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“CONSTRUCAO GENETICA PARA A HIPER-EXPRESSAO DE UMA

PROTEINA DE DOMINIO-F EM PLANTAS; CELULA DE PLANTA
TRANSGENICA; CELULA DA PLANTA  ARABIPOSIS THALIANA
RECOMBINANTE; PLANTA; METODO DE MODIFICAGAO DA PRODUGAO DE

5 OLEO EM UMA PLANTA; E METODO DE AUMENTO NA PRODUCAO DE OLEO

NA ARABIDOPSIS THALIANA”.
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS DE PATENTE AFINS

Este pedido de patente reivindica o beneficio de
prioridade para o pedido de patente provisério n? US
10 60/720.424, depositado em 26 de setembro de 2005.

CAMPO TECNICO DA INVENCAO

Esta invencao refere-se ao campo de agricultura e
ménipulagéo de plantas. Particularmente, esta invengd se
refere a métodos e composig¢des para aumentar o teor de dOleo

15 em plantas transgénicaé, incluindo o teor de 6leo de

sementes de Arabidopsis thaliana.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Os &leos vegetais representam uma fonte renovavel

de carbono altamente reduzido. A produgdo mundial atual de

20 bleos vegetais ¢é estimada em 87 milhdes de toneladas
métricas com um valor aproximado -de alguns 40 bilhdes de
dbélares norte-americanos. A maioria do 6leo vegetal
atualmente vai diretamente para o consumo humano, e 25% da
ingestdo caldérica humana provém de acidos graxos vegetais

25 (Broun et al., Ann. Rev. Nutr. 19:197-216 (1999)). Além da
sua importancia na nutrigdao humana, os acidos graxos
vegetals sao também ingredientes importantes de produtos
ndo-alimenticios tais como sabdes, detergentes,

lubrificantes, biocombustiveis cosméticos, e tintas (vide



10

15

20

25

Ohlrogge, Plant Physiol. 104:821-6 (1994)). Embora a
demanda por o6leos vegetais tenha aumentado regularmente, a
capacidade de producd&o para atender a esta demanda é mais do
que adequada e os precos dos O6leos vegetals permaneceram
abaixo ou perto de 0,60 dbélares norte-americanos por
quilograma. Este Dbaixo custo de producdo estimulou
interesse no uso de O6leos vegetais como alternativas
renovaveis as matérias-primas quimicas derivadas do
petrdleo.

Os acidos graxos sdo a fonte mais abundante de
cadeias de carbono reduzido disponiveis na natureza e tém
diversos usos, desde alimentos a matérias-primas
industriais. As plantas representam uma fonte renovavel
significativa de &cidos graxos porque muitas espécies os
acumulam na forma de triacil-glicerina como os principais
componentes de armazenamento em sementes. Com o surgimento
da tecnologia de transformagdo de plantas, a engenharia
metabdélica de Aacidos graxos de sementes oleaginosas se
tornou possivel e os 6leos de plantas transgénicas
representam alguns dos primeiros sucessos no desenho de
produtos vegetais modificados. Por exemplo, a transferéncia
do gene de tioesterase de uma planta da baia da Califdrnia
para sementes de plantas que ndo acumulam laurato (12:0),
Arabidopsis and Brassica napus (colza) resultou na alteracédo
do processo de alongamento de cadeias acila de acidos
graxos, para produzir laurato até 24% e 58% de acidos graxos
totais das sementes, respectivamente (vide Voelker et al.,
Sci. 257:72-4 (1992); e Voelker et al.,Plant J. 9:229-41

(1996), respectivamente). Assim sendo, a transferéncia de
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um Unico gene para uma planta pode alterar dramaticamente o
tipo de acidos graxos produzidos.

Entretanto, esse sucesso com um uUnico gene & a
excecdo a regra (para obter uma revisdo, vide Thelen e
Ohlrogge, Metabol. Engineer. 4:12-21 (2002)). Além disso,
para ser economicamente Util para consumo humano e usos
industriais, um aumento real no teor de Aacidos graxos, ao
invés de apenas uma mudanca no tipo de acido graxo
produzido, seria altamente desejavel. Embora a produgao de
malonlil-CoA por acetil-CoA carboxilase seja uma etapa
reguladora fundamental na sintese de novo de acidos graxos,
as tentativas para aumentar a taxa desta etapa aparentemente
limitadora da taxa por engenharia genética atingiram no
maximo um sucesso moderado. Além disso, a superexpressdo de
vdrias enzimas sintase de A&cidos graxos individuais néo
resultou em um maior fluxo da biossintese de &cidos graxos
(revisado em Thelan e Ohlrogge, Metabol. Engineer. 4:12-21
(2002)) .

Conseqientemente, permanece existindo uma
necessidade de se obter estratégias de engenharia genética,
gue aumentem a quantidade de Aacido graxo produzida por
plantas.

SUMARIO DA INVENGAO

A 1invencdo baseia-se, em parte, na descoberta
inesperada de que a superexpressdo de genes de F-box em
plantas resulta na maior producdo de b6leo vegetal.
Particularmnte, a superexpressdo da proteina F-box de
Arabidopsis thaliana (N2 de Acesso do GenBank NM 111499

(DNAc) e NP 566277 (proteina) usando o promotor faseolina



10

- 15

20

25

especifico de semente, sementes produzidas com um fendtipo
de teor mais alto de éleo (vide Figuras 1-5).

Consequentemente, em um aspecto, a invencgdao
fornece uma construcdo genética para a expressao de uma
proteina F-box em plantas. Genericamente, tais construgdes
genéticas da invencdo incluem uma seqliiéncia promotora de
gene; e uma seqléncia que codifica uma proteina F-box da
planta, que estd ligada funcionalmente a seqiiéncia promotora
do gene. Em algumas modalidades, a proteina F-box é uma
proteina F-box vegetal ou codificada por um gene de F-box da
planta. Em outras modalidades, a proteina F-box & uma
proteina F-box ndo-vegetal ou codificada por um gene de F-
box ndo-vegetal, tal como uma proteina ou gene de F-box
animal (por exemplo, um mamifero). Em algumas modalidades,
a seqliéncia promotora do gene é um promotor especifico de
semente. Em modalidades particularmente uUteis, a sequiéncia
promotora do gene ¢é faseolina. Em certas modalidades
particularmente Uteis, a construgao genética compreende um
vetor de expressdao pBBV-PHAS.

Em outra modalidade, as construgdes genéticas da
invencdo compreendem uma seqliiéncia que codifica a proteina
F-box da planta tem uma seqiéncia de polipeptideo que PE
pelo menos 75% idéntica a seqiéncia de polipeptideo de SEQ
ID NO: 1. Em outras modalidades, a proteina F-box da planta
tem uma seqiéncia de polipeptideo que é pelo menos 90%
idéntica a seqiéncia de polipeptideo de SEQ ID NO: 1. Em
ainda outras modalidades uteis, as construg¢des genéticas da
invencdo compreendem uma proteina F-box vegetal que tem a

sequiéncia de polipeptideo de SEQ ID NO: 1. Em modalidades
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especificas, a proteina F-box da planta é codificada pela
seqiéncia de &cidos nucléicos de SEQ ID NO: 2. Em outras
modalidades, a proteina F-box ¢é codificada por um &cido
nucléico que hibridiza para a seqiéncia de &cidos nucléicos
de SEQ ID NO: 2. Em modalidades particularmente uteis, a
proteina F-box ¢é codificada por um &cido nucléico que
hibridiza sob condicdes severas para a seqiéncia de &acidos
nucléicos de SEQ ID NO: 2.

