et al.

(Evans et al. Protoplasts tsolatton and Culture. Handbook ot Plant Cell Culture. pp. 124-

176, MacMillilan Publishing Company. New York, 1983: ¢ Binding. Regencration of

Plunts. Plant Protoplasts, pp. 21-73. CRC Press. Boca Raton. 1985, como mencionado
no pedido de patente US20020152501). A regeneracdo pode ser também obtida através
de calos de planta. explantes. orgdos. ou parte da mesima. Tais téenicas de regencragio
sdo bem desceritas no estado da téenica. tais como em Leelavathi et al. [Leelavathi et al.
A simple and rapid Agrobacierium-mediated transtormation protocol tor cotton (G,
hirsuium L): Embryogenic calli as a source to generate large numbers of transgenic
plants. Plant Cell Rep (2004) 22:465 470, Esse trabalho descreve um protocolo para
transformagdo e regencragio do algodio onde o calo embriogénico com Agrobacterium,
¢ cultivado sob estresse de desidratacdo ¢ selegiio de antibidtico por 3 a 6 meses para a
regeneragdo de diversos embrides transgénicos. uma média de 75 embrides globular.
Sendo observado sobre a sclegio de placas esses embrides sdo cultivados ¢
multiplicados no meio. seguido pelo desenvolvimento de embrides cotiledonares sobre
o meio de maturagdo do embrido. Para s¢ obter uma media de 12 plantas por placas de
petri de calos co-cultivados. Aproximadamente 83% dessas plantas sio transgénicas. As
plantas transformadas resultantes podem ser reproduzidas de modo sexual ou assexual.
usando metodos conhecidos no estado da técnica [Leelavathi et al. A simple and rapid
Agrobacterium-mediated transtormation protocol tor cotton (Gossipivum hirsutum [..):
Embryogenic calli as a source to generate large numbers of transgenic plants. Plant Cell
Rep. 2004, 22: 463170 |, para dar geragdes successivas de plantas transgénicas.

A produgdo de RNA em células pode ser controlada por escolha da sceqiiéncia do
promotor. por sele¢do do nimero de copias tuncionais ou através do sitio de integragiio
de polinucleotideos incorporados no genoma hospedeiro. Um organismo pode ser
transtormado utilizando um vetor recombinante e/ou de expressdo da presente invengio
contendo mais de uma matriz de leitura aberta de coditica¢do para um polipeptideo de
interesse.

O polinucleotideo isolado da presente invengdo também tem utilidade no
mapeamento do genoma. em mapeamento tisico e em clonagem posicional de genes. A

seqiéneia identificada como SEQ ID NOI ¢ suas variantes podem ser usadas para
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projetar sondas ¢ iniciadores de oligonucleotideos. As sondas de oligonucleotideos
projetadas usando o polinucleotideo da presente invengio podem ser usadas para
detectar a presenga do promotor da proteina de conjugacio i ubiquitina ¢m qualquer
organismo tendo segiiéncias de DNA suticientemente similares em suas células usando
teenicas bem conhecidas no estado da téenica. como as técnicas de hibridizagao de
DNA dot blot (Sambrook. J.. Fritsch, E.F.. Maniatis. T. Molecular cloning a laboratory
manual. 2™ edition [M]. New York: Cold Spring Harbor Lahoratory Press. 198¢)

Os mictadores de oligonucleotideos projetados usando o polinucleotideo da
presente invengdo podem ser usados para amplificagdes de PCR. O polinucleotideo da
presente invenedo tambem pode usado para etiquetar ou identiticar um organismo ou
material reprodutive do mesmo. Esta etiqueta pode ser obtida, por exemplo, por
introdugdo estivel de um identiticador de polinucleotideo heterologo. ndo tuncional.
nio disruptivo. em um organismo. sob o controle do polinucleotideo da prescnte

nvengaio.

Exemplos

A presente invengdo ¢ ainda definida nos scguintes exemplos. Deve ser
entendido que esses Exemplos, enquanto indicam parte da invencio, sio colocados
como forma de ilustragdo semente, ndo tendo. portanto, qualquer cunho limitante do
cscopo das presentes invengoes.

Téenicas usuais de biologia molecular tais como transformacdo de bactérias ¢
cletroforese em gel de agarose de acidos nucleicos sdo referidos através de termos
comuns para descrevé-los. Detalhes da pratica dessas técnicas, bem conhecidos no
estado da técnica, sdo descritos em Sambrook, et al. (Molecular Cloning. A Laboratory
Manual, 2" ed. (1989). Cold Spring Harbor Laboratory Press). Virias solucdes
utilizadas nas manipulagdes experimentais sdo referidas por scus nomes comuns tais
como “agarose™, “TBE™, “miniprep™, ete. As composigoes dessas solugdes podem ser

encontradas na referéncia Sambrook. et al. (supracitada),
Exemplo |

Isolamento da seqiiéncia de DNA promotora do gene da proteina de conjugagdo
ubiquitina de Gossvpiuwm hirsutim

A extragio do DNA em algodio foi realizado através do Kit DNcasy plant mini
Kit 50 da QUIAGEN. A seqiiéncia de DNA responsivel pela expressio do gene da

proteina de conjugagdo & ubiquitina foi isolada de plantas de algoddo utilizando a
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teenica de "Tatl-PCR™ O ~Tail-PCR™ ( Thermal Asymmetrie finterLaced PCR) consiste

numa aphicacdo da teenica de PCR (Reagdo da Polimerase em Cadeia) que permite o
olamento de segmientos de DNA adjacentes & sequéncias conhecidas  utilizando
iniciadores  especiticos  seqglienciais  junto  com  pequenos  iniciadores  arbitrarios
degenerados de modo a controlar termicamente a eficiéneia de ampliticacio relativa de
produtos especificos ¢ inespeeificos (Liv. Y. & Whitticr. R.F. {1995). Thermal
asymmetric mterlaced PCR: Automatable amplification and sequencing of insert end
tragments from P1 and Y AC clones for ciromossome walking, Genomices 25, 674-6%1 )

[ntercalando-se ciclos de alta ¢ baixa estringéncia. produtos especificos sio
preferencialmente  amplificados  sobre  produtos  ndo  especiticos.  Foram  teitas
sequencialmente trés reagdes de PCR (reagdio primaria. reagdo secundaria e reagio
terciaria) utilizando trés niciadores seqlienciais especificos de um lado e um iniciador
arbitrario do outro.
b Reag¢ao primaria:

Foram colocados 200ng do DNA gendmico.do algoddo cv. IAC 98/708. em 20
il de uma reacdo de PCR contendo 20 mM Tris-HC1. 50 mM KCl, pH 8.4, (Gibco PCR
butfer) 2 mM  MgCl.. 200 pM  dNTPs. 400 nM primer UCEl (3
GCTTGCCAATGGAACAT 37). 3 pM primer AD3 (57 WGTGNAGWANCANAG 37).
I' U Taq DNA polimerase (Gibco). A reagdo foi realizada em termociclador (Eppendorf.
Mastercycler gradient) programado para 38 ciclos. com uma etapa inicial de 1 min a 93
*C. scguindo as seguintes etapas: lmin a 93 °C | 94 °C, 55 °C, 2.5 min 72 °C, voltar para
0 passo 3 (1 min a 94 °C) repetir 4 vezes, 3mina 25 °C L 2,5 min a 72 °C. 30 segundos
494 °C. I min a 60 °C. 2,5 min a 72 “C. voltar ao passo de 30 segundos a 94 °C repetir
[ vez. 30 segundos a 94 °C. 1 min a 44 °C. 2.5 min a 72 °C. voltar ao passo de 30
segundos a 94 °C e repetir 14 vezes, finalizando a 72 °C por 5§ min

1) Reacio secundaria:

Foi adicionado 1 pl do produto da reagdo primaria a 20 pul de uma reagio de
PCR contendo 20 mM Tris-HCL 50 mM KCL pH %.4. (Gibco PCR buffer) 2 mM
MgCly. 200 uM dNTPs. 400 nM primer UCE2 (3" AGRTCCTTIAGCTCCTT 375 2 uM
primer AD3 (5 WGTGNAGWANCANAG 37). 0.6 U Taq DNA polimerase (Gibeo). A
reacdo foi realizada em termociclador ( Eppendort, Mastercycler gradient) programado
para 13 ciclos. com uma ctapa inicial de 30 segundos a 94 °C. scguindo as seguintes

etapas: 1 min a 55 °C . 2.5 min 72 °C. voltar para o passo inicial e repetir | vez, 94 °C
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por 30 segundos. 44 °C por 1 nin. 72 7°C por 2.5 min. voltar para o passo iniaal ¢ repetie
Il verses, finalizando a 727 C por 3 min.
3} Reacio terciaria:

Foi adicionado 1 pl do produto da reagdo secundara a 20 pl de uima reagio de
PCR contendo 20 mM Tris-HCL 50 mM KCl. pH 8.4, (Gibco PCR bufter) 2 mM
MgCls, 200 M ANTPs. 400 oM primer W4 (37 AGWOGNAGWANCANAGA 3 0.6 U
Tag DNA polimerase (Gibeo). A reagiio foi realizada em termociclador (Eppendort.
Mastercyeler gradient) programado para 13 ciclos. com uma etapa inicial de 30
segundos a 94 7°CL seguindo as seguintes clapas: 1 min g 55 °C |, 2.3 min 72 °C. voltar
para o passo inicial ¢ repetir 1 vez, 94 °C por 30 segundos, 44 °C por | min. 72 °C por
2.5 min, voltar para o passo inicial ¢ repetir 11 vezes. finalizando a 72° C por 5 min.

A amplificagdo com o primer arbitraric W4 produziu um fragmento de
aproximadamente 1.0 kb potencialmente positivo. Baseado nos controles do TAIL-PCR
foram feitas como controle rea¢des apenas com os primers arbitrarios ¢ outra apenas
com o primer UCE2. Foram considerados como potencialmente positivos os produtos
amplificados na reagdo com os dois primers (W4 e UCE2) e que ndo estavam presentcs
nos controles apenas com um dos primers (Figura 1).

O produto do PCR toi submetido a eletroforese em agarose-TBE e o fragmento
amplificado de 1.0 kb foi purificado com o kit ‘Gene Clean’ (QIAGEN) e ligado ao
vetor pGEM-T (Promega). O vetor recombinante resultante (Figura 2) foi usado para
transtormar células de £. cofi por eletroporagio (Manual de transformacio genética de
plantas. Brasilia. EMBRAPA-SPI/EMBRAPA-CENARGEM, 1998. 101. p.). Doze
clones foram selecionados e o scu DNA purificado através de preparacio de DNA
plasmidial em pequena escala (miniprep) {Sambrook. et al. (Molecular Cloning. A
[Laboratory Manual, 2" ed. (1989). Cold Spring Harbor Laboratory Press]. Os 12 clones
toram seqilienciados em um segiienciador automatico ABI usando os primers T7 e SP6.
O sequenciamento tor feito na plataforma de sequenciamento da Embrapa-Cenargen ¢
confimiados  como  positivos  através  da  andlise das  seqUéncias.  Seis  clones
apresentavam o promotor na orientagdo ‘antisense’ em relagdo 2o gene lacZ presente no
VCLor € seis apresentavam o promotor na orientagio “sense” em relagdo ao lacZ do vetor.

As seqliéncias resultantes geraram uma seqiiéncia consenso a SEQ ID NO 1.
com base no alinhamento das seqiiéncias dos clones positivos com a seqiiéncia do

promotor do algodio.
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A analise da seqtiéncia do gene de algodao 1solado correspondente o tanulia do
gene Leubed revelou a existéncia de segmento similar @o consenso TATA box presente

usualmente em promotores de cucartotos. Adicionalmente. a comparagdo da seqiiéneia

obtida com outras seqgiiéncias depositadas nos bancos de dados nao revelou qualquer
similaridade significativa. assim como também nao foram detectadas seqliéncias abertas
de lettura significativas, indicando que a regido ndo corresponde a4 uma seqiiéneia

caditicadora.

Exemplo 2

do g

A analise comparativa da segiiéneia promotora uceA L7
comugagdo de ubiquitina de algoddo com outros promotores constitutivos de plantas.
mostrou que o promotor uccAl.7 ¢ significativamente diferente dos promotores

deseritos na literatura, como mostra o alinhamento abaixo:

Arabidopsis 0000 - e----eiooo eao o oo oo oo oo
lce Oryza 3
Gos-2_Zea R
ilce Orvyza 1
A-Tubulin_Coffea 1
Uce_Oryza_4

UBI9 Saccharum
Enclase Zea
Actin-2 Zea

Uce_ Oryza 2

UceAl .7 -
A-Tubulin_ Coffea 2
358d_AMV

——————————————————————————————————— £6
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Arabidopsis
Uce Oryza 3
Gos-2 Zea
Uce Oryeza 1 -
A-Tubulin Coffea 1 OGGGCTGGACCGATGOGTGGAGCGGAMAATGCTGGAGTATTGGACCACCAACCARRCAAAAT
Uce_Oryza_4 = = —--------—---omoo-ae o
UBRIS_Saccharum
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PCTATGTGTATWCATGATGGAﬂATGGTA(PATALTALGGAGTTTTTTCTTCALAAAAFAA 500
————————— TTCoTTo oo - --- - -AGTGAAGTAGCAGAGATAATAG 22