Em outro aspecto, a invencdo fornece células
vegetais transgénicas que compreendem qualquer uma das
construcdes genéticas da invencdo descritas acima. Em
certas modalidades uteis, a célula vegetal transgénica é uma
Arabidopsis thaliana. Em outras modalidades, a célula
vegetal transgénica é uma planta de cultivo agricola, tal
comec milho ou trigo. Em outras modalidades, a célula
vegetal transgénica ¢é uma cultura agricola produtora de
6leo, tal como soja, palma, colza ou girassol.

Em outro aspecto, a invencdo fornece uma célula
vegetal de Arabiposis thaliana recombinante, que tem uma
construcdo genética heterdloga que inclui wuma seqgiiéncia
promotora de gene ligada funcionalmente a uma seqgiéncia
codificadora de F-box. Em certas modalidades
particularmente uteis, a sequéncia de F-box codificada
corresponde ao polipeptideo de F-box vegetal de SEQ ID NO: 1
e o promotor é faseolina.

Em ainda outro aspecto, a invengao fornece uma
planta que tem uma célula vegetal transgénica da invencao,

como descrito acima, ou uma sua parte, propagulo ou
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progénie, compreendendo uma das construcdes genéticas da
invencao.

Em ainda outro aspecto, a invencgdo fornece um
método para modificar a produgcdo de O6leo em uma planta,
primeiramente, incorporando de forma estavel no genoma da
planta uma construgdo genética da invencgdo, como descrito
acima, pra produzir uma planta transformada, e depois,
regenerar a planta transformada, de tal modo que a expressao
da construcdo genética incorporada modifique a producgdo de
6leo na planta. Em modalidades especificas, a planta

modificada é Arabidopsis thaliana. Em outras modalidades, a

~planta é uma planta de cultura agricola, tal como milho ou

trigo. Em outras modalidades, a planta ¢é uma cultura
agricola produtora de 6leo, tal como soja, palma, colza ou
girassol.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 € uma representagdo grafica de
experimentos que demonstram o teor de O6leo aumentado de
linhagens transgénicas de F-box-faseolina, em comparagdo com
linhagens de controle com vetores. Os dados ilustrados sao
a média de 18 linhagens (T2) e as barras de erros sao SE.

A Figura 2 ¢é uma representacdoc grafica de
experimentos que demonstram FAMEs totais de sementes de
linhagens transgénicas de F-box, em comparagdo com o tipo
selvagem (WT), e outras linhagens de controle com vetores.
As barras de erros sdo baseadas em SE em 18 linhagens: 3
duplicatas para cada linhagem.

A  Figura 3 é uma representacdo grafica de

experimentos que demonstram FAMEs totais de sementes de
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linhagens transgénicas versus WT e linhagens de controle com
vetores. Os pontos grandes sd&o as duas linhagens com teor
de 6leo mais alto e foram denominadas Fbox2 e Fbox3
escolhidas posteriormente para a analise da prdéxima geracgao.

A Figura 4 ¢é uma representagdo grafica de
experimentos que ilustram o espectro de acidos graxos e a
composicdo das razdes molares de acidos graxos de linhagens
transgénicas de F-box versus plantas de controle.

A Figura 5 ¢é uma representacdo grafica da
determinacdo do peso das sementes. Cerca de 400 sementes
foram contadas quanto a sementes do tipo selvagem e
transformantes com genes de F-box. As sementes contadas
foram guardadas em um dessecador de um dia para o outro, e
depois determinadas usando uma balan¢ga analitica. As barras
de erros baseiam-se em SE em 6 réplicas.

A Figura 6 ¢é uma representagdo grafica que
demonstra FAMEs totais por semente nas sementes com F-box T3
versus WT e linhagens de controle com vetores. As barras de
erros sdo baseadas em SE em dados obtidos de 12 plantas para
linhagens com F-box2 e F-box3; 6 plantas para WT e linhagens
de controle com vetores. As duas 1linhagens neste caso
denominadas F-box2 e F-box3 sdo os dois pontos de dados
indicados por pontos grandes na Figura 3.

A Figura 7 ¢é uma representagdo grafica de
experimentos que demonstram FAMEs totais de sementes de
linhagens transgénicas (F-box2 e F-box3) versus WT e
linhagens de controle com vetores.

A Figura 8 (A) é uma representacdo grafica de

experimentos que demonstram uma analise da razdo C:N para
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duas linhagens independentes F-box2 e F-box3. As barras de
erros sdo baseadas em SE em seis réplicas. A Figura 8 (B) é
uma representacdo grafica que demonstra a correlacao
positiva entre teor de 6leo e razdo C:N. As colunas vazadas
sdo superexpressores F-box2 e F-box3; as colunas cinza sao
sementes de Arabidopsis do tipo selvagem.

A Figura 9 (A) ¢é uma representagdo grafica de
experimentos que demonstram uma andlise de FAMEs das
linhagens de F-box-KO.

A Figura 9 (B) é uma representacdo grafica de
experimentos que demonstram o espectro de acidos graxos de
linhagens KO e WT. As barras de erros sdo baseadas em SE em
nove réplicas independentes.

A Figura 10A ¢é uma representacdo esquemdtica da
sequiéncia de polipeptideo de uma proteina F-box de
Arabidopsis thaliana correspondente ao N2 de Acesso do
GenBank NP 566277 (SEQ ID NO: 1).

A Figura 10B é uma representagdo esquematica da
seqiiéncia de nucleotideos de uma proteina F-box de
Arabidopsis thaliana correspondente ao N2 de Acesso do
GenBank NM 111499 (SEQ ID NO: 2). 0Os cddons de iniciacdo e
terminacdo previstos da estrutura de leitura aberta da
proteina F-box estdo sublinhados.

A Figura 11 ¢é uma representacdo esquematica da
seqliiéncia de &acidos nucléicos (SEQ ID NO: 6) de pGATE-PHASE:
F-box, com as seqiéncias codificadoras de F-box inseridas
ilustradas em letras maiusculas.

A Figura 12 ¢é uma representacdo diagramatica do

vetor especifico de semente pGATE-PHASE: F-box, ilustrando o
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sitio de clonagem atrds do promotor especifico de semente,
faseolina.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A patente e a literatura aqui referidas
estabelecem o conhecimento disponivel para os versados
nessas técnicas. As patentes norte-americanas, pedidos de
patente concedidos, os pedidos de patente estrangeiros
publicados, e as referéncias, incluindo as seqiéncias da
base de dados do GenBank, aqui citadas sdao aqui incorporadas
como referéncia até o mesmo grau em que se cada uma tivesse
sido especificamente e individualmente indicada para ser
incorporada como referéncia.