GGATCAAACTACTACTAGTAGGGAAATGCTTCAAAGACTTCTCTTGTGATTTTCTCCCAG 616

40

CCTGTTATTTTGACCTCCAACCAAACACGAATTATACCAAAAATTGGGTTATTTCAT(TA 660
TTATTACAGTAGCACTAATAAAATAAAATACATTTTATTACAAAAAAACGTACAAGABGT 82

CCGAATGGTCCAAGTACACTAGCAAAAGAAGCACAAACGGTACCAATGACTCGAGCGAGC 676

GCG ATCTGAGAGAACGGTAGAGTTCCFGCCCGGCGCGCGGGAGAGGAGGACGGTCGGPCG 100

TAGTACAACTCTATTATAAAFATGCAGTAAATTATCCTACACATATACCAAAATTCAAGT 120
CCGCGAAGATAGOCAATCAGAACGCAAGAAGACAACCCAATTCT - CCTATTTTTTTATTA 141

TGACATTTTGGGCTTCAGATTAGCACAAGACAAAAGGATTTTTCACTTTTCTTCTGTAGG 736

CGGAGGATCCGATGGCCGGGAACGAGTCGATCAATGGGTACCTGGAGGCGATLCTCGACA 160

GTAATAATCCTAATACACACACTTAAAAATCAAACTATTTCCTTTTTAAGATATCGAAAA 780
AATATTTCTAGAAGAAAGGG1AAATTACGCCCCACGGTCACAAAACTATTAATAAGATCA 201
T e oo e CATTTCTTGCCAGAAAGCACTAGTGAATATTCTATCCCTGTCAG 14
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OGRS PEA TS ATTATTT IO TG A T OL 54 et
CTOGCRGG TTGUAS TORATTCAGGREGC T T T TGAGAT T GHATALOGT
AR T OGSO GO TGO OGCRO NG 0GNCGEEEGGGACTCOMIETN

CCATTTTITTAACGGAASGAANACARATTCOOATCRAGGUGGAAL MRCU AT
TATATTIATCAUTCAARCTTCCAAAAS T TACAMAATGA I TAV I AAARC TATTUAARAG T T
TCANTATAGRTT T GGARGTCCATGTAAT CTAAAA L G T T O AGGAACAG TTOAG U

-GTOTTCATTTGATAGAGTCTAARATCACUCACT TACATTGACTAACCCCAN

TGGCTATTTGATTTT T TORRAGATAT I TT I TCCC THGGAAGACACCTATGOGR U AAGA
T T AT O ARAT Y T AT A T T A T AT BOT AR T T BG RO CCCT TOACA TG TRAUCG T

CORAGGCHGCGAGCCCUUGTGHT QUUNACR TGAAC T TCAN  CCOTIIGCAC AT T T

ACCTCACCCAATACGGAGCCGCCGGGT1GACCGCGTCACCCGGTCCTAACGGCGACCAA(
ATTTCAAGTCATTGGAT TG TTARAATACCATTTSTATGGATTTCCCTGTTCACATTGCCT
CTGTTTGGTTGTGAAGGGGTGAGCTAAGGCAAGCAAATGACCTACT TTGGACARCCTATC

TATTATCTTATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATATA
TGTAGCCCAGGCCCAAATCCCCCGGARY TTTARACTGAAATCTOGGAAY AGCAGATGOCA

AAACCAGCCAGAAGABATTACAGTAAAAAAAAGTAAATTGCACTTTGACCCACCTTTTAT
ACATCAATCGARGCCTCTCATTCCCCTTCTTTTTTATAGAT TAAGT TTTTTTTTATARAA
BATCACGTATTATATCCTTGACATTCTGGARGGCTCTCTATGAAGTCCATGGTTAGGTGA
---------------------------------------------- GGTCCCATCTGAG

TARAATAGGAGTCTATGAGTCGATGGAACTTATCCAACTARACTTTAATAAGAATGAACC

TATATATCACATCAGTCTCTGCACAAAGTGCATCCTGEGCTGCTTCAATTATAAAGCCCC
ACGGTCGTAATTCGTCAAGCAATCCGAAACGTCGCCACACCCCCACGCCAGCTGGAAAAT
e AAGCTTGTCTGTCTCTACTAGATACCAGGGTTTC
GCCACCCGCARCGCCCGCGAGCGCAGCACCAGGUTCGAGAACATGTGCTGGCGGATC TGS
AACGGAGATAGTGCATCTATCATGCGATTCTTCGACGGAGTCGACGTCTGATTGGACCAG
ATGATTGUTTTCAATATAGGUTGATGGAGCCTATGAATGATCTATAACTATGTGATTGGA
TACCCAAAGTTTCAATTTGGACCACCCTTARACCTATCTT TTCAAAT TGGGCCGGETTGT
CAATTTTAAACATCATGAATCTCTGAACTAAAATTTAAATAACTTTTTTCTTCGATCTTT
GTCCAAGCTAAACGAGGAATAGGTGATGGTTGTAGCAGTCCAAGGTAGGGTCCATGCTTT
ACTTTTCAACRARGGGTAATAT CGGGARACCTCCTCGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGT

AAACTCAATTTT——GTAATAATATTTAAAATACGTT*f-TTTACTCTCTCCCAGA——fAT

--- s -ATTATTGGUTGTAGGAT - - -TCTAAACCGAGCCTAR - - -AT
ATTCACCACATT - - TGUGAGATAGT CGARRAGCACCA - - TCAATATTGAGCTTCAGGTAT
CAGTTCAAAATT - - CAAAATTCATTTTGGAGCCGTTC - - ARACABAATTGTTTCAGTTTT
ATCTTTCGGTTT - - GGTCATTTGGACCAGGGTGCCCG - -ARATATCGAAATTTCAGAART
CACUTCOUGCGCARGANGARGCAGCTOCAGCTGGASG - - GCATCCAGAGAAT CTCGGCAR
AATTTCAGATGGTGAGCAAAAGTGCCACTTGCCTGCC - -TCCTTTTCTCETGECCTGCCTC
TGTCTTARCTTGCGTAGCCAAGC TCGTATGAGCCTCT . - TTTACTGGGTACCACTAATTT
GGTTTGGACTACCATGAACAACTTTTCGTCATGTCTAACTTCCCTTTCGGCAARCATATG
GACATTGAATGT TAAAT TAACT TGAATCTAAGGTATG - TTCTACTTGTTGATARATACARG
GACTTARATCTTTGGCATATGTCACAAGCATGAATATACCTGATGATTTTCCOCAAATGT
CACTTCATCARRAGGACACTAGAAAAGGAAGGTGGCACCTACAAATGCCATCATTGCGAT

ATCCCATCTCTCTGATTCCAATTCCTCCTCTCTOTCT - - - PTCATCTCOTOTAC- - - - - -
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337

- - AL T ST TR TS U AT AT
AGCTGSGAATAGOT - - CTATAGCCOTOAATOCAAACTA - - ATGATATCOTATAC - - -
TTETEETTGTET TOTG T TGO TTGA T TOCSATAT - ACCRANTCANTATA - -4
CUULCTUGCCTOOTGOUCTART CTTACCCCOCCATI - GOGOTTOGAT TACT Sl
TTCGCTTCCAAAT TATATCAATTTTICAACAAAATTT - GATTAAATTAANACAN - - AN
CRAGGRACCRAACAGGALCAGE TGOS G TR TG AT - -UGAGGACCTOGGCCGA - - -3
AAGGATAﬂAAAGAAAGGAGAAAPAATATACFATTTAAf*fGATCAGATAAAATAT --TA
CTATATATTAGATACAGTTARNTE  AUTOTARART A CATCGHTGOOT 300 IR
AACCATATATAGAGGAGATCGGCCGTRTACTAGAGCT—*'GATGTGTTTAAGGTC --3T
ATCCATCOTGTTGATCATTGAATCE T CACT TEGAGU T - - —¢ TACTCATCGGACT TAAS - AR
TTTTGAGGTTTTTAATACCGGGAATGGCCCAGGAAAAAGGOCCCTGGCTTTGCACFAAGG
AAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGATGPFTCTGFCGAFAGTGGTCCCAAAGATGGAC - -0

COCGAATTGAT TG TTTTAACCUCOGATEATCGGAGCABACTCT - - CIEACGGTGACCGOC
BC - ACGGACTAGCCUARTAGCCAGAAGCCTAT - - AGCTOT- CU-BTGG- - -GeT
AN S CAAC T T ARAT I TTAT DT AR AAS T AA TR T TTCATTTT TTGTOANCOAONTT
TCOACTACGGAATATRCUATAG ATCACAACT T TAT TAAT I T TGG T AGCT T AAGA TGET &
TfVAGTCTﬁTATATATAACTFFPTCPVGCATTGCCTWACFACACGACCCFAAGTFPTCTF
TATTATCAGATTTGCAAAAAATATGAAAAAAAAATCGGTCGAAATAATGTCGTATFTGGG
ATFTGTCAGAA-GGCGAGAAGGGAGAVACCATCGGCGAGCTTGCGCCGGTTGAGAF—GAV
TAAGTCAAGGATAGAAAGAAAGGAGAAACAATATACTATTTAAGATCAGATAAAAAAAGA

CCAGTACGACTAGATGTAGTGAACTAAACACAGETTARGCTGTGATCAATGTA - - TGTA

TGATTGCACGAGAAAAAAAAATCCAAATCGCAACAATAGCAAATTTATCTAGTTCAAAGT
AAAAACCTTARCAACCTAGTGACTTARATAAAACTTTTGAATAGTTTACTCACTATTTTG
TCCCCTAAGAATTTCTGGCAAAAGTTCAAGCGGTTCCAAAGTGCCCCAATGGGACCTCTC
CCACCCACGAGGAGCATCGTGGAAAAAGAAGACGTTCCAACCACGTCTTCAAAGCAAGTG

GGTGATC-—ATTT-TTTGTGAACTTCACTTT*——TGGTAAGCAGCTTkfTGACTTT—TGT
CGTACTC**GTGC—CACGTG**—*TCAATCC—--TGTGGTTCGGTTTCGTGGCGGTfTGC
TCTACTCTfATTC-CACAATCTTTTGAAGCTATATTTACCTTAAATCTGTACTCTA—TAC
TATATAATfAACC—AATTAACAACTGATTCTAATTTTACTACGGCCCAGTATCTACfCAA
CTTCTTCTCCTTT~CCCAGATCTCGGAGGTCTCTCACTCTTCCGATCCAGAGACGT~CTT
TTCGATCCGAAATfTTTGAACCCATGCTAGCTGCCAGGCTTTGGATTCTGAGCGTCACGT
CARGARGAAGTTC - CAGAGGAACTTCTCTGACCTTACCGTCTGCTCTGACGACAAT - AAG
GCTAATAVfATTT—TTTGGGACACATATACTGGTTACATTGTTATAATCTGTATATATCA
GAGAGTCTGACTC~TTTATATGCGGACAACTAAACACACGATAAGTGTCGAGAATGATTG
GAAAAGATATGTTwTAAAGGTAGTCCAAAGTA——fAAACTTAGGGGCTGTTTGGTTCCCA
TAACTTTTTAAAGfTTAAGTGACTAAAACGTGAACATACTAATAGTTTAGTGACCTCGGA
CAAAAAAGGTGCCCCGGGGACAAGTTGTGCTCAGTTCGGCGCGTTTCAAGACAGGTTTTG
GATTGATGTGATGGTCCGATCTGAGACTTTTCAACAAAGGGTAATATCGGGAAACCTCCT

TCfATAATCCT—TCACTTTTACTTTfff*TCAATTTT*GCTTTTTCC*TCTG————ATCT
GT-TTCCTCCTCTCTCTTTTCTTTT*~-—TCATCTTT-TTTTTTTCT-TACG--ffACAT
CA-ATAATCAT——ATATTCTATTAT**-—TTATTTTTATCTCTCTCC—TAAGGAGCATCC
TACAARBRACAACGAGTATGTTTTCTT - - -CCGTCGTAATCGTACACAGTACAAMAAAACC
TGTATACGCCTCTGGTATCTCCATT - - -CCTCCTTTTTCCCTCTCTTCCAARAATOTCC
CAGGCACAATAAAATATTTGGGCCT———fCTAACTCTTCGTGGGCTGATCTGGGCCGTAG
GAGAAGAAGCTTTACATTGTGCTCAff—'TCAGCGTGfCATGGTCTTGTTCGTGGAGAAA
CG- TTGTTCGAATATATTCCARATT - -TTTACTATGATTCGTGLTCTACCGGAACTAC
AGGAARATATTGGTCGTTCCACGTGA - - TTGAGTAAGAATGAGAGGCAAATAAMAGGAT
GCCATACTTTACCATTACTTGCCAAff*-CAAAAGTTGCCACACCTTGTCTAAGGTGAGG
TGATTTTACCCAAAAAATTATTATT - ~  CAACCTCTCGTCCTCTCCTTTTTACACCTTT
GCCAGAAAGCAAAGGGGTTCCAAAGGGffTGTCAGAGGGTCCATGTTTCAAAACTCCGGG
CGGATTCCATTGCCCAGCTATCTGTCACTTCATCAAAAGGACAGTAGAAAAGGAAGGTGG