4.1. Informacdes Gerais

A invencdo baseia-se, em parte, na descoberta
inesperada de que a superexpressdo de proteinas F-box
vegetais aumenta o teor de 6leo de sementes vegetais.
Particularmente, a superexpressdao da proteina F-box de
Arabidopsis thaliana (N de Acesso do GenBank NM 111499
(DNAc) e NP 566277 (proteina), usando o promotor faseolina
especifico de semente, produziu um fendétipo de teor mais
alto de acidos graxos (vide Figuras 1-5). ConseqUentemente,
genericamente, a invencdo fornece plantas transgénicas que
incorporam genes heterdlogos de F-box, que aumentam o teor
de 6leo de um ou mais estdgios do desenvolvimento de uma
planta vascular.

Os &cidos graxos armazenados em sementes vegetais
sdo usualmente compostos n&o-ramificados com um numero par
de carbonos na faixa entre 12 e 22 e com 0 a 3 1ligacgdes

duplas cis. Entretanto, existem inumeras variacdes neste
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tema na natureza, particularmente com relacdo a Jgrupos
funcionais adicionais tais como hidroxila, epdéxi, ciclo-
propeno ou acetileno. As plantas representam um grande
reservatério de diversidade de &cidos graxos, sintetizando
pelo menos 200 tipos diferentes de &cidos graxos (vide van
de Loo et al., (1993) “Unusual fatty acids” 1in “Plant
Lipids” (Editor: T. Moore), paginas 91-126, CRC, Boca Raton,
FL, EUA). O uso humano, entretanto, ficou predominantemente
restrito a uns poucos seletos &cidos graxos que se acumulam
em plantas domesticadas. As quatro culturas de sementes
oleaginosas mais importantes sdo em ordem descendente, soja,
palma oleaginosa, colza, e girassol, as quais, em conjunto,
representam 65% da producdo mundial atual de 6leos vegetais.
Os 4acidos graxos abundantes produzidos nestas principais
sementes oleaginosas compreendem apenas quatro das mais de
200 possibilidades, a saber, linoleato, palmitato, laurato,
e oleato.

Com relacdo a nomenclatura de lipideos, uma
anotacdo simples abreviada baseada no comprimento da
molécula e no numero e posicdes de ligagbes duplas foi
desenvolvida para designar os acidos graxos. Por exemplo, o
acido graxo, acido oléico, monoinsaturado (Acido
octadecendico) ¢é designado 18:1. O primeiro valor, 18,
representa o numero de carbonos. O segundo valor, 1, indica
o numero de ligagdes duplas. Além disso, a posigdo das
ligacdes duplas, contando a partir do grupo carboxila, &
designada por delta (A) e o acido oléico pode ser designado
mais inteiramente como 18:1 A9. As ligacdes duplas em acidos

graxos de ocorréncia natural s&o quase que exclusivamente
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isébmeros cis, e usualmente nenhuma designacdo para o tipo de
ligacdo dupla ¢ utilizada, a menos que ele seja um isdmero
trans, como em 16:1 A3t. Alguns autores designam também as
posicdes das ligagdes duplas em relagdo ao carbono do
radical metila terminal. Assim sendo, um acido graxo Omega
3 contém wuma ligagdo dupla 3 carbonos a partir da
extremidade metila do acido graxo (por exemplo, 18:3 A9, 12,
15 & um A&acido graxo domega 3). A posicdo na qual um acido
graxo é esterificado para o esqueleto glicerol de

glicerolipideos é designada sn-3 (o terminal hidroxila que é

fosforilado no glicerol-3-fosfato), sn-2 (a hidroxila
central), e sn-1 (a hidroxila terminal gque que nao &
fosforilada).

No caso de usos comestiveis e industriais, um
aumento no teor de 6leo das sementes é desejavel e tem sido
uma meta importante da engenharia de sementes oleaginosas.
Entretanto, para ser economicamente Util, essa mudang¢a nao
deve ser & custa do volume de producdo global das sementes
ou a perda de outros componentes de alto valor. Por
exemplo, a soja ¢é a maior fonte de d6leo wvegetal,
compreendendo 30% do mercado mundial, e constitui agora mais
de 80% de todos O&leos vegetais dietéticos nos Estados
Unidos. Embora denominada uma semente oleaginosa, a soja
contém apenas 18-22% de 6leo, Dbaseado no peso seco das
sementes, e é cultivada principalmente como uma farinha com
alto teor protéico para rag¢gdes animais. Assim sendo,
aumentar o 6leo na soja na maioria dos casos ndo sera util
se este aumento advir a custa da proteina de soja de alto

valor que impulsiona a economia da cultura.
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Comparativamente, outras culturas de sementes oleaginosas
(exceto o algoddo) sdo cultivadas principalmente devido ao
seu 6leo e produzem sementes com 40-60% de O6leo. A ampla
faixa de porcentagem de O6leo das sementes, observada na
natureza, sugere que este caminho poderia ser suscetivel a
engenharia metabdlica, particularmente em sementes
oleaginosas de “baixo teor de 6leo”, desde que os mecanismos
fundamentais que controlam o teor de 6leo sejam
identificados.

4.2 Definicgdes

Por conveniéncia, o significado de certos termos e
expressdes empregados no relatdério descritivo, nos exemplos,
e nas reivindicacdes apensadas, é fornecido abaixo.

O termo "agonista", como aqui utilizado, significa
um agente que mimetiza ou reqgula de forma ascendente (por
exemplo, potencializa ou suplementa) uma biocatividade. Por
exemplo, um agonista de F-box pode ser uma proteina F-box do
tipo selvagem ou derivado dela gue tem pelo menos uma
biocatividade da proteina F-box do tipo selvagem. Um
agonista pode ser também um composto que aumenta a interagao
de um polipeptideo bioativo com outra molécula, por exemplo,
um receptor. Os agonistas podem ser dqualquer classe de
molécula, tal como uma molécula pequena, incluindo um acido
nucléico, proteina, lipideo ou combinacdo delas.

O termo "alelo", que é aqui utilizado de forma

intercambidvel com "variante alélica", refere-se a formas
alternativas de um gene ou partes dele. Os alelos ocupam o
mesmo lécus ou posicdo em cromossomas homdélogos. Quando um

individuo tem dois alelos idénticos de um gene, o individuo
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é dito como sendo homozigdético para o gene ou alelo. Quando
um individuo tem dois alelos diferentes de um gene, O
individuo é dito como sendo heterozigdético para o gene ou
alelo. Os alelos de um gene especifico podem diferir entre
si em um uUnico nucleotideo, ou varios nucleotideos, e podem
incluir substituicdes, delecdes, e insercdes de
nucleotideos. As variacbes de seqiéncias que ocorrem
freqientemente incluem mutacgdes de transicdo (isto &, purina
para substituicdes de purina e pirimidina para substituicdes
de pirimidina, por exemplo, A para G ou C para T), mutagdes
transversas (isto &, purina para pirimidina e pirimidina
para substituic¢des de purina, por exemplo, A para T ou C
para G), e alteracdo nas respectivas seqiéncias de DNA
repetitivas (por exemplo, expansdes e contracdes de
repeticdes de trinucleotideos e seqléncias de repeticdes
tandem). Um alelo de um gene pode estar também na forma de
um gene que contém uma mutagao. O termo "variante alélica
de uma regido polimdérfica de um gene" refere-se a uma regiao
de um gene do 1lécus que tem uma ou varias diferencas de
seqliéncias de nucleotideos encontradas nessa regiao do gene
em outros individuos.