GATCTTAGTT--- - - ATTAAGCTGTTGAATCGCATGATCCTTTC - - - - TTCTCTGATTGA
T-TATAGGTT- - - - TCGTAGCGGCTGCGTTTCCTATTTTCCTT - - - - TTCTTTTTCTAT
CCCTATGTCT- - - - - GCATGGCCCCCGEGTCGGETCCOAATCTC - - - - TTGOTCTGOTAG
TGGCCAGCOT - - - - - TTCTTGGGCTGGGOCTC TCTTTCGARAGG - - - TCACARRACGTA
TATTCATTTC- - - - - TCAARACATCGCGAAAATGAGAGAGTGCA- - - -TCTCCATCCATA
CRGACCAGAG-- - - - ACGCCATGACACGATCTCATCAATTCCGTAG - - TGECCACGGAAC
ACATGGAACT - - - - - AGGTCGTGATTCTGATACAGETGECCAGGTGAAATATGTGGTCGA
TTCTAGATTT - - - - - TGAAAACTTTATGAGAATTTTCTTATTTAG- - - ATACACTAAGGEC
TTGGTGCGTTG—-—GTTTTGAAGGCAGGATTTGGTTAGGATGGGTGGACGTTTGAAGTGA
TGATCAAATTGTTAGCCACAACTTACTAAGCCTAAGGGAATCTTGCCACACTTTTTTGAG
TTATTATTTTTT———ATTTTTTCTCTTTACTTTGTTTTTTTAGCTATTTCCAGCGACTAC
TGTCTTGGTCCCCCATAATTGACTTCGGCTAAGTAAAGGAAAACCT_—TAGCCGAGGCTG
CACCTACAAATGCCATCATTGCGATAAAGGAAAGGCTATCGTTCAAGATGCCTCTGCCGA

TTATTTCTAARTCCTTC - - - ATGGGTT - - TTATGACGARA - TCGTATOTTAGGGATTCCTTT

Ll
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250
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357
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TTALUTTVTATGGGA Y s TG Fae S UG TTT T OO JOR
TAGCRCAGAAGGGACH - - - CTAGA - ----- AATGAC - TTCCOTTGACTTAGAGTATCAG
CRUGGCAGTRACCUC ST U GTG T T AR COACCARCCODGECCTITGRCGA
TIGUTUCAGGTOGGTAT - - - TUAGUTOGGERAR TGO TS - - CLOGULAGCTOT AL G

TCACUGTAGCGCARRT - - - OO0 T OCETTTOUGCATS -GTGCGATTTATCTCC TTTFT(‘
ACTTOUAAGAGUGATE - - - TCAATGATSCOTGGAGTGET - ACAGGG TGEADC T U T TOAS T
TAATTTTGOTTGG T T - - - TTOGU OGO TAGC TACC A - - TTACCTCCTGOAT U TAGACAT
TGAS T PTTTCARALC T ATACNTITTTCTATTIGTOC TTTTTAATTAACTTTOTOCON
CORYTGACACGTOGRORM GTCANTTTGTTAGAGGGAR -AT CTTGOCACAACTGTGGOT
TARAUAAARTAAANAT TAGUUUASSACASUAGGAT - CTUTUAGOTACT IV TTOT TS
TAATTAAGOCGAAGTC - - - CTAACGUGATGGOGAACGG - COGAGGTGETCGOAGC T TAMG
CAGTGGTCCCAAAGATGGACCUCCACCCACGAGGAGCA  TCGTGGARRAMGAAGACGTTC

TTTOTGGGTTGGCTTTCTARATTTGT TGST - CTAAGARCAGTCAART TGTTSTTT
ATATAAGAGCGGGETGACCACGAROTOT - - GGOGCEGOGCA- - - -~ - CCACTC
ATA AACBTCATETTTACTTAACTTTRALT T"THTATCGETTTCTAC - - - IATTTTTA
2 AUCGOATCAGOTTTCCACCTOC TUGATA - TOTOOGCGGECGOCGTC - MGGACCCOG
COACGGCATCCAGGTARATTGCCTTOTATC - TAACCTCTTATATITC- - - - AGATCTGC
TTTCCGAATTTTAT TAGTAGTTGOGATATTAT TAATACAGGTUTCGT - - -+ AGOGGCOG
CTURRGTOT AT T TSACG TG A TGGAS T TAUGH TRAGUUAROCS AGATGTTR
TACARATTTACAATARATARACTTOCTAGAT T TTGAACGAAACTAGC - - - - AGRGCGCA
GCCGGGATGCGUGTATAAAAACCGUGCGARACCCTTGECTCTCCTCATT - - - -CGGCCTAT
ACAACCAMACACCTGTCARATTTGUCTAACCTTAGGCGTGGCAAACTG - - - - TGGCAAAG
2 - - -AAATTTCTCCAATTAGCTCTGTAATTTTCTATTTTGTTTCTCTT - - - - TATTTTAG
AGACATAGGCGGGACCCCAGCTCTGCCGACCTGGAARATACCCTCCTCA- - - - TATACCAT

CARCCACGTCTTCAARGCAAGTGGATTGATGTGATATC TCCACTGACGTAAGGGATGACS

CAGTGATC- - CCAGATTCT-ACACTCT - AAATTTGTTGGTOTAA-GAR - - - - - - - — - — - ¢
CACCACCA- -CCA-- - CCA-CCACTCC-A- - COGATCGGCGBAGA -GCG---- - -~ -~~~
TARATATTT - -TTGTCTCTATAGATACT - ACGTGCAACAGTATAA -TCAA- - - ---CCT

CCCUCTTT - -CCGTTCCTTTCTTTCCT - TCTCGCGT T TGCGTGE - TGGGEACGGACTCCC
TGTTTCTC - -TCATTTTTGTTCAAGGA - ARTGATTCATCTTTGG - TTTCATT TTGGGTGT
CGTCTCCT - -CCTCCCTTATATAAAGG - CAGCGTTTCTGCAAGT - TATTACCCAATCTAC
TGCGCCGE - - TTCCAATGATGOAGAGS - GEATGGGTGAGAGTGE - CGGAGCCTACAT AT
CACCGTCC~ ~TTG - CCCCACGGAACAA-GAARAAATCGGAATATGC - TCCCGCAGCCCTCOT
CACAACCG--CTT - ACTCTCGTGCGCT - CTCCGTGGBAGCGAGG - ACCCGCGGCCG- -GC
TGTGGCTT- ~-ACAACCAAACACACCCTTAGATAATAARATGTGG - TCCARAGCGTAATTC
ATTTTTTT- - TGGTCCGTETTAATCTTCGTTCARAGGUGATCTAGCTTTEATT TGAATTTC
TACTAGTTAGTAGTCACCACTGCTACTGCTTCAGTTCCTTTTATCACTTGCTTTACATGA
CACAATCCCACTATCCTTCGCARGACCCTTCCTC TATATARGGAAGTTCATTTCATTTGS