Como aqui utilizado, o termo "F-box" ou "proteina
F-box" refere-se as seqgiiéncias de aminodcidos de proteinas
envolvidas em protedlise, incluindo, porém sem limitacdes,
proteinas envolvidas no complexo ubiquitina-ligase obtido de
qualquer espécie, incluindo espécies vegetais, de qualquer
origem, seja natural, sintética, semi-sintética ou
recombinante. F-box é uma seqliéncia de 35-45 aminoacidos e

permite que as proteinas F-box entrem dentro de complexos



10

15

20

25

14

com outros componentes da degradacao de proteinas
dependentes de ubiquitina (por exemplo, Skpl). Assim sendo,
as proteinas F-box podem se ligar a Skpl, e podem conter um
modelo que apresente uma similaridade de seqiéncia com Grrl
ou Cdc4 ou com a proteina F-box de Arabidopsis thaliana
ilustrada na Figura 10A. Este modelo estrutural conservado
estd incluido nos alinhamentos de seqiéncias ilustrados na
Figura 7 da patente n® US 6.573.094, cujo teor €& aqui
incorporado como referéncia em sua totalidade (isto &, os
residuos de aminodcidos que sdo compartilhados pelas
proteinas F-box ilustradas). Entretanto, ndao se pretende que
o termo seja limitado as seqiéncias exatas aqui enunciadas.
Em algumas modalidades, as proteinas F-box podem compreender
ainda modelos adicionais, particularmente modelos envolvidos
na interagdo proteina-proteina. Estes modelos adicionais
estdo incluidos, porém ndo-limitados a repetigdes ricas em
leucina, e WD-40. In certas modalidades, a proteina F-box é
de uma planta vascular, enquanto que em modalidades
particularmente uteis, a proteina F-box é de Arabidopsis
thaliana.

O termo "antagonista', como aqui utilizado,
refere-se a um agente que regula de forma descendente (por
exemplo, suprime ou inibe) pelo menos a bioatividade. Um
antagonista pode ser um composto que inibe ou diminui a
interacdo entre uma proteina e outra molécula, por exemplo,
um substrato. Conseqgiientemente, um antagonista util ¢é um
composto que inibe ou diminui a liga¢do a um substrato, e
desta forma, bloqueia a fung¢do da enzima. Um antagonista

pode ser também um composto que regula de forma descendente
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a expressdao de um gene ou genes, ou que reduz a quantidade
de um produto génico transladado. O antagonista da
bioatividade-alvo pode ser uma forma negativa dominante de
um polipeptideo que possui essa bioatividade, por exemplo,
os antagonistas de F-box incluiriam uma forma de um
polipeptideo de F-box que é capaz de interagir com outros
componentes da via dependente de ubiquitina, mas que
interfere com a fungdo do complexo resultante (isto é, uma
forma negativa dominante da Dbioatividade-alvo). Um
antagonista pode ser também um acido nucléico antisense, ou
uma ribozima capaz de interagir especificamente um RNAm que
codifica a bicatividade-alvo. Ainda outros antagonistas sdo
moléculas que se ligam a uma bioatividade-alvo e inibem sua
acao. Tais moléculas incluem peptideos tais como aqueles
que se ligam a um sitio ativo de uma enzima e impedem gue
ele interaja com o substrato. Ainda outros antagonistas da
biocatividade-alvo incluem anticorpos que interagem
especificamente com um epitopo do polipeptideo-alvo, de tal
modo que a ligacdo interfira com a funcdo bioldgica do
polipeptideo. Em ainda outra modalidade util, o antagonista
¢ uma molécula pequena, tal como uma molécula capaz de
inibir a interacdo entre uma enzima-alvo e seu substrato.

"Propagacdo assexuada" refere-se a producdo de
progénie regenerando uma planta inteira a partir de retalhos
de folhas, retalhos de pedunculos, retalhos de raizes,
células vegetais individuais (protoplastos) e calos.

O termo "sitio catalitico" refere-se a parte de
uma molécula que é capaz de se ligar a um reagente e

melhorar a velocidade de uma reacdo. Os sitios cataliticos
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podem estar presentes em polipeptideos ou proteinas,
enzimas, compostos organicos, compostos organometalicos,
metais, e similares. Um sitio catalitico pode ser
constituido de partes separadas presentes em uma oOu mais
cadeias do polipeptideo ou compostos. Estas partes
cataliticas separadas se associam para formar uma parte
maior de um sitio catalitico. Um sitio catalitico pode ser
formado por um polipeptideo ou proteina que esta ligada a um
metal.

Os termos "células", '"células hospedeiras” ou
"células hospedeiras recombinantes" s&o aqui utilizados de
forma intercambiavel. Deve-se entender que tais termos
referem-se ndo apenas a célula especifica do individuo, mas
também & progénie ou progénie potencial de tal célula.
Devido ao fato de que certas modificag¢des podem ocorrer em
geracdes sucessivas, em virtude de mutacdo ou influéncias
ambientais, tal progénie, de fato, ndo ser idéntica a célula
parental, mas ainda assim estdo incluidas dentro do ambito
do termo como aqui utilizado.

Um "polipeptideo quimérico" ou "polipeptideo de
fusdo" é uma fusdo de uma primeira seqiéncia de aminoacidos
que codifica um dos polipeptideos em questdo com uma segunda
seqiiéncia de aminodcidos que define um dominio (por exemplo,
parte de polipeptideo) estranho e ndo substancialmente
homélogo a qualquer dominio do polipeptideo em questdao. Um
polipeptideo quimérico pode apresentar um dominio estranho
que é encontrado (embora em um polipeptideo diferente) em um
organismo que também expressa o primeiro polipeptideo, ou

ele pode ser uma fusdo '"entre espécies"”, "intergénica",
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etc., de estruturas polipeptidicas expressadas por
diferentes tipos de organismos. Genericamente, um
polipeptideo de fusdo pode ser representado pela férmula
genérica X-polipeptideo-Y, onde polipeptideo representa uma
primeira ou referida proteina ou polipeptideo, e X e Y estao
independentemente ausentes ou representam seqliéncias de
aminodcidos que ndo estdo relacionadas a primeira seqiiéncia
em um organismo, incluindo mutantes de ocorréncia natural.
Como aqui utilizado, o) termo "variacdes
conservativamente modificadas” de uma seqgliéncia de acidos
nucléicos especifica refere-se aos acidos nucléicos que
codificam seqléncias de aminoacidos idénticas ou
essencialmente idénticas, ou onde o &cido nucléico nédo

codifica uma seqiiéncia de aminodcidos, para seqiéncias

essencialmente idénticas. Por <causa da degeneracgdo do
cédigo genético, um grande numero de Aacidos nucléicos
funcionalmente idénticos codifica qualquer dado
polipeptideo. Por exemplo, os cddons CGU, CGC, CGA, COG,

AGA, e AGG codificam o aminodcido arginina. Assim sendo, em
cada posicdo na qual uma arginina é especificada por um
coédon, o céddon pode ser alterado para qualqur um dos coédons
correspondentes descritos, sem alterar o polipeptideo
codificado. Tais variacdes de 4acidos nucléicos sao
"variacdes silenciosas,"” que sdo uma espécie de "variagdes
conservativamente modificadas". Cada seqliéncia de a&cidos
nucléicos neste caso, que codifica um polipeptideo, descreve
também cada variacdo silenciosa possivel. Os versados
nessas técnicas devem reconhecer que cada cdédon em um acido

nucléico (exceto AUG, que é normalmente o unico cdédon para
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metionina) pode ser modificado para produzir uma molécula
funcionalmente idéntica por técnicas usuais.
Conseqlientemente, cada "variagdo silenciosa" de um acido
nucléico que codifica um polipeptideo esta implicita em cada
seqiéncia descrita. Além disso, os versados nessas técnicas
devem reconhecer que substituicgdes, delegdes ou adigdes
individuais que alteram, adicionam ou deletam um udnico
aminodcido ou uma pequena porcentagem de aminoacidos
(tipicamente menos do que 5%, mais tipicamente menos do gue

1

o\

) em uma seqliéncia codificada, sao "variacdes
conservativamente modificadas", onde as altera¢des resultam

na substituicdo de um aminodcido por um aminoacido

gquimicamente similar. Tabelas de substituicgdes
conservativas gue fornecem aminoacidos funcionalmente
similares sdo bem conhecidas nessas técnicas. Os seguintes

seis grupos contém aminodcidos que s&do substituicgdes

conservativas entre si: 1) Alanina (A), Serina (S), Treonina
(T); 2) Acido Aspartico (D), Acido Glutamico (E); 3)
Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (I), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); e
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptofano (W).

Como aqui descrito, as seqiéncias podem ser
otimizadas para a expressdao em uma célula hospedeira
especifica usada para produzir a proteina (por exemplo, uma
célula vegetal, tal como um tomate, ou um sistema de
clonagem e expressdo, tal como uma célula de levedura).
Similarmente, "substituicdes conservativas de aminoacidos",
em um ou poucos aminodcidos em uma seqiiéncia de aminoacidos

sdo substituidos por aminodcidos diferentes com propriedades
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altamente similares (vide a Secdo de definig¢des acima), sao
também facilmente identificadas COomo sendo altamente
similares a uma seqiéncia de aminodcidos especifica ou a uma
seqiiéncia de A&cidos nucléicos especifica que codifica um
aminoacido. Tais variacgdes conservativamente substituidas
de qgualquer seqiéncia especifica sdo uma caracteristica da
presente invengao.

Um "complexo de distribuig¢do" deve significar um
meio de assesto (por exemplo, uma molécula que resulta em
ligacgdes de afinidade mais alta de uma proteina,
polipeptideo ou peptideo, para a superficie da célula-alvo
e/ou maior captacdo celular ou nuclear por uma célula-alvo).
Os exemplos de meios de assesto incluem: esterdis (por
exemplo, colesterol), lipideos {(por exemplo, lipideo
catidnico, virossoma ou lipossoma), virus (por exemplo,
virus do mosaico do tabaco) ou agentes de ligagdo especifica
a célula-alvo (por exemplo, ligantes reconhecidos por
receptores especificos da célula-alvo). Os complexos uteis
sdo suficientemente estédveis in vivo para impedir o
desacoplamento significativo antes da internalizagdo pela
célula-alvo. Entretanto, o complexo ¢é clivavel sob
condicdes apropriadas dentro da célula, de tal modo que o
gene, proteina, polipeptideo ou peptideo seja liberado de
uma forma funcional.

Como é bem sabido, o0s genes podem existir em uma
Unica cépia ou em multiplas cdpias dentro do genoma de um
individuo. Tais genes em duplicata podem ser idénticos ou
podem ter certas modificagdes, incluindo substituicdes,

adicdes ou delegdbes de nucleotideos, todas elas ainda
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codificando polipeptideos que tém substancialmente a mesma
atividade. O termo '"seqiiéncia de DNA que codifica um
polipeptideo-alvo” pode, assim, se referir a um ou mais
genes em um individuo especifico. Além disso, podem existir
certas diferencas em seqiéncias de nucleotideos eﬁtre
organismos individuais, que s&o denominadas alelos. Tais
diferencas alélicas podem ou ndo resultar em diferencas na
seqliéncia de aminoacidos do polipeptideo codificado, e ainda
assim codificar wum polipeptideo com a mesma atividade
bioldgica.

As expressdes "rompimento do gene" e "rompimento
assestado” ou qualquer expressdo similar refere-se a
interrupcdao especifica do sitio de uma seqgiéncia de DNA
nativa de modo a impedir a expressdo desse gene na célula,
em comparacdo com a cdbdpia do tipo selvagem do gene. A
interrupcdao pode ser causada por delec¢des, insergdes, ou
modificag¢des do gene, ou qualquer combinacgdao.

O termo "sitio enzimatico" refere-se a parte de
uma molécula de proteina que contém um sitio catalitico. A
maioria dos sitios enzimdticos apresenta uma especificidade
seletiva de substrato muito alta. Um sitio enzimatico pode
compreender duas ou mais partes do sitio enzimatico em
segmentos diferentes da mesma cadeia do polipeptideo. Estas
partes do sitio enzimdtico sdo associadas entre .si para
formar uma parte maior de um sitio enzimatico. Uma parte de
um sitio enzimatico pode ser também um metal.

O termo "enzima" refere-se a uma proteilna,
polipeptideo, molécula de RNA peptidica, ou proteina

multimérica capaz de acelerar ou produzir por acgao
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catalitica alguma mudanca em um substrato pelo qual ela é
freqientemente especifica.

O termo "epitopo" refere-se a uma parte de uma
molécula que é reconhecida especificamente por um produto de
imunoglobulina. Ela é referida também como o determinante
ou determinante imunogénico.

Como aqui utilizado, o termo "imunoglobulina" &
uma proteina multimérica que contém partes imunologicamente
ativas de uma cadeia pesada de imunoglobulina e de uma
cadeia leve de imunoglobulina acopladas de forma covalente
entre si e capazes de se combinarem especificamente com o
antigeno.