A-GTGAARTTGTTGTTTCAGT -GATCCCAG -~ - - - - - m o m s e oo e
G-GGGAGATCGTT - CGACGGC-GGCAAGATGC - - - - - ==~ = oo m - - = - - -
T-ATAATATTTTTGTCTCTATAGATACTACG - - - - - - - =~ - - oo - - - - -~
C-ARACCGCCTOCTCCCTCTCTTTAT TTGTC TATATTCTCACTGEGCCCCACCCACCGCAC
T-GTGGAATAGCCTGATGGACAAATGCCGAGCGACCACACCGTCAGAGGCGGAGACGACH
ACGAGAGAGAGATCGTTCGACGCATATAGAGAGAGAGAGAGATAGGGCAAGATGC- - - - -
GCGCATACCGTGTGGGCCECGGGATAAATACCTCAAGAAGGARGCETTGTGGCCTTACCT
GGAAACCAAGGGCGGACCTTCCCCTC- - -- - - :
CGCAFCGGCAGCTTCTCCTACATCTCCGGCATCATCAGTGGATCC ******
ACTARAAARARAT - CAACGACACCTGTACCARRACGGAGAGCAACGGCATCTTCTCGARRT
ATTTTTTTTCTTTTTTCCTTTTAAGATACTTTTTTGTTTGTTTTAGGGTTTAGGCGATGG
ATTAAGTCGATGCTCTTCCTTGAATAACTAGCGATTAGTTTCGTGGTGACCTATCTAGCC
AGAGGAGATCTTTTTATTTTTAATTTTCTTTCAAATACTTCCAC - - - - - -~

CCOTGGGECCCACTCACGAGTCCCCCCCTOCCGACCT -~ mmm oo o
CTTTCAACACCTTCTTCAGCGAAACCGBAGCCGGCAAACACGTTCCTCGTGCCOTGTTCG

TTCCCAACCGCTGGCTGGCCCCCCTCGTCTTCCCCGAAACCGCGFTGGTTT(AGCGTGCC
CTTCAAAGCGGATCTTGAAGGAGCTCAAGGACCT -
ATTTTTCTGTTTGGGTGGCATCAAT CCTGARCACAGAAAGCTGCAAG - — - — - - -~ - - = -
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_Uryza ¢ - - - - -- - -
fGrs-2 Yea - -- - - - - - - - .- - = - - - - -
fod Uryza i - - - -- - -
Atubulin Cottea 1 TCGATCTGRAGOCCACTGTUATCGA TEAAITCCIAML GOUACCTACCGUCAAT DT 1y

Voo Drvza o - - - - - - - - - -- - -
URIS Saccharum GUAGET TGCAMATGG MAGGUCAGTACTOCCTTACGTUATAATEGOCAI T AT - LORG
Fro-lase Zea - - - - - - - - - - -- - - - - - - -

SUIIL ¢ Do - e

Joe Gryea X COATTCTUCAALCAGA T GGAGACS A IGUACGEAU DT A A CSURACTGO 0
UeeRsl - - - - .- - - - . - -

A-Tubulin Cotfea 200 - .- - - -- - - - -- - - -

sasd AMY . .o - - - - e . - .-

Arabidopsis -— - - - - - o ..

3 . I - - - - - o - .

Jee_Orvza | -- - - - - - - - -

A Tubulin Cnffea 1 ACCCTOAGCAGOTCAT - - - T U il
Uee_Oryza_ 4 - R - -

TRl Raocharum - - - - - - . -

Enolase Zea T T mmmememee ooo e oo ool -- - -
Actin-2 Zea e R - R
Uce Oryza 2 e i e .

Uceal.’ T R I I
A-Tubulin Coffea 2 --- . ------- EE R e SR
IS8d_AMY oo . I ——_— I

A tabcla | indica identidades relativamente baixas entre os principais
promotores constitutivos descritos na literatura ¢ o promotor da presente invengio (uce
Al1.7). Os promotores foram escothidos através da maior identidade, de acordo com s

buscas no bancos de dados do NCBI (www.nebinim.nih.goy).

Promotores Organismos UceA 1.7 (Identidade %)
_constitutivos -
Trealose 6-fosfato Arabidopsis thaliana 382
sintase de A. thaliana ’
Uce Oryza 3 Oryza sativa 20,0
Gos-2_Zea Zea mays 27,2
Uce Orvza 1 Oriza sativa 40,7
A-Tubulin_Coffea 1 Coffea 37,1
Uce Oryza 4 Oryza sativa 33,2
UBI9 Saccharum Saccharum 38.8
Enolase_Zea Zea mays 33.5
Actin-2_Zea Zea mays 33.3
Uce_Oryza 2 Oryza sativa 35,3
A-Tubulin_Coffea 2 Coffea 44,3
_355d_AMV Alfafa mosaic virus 34,1 o

Tabela 1. Identidade entre o promotor uce Al 7 de xoja e ox diferentes promaotores Constiutivos

exislentes.

A anadlise foi feita pelo alinhamento multiplo de seqiiéncias gerado pelo
programa CLUSTAL_W e o parcamento pelo programa PAIRWISE.
A analise foi feita através do alinhamento multiplo de seqiiéncias pelo software

CLUSTAL_W ¢ o pareamento peto PAIRWISE.
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Exemplo 3

Clonagem da seqiicncia promotora ucedl. 7, do gene da protetina de conjugagdo
a whiquitina de algoddao em vetor de plantas (pCAMBIAT1391 ).