Como aqui utilizado, um fragmento Fab €& uma
proteina multimérica que consiste na parte de uma molécula
de imunoglobulina que contém as partes imunologicamente
ativas de uma cadeia pesada de imunoglobulina e de uma
cadeia leve de imunoglobulina acopladas de forma covalente
entre si e capazes de se combinarem especificamente com o
antigeno. Os fragmentos Fab sdo preparados tipicamente por
digestdo proteolitica de moléculas de imunoglobulina
substancialmente intactas com papaina, usando métodos bem
conhecidos nessas técnicas. Entretanto, um fragmento Fab
pode ser preparado também expressando em uma célula
hospedeira apropriada as partes desejadas da cadeia pesada
de imunoglobulina e da cadeia leve de de imunoglobulina,
usando métodos bem conhecidos nessas técnicas.

Como aqui utilizado, um fragmentos F[v ]: uma
proteina multimérica que consiste nas partes

imunologicamente ativas de uma regido variavel da cadeia
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pesada de imunoglobulina e uma regido da variavel da cadeia
leve de imunoglobulina, acopladas de forma covalente entre
si e capazes de se combinarem especificamente com o
antigeno. Os fragmentos F[v ] s&o preparados tipicamente
expressando em uma célula hospedeira apropriada as partes
desejadas da regiao variavel da cadeia pesada de
imunoglobulina e da regido varidvel da cadeia leve de
imunoglobulina, usando métodos bem conhecidos nessas
técnicas.

Como aqui utilizado, o termo "gene" ou "gene
recombinante" refere-se a um &cido nucléico gue compreende
uma estrutura de leitura aberta que codifica um polipeptideo
da presente invencdo, incluindo seqgliéncias de éxons e
(opcionalmente) introns. Um "gene recombinante" refere-se a
um acido nucléico que codifica tais polipeptideos
reguladores, gque podem incluir opcionalmente seqiéncias de
introns que sdo derivadas de um DNA cromossémico. Os genes
recombinantes exemplificativos incluem aqueles que codificam
uma atividade de polipeptideo F-box.

Como aqui utilizado, o termo "DNA heterdlogo" ou
"4cido nucléico heteroldégo" inclui um DNA que ndo ocorre
naturalmente como parte do genoma no qual ele esté presente
ou que ¢é encontrado em um local ou locais no genoma dque
diferem dagueles nos quais ele ocorre na natureza. O DNa
heterdélogo ndo é enddgeno para a célula dentro da qual ele &
introduzido, mas foi obtido a partir de outra célula.
Genericamente, embora ndo necessariamente, tal DNA codifica
o RNA e proteinas que ndo sdo normalmente produzidas pelas

células na qual ele é expressado. O DNA heterdlogo pode ser
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referido também como DNA estranho. Qualgquer DNA que o0s
versados nessas técnicas reconheceria ou consideraria como
heterélogo ou estranhopara a célula na qual ele é expressado
esta aqui englobado pelo termo DNA heterdlogo. Os exemplos
de DNA heterdlogo incluem, porém sem limitacgdes, DNA isolado
qgue codifica uma proteina F-box.

o) termo "homologia" ou "identidade" ou
"similaridade" refere-se a similaridade de seqgiiéncias entre
dois peptideos ou entre duas moléculas de &cidos nucléicos.
A homologia pode ser determinada comparando uma poOsSicao em
cada seqgiiéncia que pode ser alinhada com propésito de
comparacao. Quando uma posicdo na seqiiéncia comparada é
ocupada pela mesma base ou aminodcido, entdo as moléculas
sdo 1dénticas nessa posigdo. Um grau de homologia ou
similaridade ou identidade entre sequéncias de acidos
nucléicos é funcdo do numero de nucleotideos 1idénticos ou
equivalentes em posig¢des compartilhadas pelas seqiéncias de
dcidos nucléicos. Un grau de identidade de seqiéncias de
aminodcidos é funcdo do numero de aminodcidos idénticos em
posicdes compartilhadas pelas seqiéncias de aminoacidos. Um
grau de homologia ou similaridade de seqgiiéncias de
aminodcidos ¢é funcd3o do numero de aminodcidos, 1isto §,
estruturalmente relacionados, em posic¢cdes compartilhadas
pelas sequéncias de aminoéacidos. Uma seqiéncia "nao-
relacionada" ou "ndao-homdéloga" compartilha menos do que 40%
de identidade, ou menos do que 25% de identidade, com uma
das seqliéncias da presente invengao.

O termo "inativacdo", com relagao a genes da

célula hospedeira, significa que a produgdo de um produto
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génico funcional é impedida ou inibida. A inativagao pode
ser conseguida por delecdo do gene, mutacdo do promotor, de
tal modo que a expressdo ao ocorra, ou a mutagdao da
seqiiéncia codificadora, de tal modo que o produto génico
figue 1inativo (de forma constitutiva ou indutiva). A
inativacdo pode ser parcial ou total.

o) termo "interagir", como aqui utilizado,
significa incluir relag¢des ou associagdes detectéaveis (por
exemplo, interacgdes bioquimicas) entre moléculas, tal como a
interacdo entre proteina-proteina, proteina-acido nucléico,
dcido nucléico-acido nucléico, e proteina-molécula pequena
ou acido nucléico-molécula pequena na natureza.

O termo "isolado", como aqui utilizado com relacdo
a acidos nucléicos, tais como DNA ou RNA, refere-se a
moléculas separadas de outros DNAs, ou RNAs,
respectivamente, que estdo presentes na origem natural da
macromolécula. Por exemplo, os 4&cidos nucléicos que
codificam os polipeptideos em questdo incluem tipicamente
ndo mais do que 10 quilobases (kb) da seqliiéncia de acidos
nucléicos que naturalmente flanqueia imediatamente esse gene
no DNA genémico, ou ndo mais do que 5 kb dessas seqiiéncias
flanqueadoras de ocorréncia natural, e mais utilmente menos
do que 1,5 kb da sequéncia flanqueadora de ocorréncia
natural. O termo “isolado”, como aqui utilizado, refere-se
também a um Acido nucléico ou polipeptideo que ¢é
substancialmente isento de material celular material,
material wviral, ou meio de cultura, quando produzido por
técnicas de DNA recombinante, ou precursores dquimicos ou

outros produtos gquimicos quando sintetizados quimicamente.



10

15

20

25

25

Além disso, um "acido nucléico isolado" inclui fragmentos de
dcido nucléico que ndo sao de ocorréncia natural, pois os
fragmentos ndo seriam encontrados no estado natural. 0
termo "isolado" é também aqui utilizado para se referir a
polipeptideos que estdo isolados de outras proteinas
celulares e engloba polipeptideos purificados e
recombinantes.

O termo "knock-out" refere-se a supressdao parcial
ou completa da expressdao de um gene enddbgeno. Isso &
realizado genericamente deletando uma parte do gene ou
substituindo uma parte por uma segunda seqiéncia, mas pode
ser causado também por outras modificag¢des do gene, tal como
a introducdao de cbédons de interrupgdo, a mutacdo de
aminodcidos criticos, a remocdo de uma juncdo de introns,
etc.

O termo "marcador"™ ou "seqgiiéncia marcadora" ou
expressdo similar significa qualquer gene dgue produz um
gendétipo seleciondvel ou um fendtipo selecionavel. Ele
inclui exemplos tais como o gene de espectinomicina (spcR),
neo gene (neoR), gene da proteina fluorescente verde (GFP)
gene, gene de TK, gene de O-galactosidase, etc. A seqliéncia
marcadora pode ser qualquer seqgiéncia conhecida pelos
versados nessas técnicas, que serve para estes propdsitos,
embora tipicamente a seqliéncia marcadora deva ser uma
seqiiéncia que codifica uma proteina que confere um traco
seleciondavel, tal como um gene de resisténcia a antibidtico,
ou uma enzima que pode ser detectada e que nao é tipicamente
encontrada na célula. A seqliéncia marcadora pode incluir

também regides reguladoras, tal como um promotor ou
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intensificador que regula a expressdao dessa proteina.
Entretanto, é possivel também transcrever o marcador usando
seqiéncias reguladoras enddgenas. Em uma modalidade da
presente invencdo, o marcador facilita a separacgao de
células transfectadas das né&o-transfectadas por selecdo de
células ativadas por fluorescéncia, por exemplo, pelo uso de
um anticorpo marcado de forma fluorescente ou a expressao de
uma proteina fluorescente, tal como GFP. Outras seqiéncias
de DNA gue facilitam a expressdo de genes marcadores também
podem ser incorporadas nas construgdes de DNA da presente
invencdo. Estas seqgiéncias incluem, porém sem limitacgdes,
sinais de iniciacdo e terminacdo da transcrigdo, sinais de
translacgao, sinais de modificagdo pbés-translacionais,
jungdes de introns removidos, sitios de ligacgdo de
ribossomas, e sinais de poliadenilacdo, para mencionar
alguns. A seqiéncia marcadora pode ser usada também para
apensar a seqiéncia ao gene-alvo. Por exemplo, ela pode ser
usada para adicionar um cdédon de interrupcdo a translacao de
F-box truncada. O uso de marcadores seleciondveis é bem
conhecido nessas técnicas e ndo precisa ser aqui detalhado.
O termo '"modulacao'", como aqui utilizado, refere-se a
regulacdo ascendente (isto é, ativacdo ou estimulacdo (por
exemplo, agonizando ou potencializando)) e a regulacédo
descendente (isto ¢, inibic&o ou supressao (e.g., por
exemplo, antagonizando ou inibindo)).

Um "gene mutado" ou "mutagdo" refere-se a uma
forma alélica de um gene, que é capaz de alterar o fendtipo
de um individuo que tem o gene mutado em relagcdo a um

individuo que ndo tem o gene mutado. Caso um individuo seja
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homozigdtico para esta mutagdo para ter um fendtipo
alterado, a mutacdo é dita como sendo recessiva. Caso uma
cépia do gene mutado seja suficiente para alterar o fendtipo
do individuo, a mutacdo é dita como sendo dominante. Caso
um individuo tenha uma cdépia do gene mutado e tenha um
fendétipo que é intermedidrio entre aquele de um homozigdtico
e aquele de um individuo heterozigdético (para esse gene), a
mutacdo & dita como sendo co-dominante.

Como aqui utilizado, o termo "acido nucléico”

refere-se a polinucleotideos tal como o acido
desoxirribonucléico (DNA), e, quando apropriado, acido
ribonucléico (RNA) . O termo deve ser entendido como

incluindo formas de filamento uUnico ou filamento duplo de
4cido nucléico, e, como equivalentes, analogos de RNA ou
DNA. Tais andlogos de &cidos nucléicos podem ser
constituidos de andlogos de nucleotideos, e, conforme
aplicavel a modalidade que estd& sendo descrita, podem ser
polinucleotideos de filamento uUnico (tal como sense ou
antisense) ou filamento duplo.

A frase "seqiiéncia de nucleotideos complementar a
seqiiéncia de nucleotideos enunciada em SEQ ID NO: x" refere-
se a seqiéncia de nucleotideos do filmento complementar de
um filamento de &cido nucléico que tem SEQ ID NO: x. 0
termo "filamento complementar" ¢é aqui utilizado de forma
intercambiavel com o termo "complemento". O complemento de
um filamento de &cido nucléico pode ser o complemento de um
filamento codificador ou o complemento de um filamento né&o-
codificador. Quando se faz referéncia a acidos nucléicos de

filamento duplo, o complemento de um &cido nucléico que tem
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SEQ ID NO: x refere-se ao filamento complementar do
filamento que tem SEQ ID NO: x ou a qualquer acido nucléico
que tem a seqiliéncia de nucleotideos do filamento
complementar de SEQ ID NO: x. Quando se faz referéncia a um
adcido nucléico de filamento Unico que tem a seqiiéncia de
nucleotideos SEQ ID NO: x, o complemento deste A&cido
nucléico é um 4&cido nucléico que tem uma seqiéncia de
nucleotideos que é complementar aquela de SEQ ID NO: x. As
seqiéncias de nucleotideos e suas seqliéncias complementares
sdo sempre fornecidas na diregdo de 5' para 3'.

A frase "ligada operacionalmente" refere-se a uma
ligagao funcional entre um promotor e uma segunda seqliéncia,
onde a seqgiéncia promotora inicia a transcrigdo do RNA

correspondente a segunda sequiéncia.

O termo "identidade percentual" refere-se a
identidade de seqgliéncias entre duas seqiéncias de
aminodcidos ou entre duas seqiéncias de nucleotideos. Cada

identidade pode ser determinada comparando uma posicdo em
cada segiiéncia que pode ser alinhada com o propésito de
comparagao. Quando uma posicdo equivalente nas seqgliéncias
comparadas € ocupada pela mesma base ou aminoacido, entdo as
moléculas sdo 1idénticas naquela posigdo; quando o sitio
equivalente ocupado pelo mesmo residuo de aminoacido ou por
um aminoadcido similar (por exemplo, similar na natureza
estérica e/ou eletrdnica), entdo as moléculas podem ser
referidas como homélogas (similares) naquela posigdao. A
expressdo como uma porcentagem de homologia/similaridade ou
identidade refere-se a uma funcdo do numero de aminoacidos

idénticos ou similares em posigdes compartilhadas pelas
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seqliiéncias comparadas. VAarios algoritmos e/ou programas de
alinhamento podem ser usados, incluindo FASTA, BLAST ou
ENTREZ. FASTA e BLAST estdo disponiveis como parte do pacote
de analise de seqliéncias GCG (Universidade de Wisconsin,
Madison, Wisconsin), e podem ser usados, por exemplo, com
ajustes de omissdes. ENTREZ estd disponivel no National
Center for Biotechnology Information, National Library of
Medicine, National Institutes of Health, Bethesda, MD. Em
uma modalidade, a identidade percentual de duas seqléncias
pode ser determinada pelo programa GCG com peso de
intervalos de 1, por exemplo, cada intervalo de aminocacido é
ponderado como se ele fosse um Unico desemparelhamento de
aminoacido ou nucleotideo entre as duas seqgiiéncias.