O DNA da bactéria transformada contendo o vetor recombinante. ou seja. o
promotor UCE de algoddo clonado no vetor pGEM-T, foi digerido com as enzimas de
restrigao Neo e Spe. Em geral, foram utilizados 5U de enzima para cada pg de DNA,
no tampdo OPA (One-Phor-All} da pharmacia biotech numa concentracdo final de 2x. a
37 2C por 3 horas. As enzimas ndo cortam o inserto. mas flanqueiam o sitio de
clonagem no vetor, ¢ o nserto de 1.0 kb puriticado com o kit Gene Clean (Bio 101
Systema). O vetor pCAMBIAI391 (Figura 3) foi digerido com Neo 1 ¢ Spe | ¢
purificado com o kit Gene Clean (Bio 101 Systema). O inserto de 1.0 kb foi ligado ao
vetor pCAMBIAT391 com T4 DNA ligase (Figura 3). A concentragdo de DNA (vetor
Pcambia: promotor uceAl.7) utilizadas no sistema de ligacdo foi efetuada através de
uma razio molar de 1:3. A reacio de ligagdo foi realizada em tampéo ligase 1x
contendo 5U de T4 DNA ligase. O vetor recombinante contendo o polinucleotideo da
presente invencdo foi usado para transformar células competentes de £ coli por
cletroporagdo (Manual de transformagdo genética de plantas. Brasiliaz EMBRAPA-
SPVEMBRAPA-CENARGEM, [998. 101. p.). De um total de aproximadamente 400
clones de bactérias transformadas, oito foram selecionados e analisados por PCR, com
os primers W4 e UCE2, para verificar a presenga do inserto. Os clones 1, 6, 7 e § foram
positivos, conforme mostra a Figura 4. Para confirmar a clonagem e a orientacio do
inserto, o DNA plasmidial dos clones | e 7 foi obtido por preparacdo de DNA
plasmidial em pequena escala com o kit miniprep 250 (Quiagen) e digerido com Hind
[T ¢ Xba I. Em geral, foram utilizados 5U de enzima para cada ug de DNA, no tampao
OPA (One-Phor-All) da pharmacia biotech numa concentragio final de 1x, a 37 °C por
3 horas. Hind I1I ndo corta o inserto, mas esta presente no polilinker do vetor e Xba |
corta o inserto na posicao 148. Ambos os clones foram confirmados como positivos
conforme mostra a Figura 5. O vetor pCAMBIA1391 foi sclecionado para que o
fragmento correspondente a extremidade 5° do gene UCE presente no clone uceAl.7
{uceA refere-se a Ubiquitin conjugating enzyme de algodio; o 1.7 refere-se ao nimero
dos clones positivos obtidos em cada etapa de clonagem. O 1 corresponde ao clone

numero 1 da amplificagdo do promotor e o 7 ao clone nimero 7 da clonagem do clone 1
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no vetor pCAMBIAL391 ) tosse clonado em fase com a regido coditicadeora do gene

SUSA presente no vetor.

Exemplo 4

Caracterizacdo funcional da segiicncia de DNA promorora do gene da proteina e
conjugacdo a ubiguitina de algoddo - ucedl. 7,

Para validar o potencial da seqiiéncia de DNA isolada, o vetor contendo a
scqiiéncia promotora SEQ [ID NOI foi introduzido em c¢lulas de Adgrobacicrium
tumcfasciens LBA 4404 por choque térmico. Para essa transtormagio foi adicionado I g
de DNA plasmidial (vetor pPCAMBIA 1391, contendo o promotor da presente invencio)
em 100pL de suspensdo de célula competente de 4. tumefasciens LBA 4404, a reacdo
toi entdo incubada no gelo por 30 minutos. As células permaneceram em nitrogénio
liquido até a soliditicacdo, e foram transferidas imcdiatamente para 37°C para ento
serem incubadas por 5 minutos. Foi adicionado a reacdo | mL de meio YEB (5g de
Extrato de Carne, lg de Extrato de levedura, 5g de Peptona, 5g de Sacarosc ¢ 240mg de
MgSO; completar 0 volume com dgua deionizada para | litro e ajustar o pH do meio
para 6,8), e as células ticaram incubadas por 2 horas a 28°C. A solucéo foi plaqueada em
meio Y EB solido (Meio YEB acrescido de agar 1,6% p/v). Foi selecionada uma colénia
positiva, crescida no meio YEB com o antibidtico de sele¢do (canamicina). Essas
células transtormadas foram utilizadas para a transformagdo de plantas de A. thaliana-
Columbia pela técnica de infiltracdo de botdes florais. Esta técnica consiste no
encharcamento de botdes florais de 4. thaliana com uma cultura de Agrobacterium
contendo 50 g/ (w/v) sacarose e 300 uL/L Silwet L-77. Para tal, as plantas de 4.
thaliana foram submersas de ponta-cabega, por cinco minutos, na cultura de
Agrobacterium transformada com o vetor recombinante da presente invencdo. de forma
a atingir apenas os botoes florais. Em seguida, as plantas foram cultivadas em casa de

vegetacdo até a coleta de sementes.

As sementes coletadas foram desinfestadas em alcool 70%, por | minuto e em
hipoclorito de sodio 1% por 15 minutos ¢ lavadas 4 vezes com dgua estéril. Em scguida,
toram semeadas em meio de cultura MS (murashige, T. & skoog, F. Physiol. Plant., 15:
473-497, 1962) contendo higromicina na concentragdo de 20 ug/ml, visando a seleciio
de transformantes (Anexo la). As plantulas germinadas e enraizadas foram transferidas
para copos com terra estéril e cobertas de forma a preservar a umidade, e transferidas

para casa de vegetacdo (Anexo 1b).
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Apos algumas semanas. dependendo do desenvolvimento das  plantus

aclimatadas. cortes de raizes. caules. folhas ¢ botoes florars foram realizados ¢ os
mesmo toram incubados em solugio de X-glue preparado de acordo com Brasileiro &
EMBRAPA-
SPLEMBRAPA-CENARGEM. 199K, [31. p.}. com o objetivo de veriticar a inducio da

Carnetro (Manual  de transformagdo  gendctica de plantas. Brasilia:

expressio do gene gus.

0 vetor recombinante contendo o promotor CaMV 35S (Caulittower Mosaic
Virus 355 promoter) duplicado com o seqiiéneia enhancer do AMV {Altata Mosaic
Virus) (CaMV358dAMYV) foi capaz de promover a expressio do genc gus. nas (a)
folhas. (by Caule. (¢) raiz ¢ (d) botdao tloral em Athaliuna (Anexo 2 A-D). como o
csperado. ja que esse promotor tem sido descrito na literatura cientifica como um forte
promotor constitutivo. Assim quando comparamos a presente invengio que contém a
construgdo sense do promotor de algodao uccAl.7 com CaMV3S5SdAMYV  observar-se
que o promotor U uceAl.7 ¢ uma excelente terramenta biotecnologica, ja que csse
promotor também possui uma forte cxpressiio constitutiva promovendo uma grande
atividade enzimatica da 3-glucoronidase, (e) nas folhas, (f) caule, (g) raizes e (h) botio
floral de A. thaliana, (Anexo 2 E-H).

A estratégia utilizada na presente invengdo para a caracterizacdo funcional das
seqliéncias de DNA. previamente isoladas do algoddo. foi eficiente para se avaliar o
potencial desta seqgtiéncia. Os resultados obtidos mostram que a seqiiéneia uceAl.7 ¢
capaz de direcionar a expressao de -glucoronidase em niveis elevados. representando.
assim. uma seqiiéncia reguladora com potencial uso constitutivo na produgio de plantas
geneticamente moditicadas.

Com o intuito de se determinar quantitativamente a cxpressio dirigida pela
seqiéncia de DNA cm estudo. foi realizado um ensaio fluorimétrico da atividade
especifica da enzima [-glucoronidase usando extratos protéicos das plantas de
Arabidopsis contendo construgdes (vetores recombinantes) com promotor CaMV35S
(controle posttivo) € o promotor do algodao uceAl. 7. Para tal. os extratos protéicos
(foram obtidos de acordo com o Manual de transtormagdo genética de plantas. Brasilia:
CEMBRAPA-SPVEMBRAPA-CENARGEM. 1998. 133. p). Foram quantificados pclo
método de Bradford (foram obtidos de acordo com o Manual de transformacio genetica
de plantas. Brasiha: EMBRAPA-SPIVEMBRAPA-CENARGEM, 1998, 255. Py e

submetidos ao substrato MUG (methyl-umbelliterone-glucoronide) 2mM e, apos 30
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ninutos de rea¢do a 37°C. a atividade tluorimétrica da reagao toi determinada atraves
do ensato espectrofotométrico. O céaleulo da atividade especitica do GUS foi reatizado
de acordo com Manual de transformacio genética de plantas. Brasilia: FMBRAPA-
SPEFEMBRAPA-CENARGEM. 1998, 136. p (Figura 6).

Podc-se observar que a segiiéncia de DNA contendo a regido promotora uceA
1.7 ¢ capaz de dirigir a expressdao de GUS em folhas em niveis similares ao promotor de
plantas comercial mais forte e utilizado atualmente (CaMV35S duplicado com o
enhancer do AMV). Além disso. a expressilo dirigida por este tragmento em caule c.
principalmente em botdes florais de plantas de 4. thaliana ¢ consideravelmente supcrior
aquela do promotor CaMV358d+AMYV, tornando o promotor da presente invengao mais
adequado para produgio de plantas transgénicas expressando genes de interessc nesses

tecidos vegetais.
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REIVINDICACOES

1. Um gene quimérico compreendendo um polinucleoticlea atividade constitutiva
caracterizado por o dito polinucleotideo ser ddbfinipela SEQ ID N°01,
opcionalmente ligado: (i) a sequéncias acentuadigaesxpressao, ou (ii) promotores
de interesse, ou (iii) a uma sequéncia de polioticleo de interesse, sendo pelo

menos uma das opc¢des de ligacdo uma sequénciélogeer

2. Um gene quimérico de acordo com a reivindicacaocarhaterizado pelo fato da
sequéncia de polinucleotideo de interesse podemsamregido de codificagdo ou uma
regido de ndo codificagao.

3. Um gene quimérico de acordo com a reivindicagdaraaterizado pelo fato da regiédo
de codificacdo ser isolada de um gene endogeno eterdtogo, sendo o gene

endogeno ligado a pelo menos uma sequéncia hegarolo

4. Um gene quimérico de acordo com a reivindicacdoarhaterizado pelo fato da

sequéncia de polinucleotideo de interesse podar egorientacdo sense ou antisense.

5. Um gene quimérico de acordo com a reivindicagdcarhaterizado pelo fato das
sequéncias acentuadoras de expressao serem saflasoio grupo consistindo de
SV40, HSV-1, AMV, HPV-16, entre outros.

6. Um vetor recombinante caracterizado por conter amegjuimérico de acordo com a

reivindicacdo 1 a 5.
7. Um vetor recombinante caracterizado por compreender

a. A SEQ ID N°01, opcionalmente ligada a sequénciastaadoras de expressao ou

promotores de interesse; operacionalmente ligados a
b. Uma sequéncia de polinucleotideo de interesse; e
c. Uma sequéncia de terminagéo;
sendo pelo menos uma dessas sequéncias uma sachgrcdloga.

8. Um vetor recombinante de acordo com a reivindica&aracterizado pelo fato da
sequéncia de polinucleotideo de interesse podemsamregiao de codificacdo ou uma
regido de néo codificacao.

9. Um vetor recombinante de acordo com a reivindica&aracterizado pelo fato da

sequéncia de polinucleotideo de interesse serdmsotl®e um gene enddgeno ou

Peticao 870180042952, de 22/05/2018, pag. 9/10
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heterélogo, sendo o dito gene enddgeno ligado a psnos uma sequéncia
heteréloga.

10.Um vetor recombinante de acordo com a reivindicaCa@aracterizado pelo fato da
sequencia de terminagéo ser selecionada do grupistiodo de sinal de terminagéo
SV40, sinal de adenilacdo de HSV TK, sinal de teatdo do gene da nopalina
sintetase deAgrobacterium tumefasciens (NOS), sinal de terminacdo do gene da
octopina sintetase, sinal de terminacdo do gene %S do CaMV, sinal de
terminacdo do gene da alcool desigrogenase de ,nsitmal de terminacdo do gene da
manopina sintetase, sinal de terminacao do gebetdafaseolina, sinal de terminacao
do gene da ssRUBISCO, sinal de terminacdo do garmucrose sintetase, sinal de
terminacgdo do virus que atacdwfolium subterranean (SCSV), sinal de terminacao
do gene trpC dAspergillus nidulans e outros semelhantes.

11.Um vetor recombinante de acordo com a reivindicat&aracterizado pelo fato das
sequéncias acenturadoras de expressao serem satiagodo grupo consistindo de
SV40, HSV-1, AMV, HPV-16, entre outros.

12.Método para modificar a expressdo de genes em g@niemo caracterizado por
incorporar estavelmente no genoma do organismo etor vecombinante de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 6 a 11 ou um geimérico de acordo com

qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5.
13.Método de acordo com a reivindicacdo 12 caractdoigzelo fato do organismo ser
uma planta.

14.Método para produzir uma planta tendo a expressourd gene modificada

caracterizada pelo fato de compreender as segu@tapss:

a. Transformar uma célula de planta, tecido érgaomolrig&o um vetor recombinante
de acordo com qualquer uma das reivindicacbes b @ lum gene quimeérico de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5;

b. Selecionar células transformadas, calos de célemhalsribes ou sementes;

c. Regenerar plantas maduras de células transformealas,de células, embrides ou

sementes selecionadas na etapa (b);

d. Selecionar plantas maduras da etapa (c) tendo ®ss§o do gene modificada

guando comparada com uma planta nao transformada.

Peticao 870180042952, de 22/05/2018, pag. 10/10
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