O termo "planta" inclui plantas integrais, O6rgaos
de plantas (por exemplo, folhas, pedunculos, flores, raizes,
etc.), sementes e células vegetais e a progénie das mesmas.
A classe de plantas que podem ser usadas no método da
invencdo tdo ampla gquanto a classe de plantas superiores
suscetiveis a técnicas de transformagdo, incluindo plantas
monocotilédones e dicotilédones, bem como certas plantas
inferiores tais como algas. Ela inclui plantas de uma série

de niveis de ploidia, incluindo polipldéides, dipldides e

hapldéides. As plantas de cultura uUteis da inveng¢do incluem,
porém sem limitacgdes, milho (Zea mays), Brassica spp. (e.g.,
cancla (B. napus), B. rapa, B. juncea), particularmente as

espécies de Brassica Uteis como fontes de 6leo de sementes,
alfafa (Medicago sativa), arroz (Oryza sativa), centeio
(Secale cereale), sorgo (Sorghum bicolor, Sorghum vulgare),

painco (por exemplo, milheto-pérola (Pennisetum glaucum),
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painco (Panicum miliaceum), painco-portugués (Setaria
italica), capim-pé-de-galinha (Eleusine coracana), girassol
(Helianthus annuus), acafroa (Carthamus tinctorius), trigo

(Triticum aestivum), soja (Glycine max), tabaco (Nicotiana

tabacum), batata (Solanum tuberosum), amendoim (Arachis
hypogaea), algodao (Gossypium barbadense, Gossypium
hirsutum), batata-doce (Ipomoea batatus), mandioca (Manihot
esculenta), café (Coffea spp.), CcoOCO (Cocos nucifera),

abacaxi (Ananas comosus), Aarvores citricas (Citrus spp.),
cacau (Theobroma cacao), chad-da-india (Camellia sinensis),
banana (Musa spp.), abacate (Persea americana), figo (Ficus
casica), goiaba (Psidium guajava), manga (Mangifera indica),
oliva (Olea europaea), mamao (Carica papava), caju
(Anacardium occidentale), macadamia (Macadamia
integrifolia), améndoa (Prunus amygdalus), beterraba (Beta
vulgaris), cana-de-acucar (Saccharum spp.), avela, cevada,
vegetails, plantas ornamentais, e coniferas.

O termo "planta" refere-se ainda as seguintes
classes de espécies vegetals:

Dicotilédones (dicot) : uma planta florescente
cujos embrides tém duas metades de sementes ou cotilédones.
Os exemplos de dicotilédones sao: tabaco; tomate; os legumes
incluindo alfafa; carvalho; bordo; rosa; hortelds; abdboras;
margaridas; nozes; cactos; violetas; e botdao-de-ouro.

Monocotilédones (monocot): uma planta florescente
cuos embrides tém um cotilédone ou folha de semente. Os
exemplos ndo-limitativos de monocotilédones s&o: 1lirios;
gramineas; milho; gréaos, incluindo aveia, trigo e cevada;

orquideas; iris; cebolas e palmas.
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“Planta inferior” refere-se a uma planta nao-
florescente, incluindo samambaias, gimnospermas, coniferas,
cavalinhas, licopddios, hepéaticas, ceratofildceas, musgos,
algas vermelhas, algas marrons, gametdfitos, espordfitos de
pteriddéfitos, e algas verdes.

Genericamente, as plantas de interesse incluem
plantas granosas que produzem sementes de interesse, plantas
com sementes oleaginosas, e plantas leguminosas. As
sementes de interesse incluem sementes granosas, tais como
milho, trigo, cevada, arroz, sorgo, centeio, paing¢o, etc.
As plantas com sementes oleaginosas incluem algoddo, soja,
acafroa, girassol, brassica, milho, alfafa, palma, coco,
linho, mamona, oliva, etc. As plantas leguminosas incluem
favas e ervilhas. As favas incluem guar, alfarroba, feno-
grego, soja, feijoeiros, feijdo-fradinho, feijdo-da-india,
feijado-de-lima, feij&o-fava, lentilhas, grdo-de-bico, etc.

O termo "promotor" refere-se a uma regido de
sequéncias de acidos nucléicos, localizada a montante e/ou a
jusante do inicio da transcrigédo, que auxiliam no
reconhecimento, ligacdo e/ou iniciacgdo da RNA polimerase ou
outras proteinas de transcricdo que iniciam a transcrigao de
um gene associado. Um "promotor vegetal" é um promotor
capaz de 1iniciar a transcrigc&o em células vegetais. Um
"promotor leucina aminopeptidase vegetal” é um promotor
derivado de um gene de leucina aminopeptidase, por exemplo,
clonando, isolando ou modificando de forma recombinante um
promotor nativo a partir de um  gene de leucina

aminopeptidase.



10

15

20

25

32

Um "&cido nucléico recombinante" compreende ou é
codificado por um ou mais &cidos nucléicos derivados de de
um acido nucléico construido artificialmente. Por exemplo,
o &cido nucléico pode compreender ou ser codificado por um
dcido nucléico clonado formado unindo acidos nucléicos
heterélogos, como enunciado, por exemplo, em Berger e
Kimmel, “Guide to Molecular Cloning Techniques”, "“Methods In
Enzymology”, Volume 152 Academic Press, Inc., San Diego, CA
(Berger), e em Sambrook et al., “Molecular Cloning - A
Laboratory Manual” (22 edicao) Volumes 1-3 (1989)
(Sambrook), e em “Current Protocols In Molecular Biology”,
editores Ausubel, F. M., et al., Greene Publishing
Associates, Inc. e John Wiley & Sons, Inc., (suplemento de
1996) (Ausubel). Alternativamente, o A&cido nucléico pode
ser sintetizado gquimicamente.

Como aqui utilizado, o termo '"construgdo de gene

repérter” é um acido nucléico que inclui um "gene repérter”

ligado operacionalmente a seqgiéncias reguladoras
transcricionais. A transcricdo do gene repdérter gene ¢é
controlada por estas seqiéncias. As seqguéncias reguladoras

transcricionais incluem as regides do promotor e outras
regides reguladoras, tais como seqiéncias intensificadoras,
gue modulam a atividade do promotor, ou seqléncias
reguladoras que modulam a atividade ou eficiéncia da RNA
polimerase que reconhece o promotor, ou as seqliéncias
reguladoras sdo reconhecidas por moléculas efetoras.

Como aqui utilizado, o termo "&cido nucléico"
refere-se a polinucleotideos ou oligonucleotideos, tal como

o acido desoxirribonucléico (DNA), e, gquando apropriado, o
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4cido ribonucléico (RNA). O termo deve ser entendido também
como incluindo equivalentes, analogos de RNA ou DNA
preparados a partir de andlogos de nucleotideos, e conforme
aplicavel a modalidade que esta sendo descrita,
polinucleotideos de filamento Unico (sense ou antisense) e
de filamento duplo.

Como aqui utilizado, o termo "promotor"‘significa
uma seqiéncia de DNA que regula a expressdo de uma seqliéncia
de DNA selecionada 1ligada operacionalmente ao promotor, e
que efetua a expressdo da seqléncia de DNA selecionada em
células. O termo engloba promotores ‘"especificos de
tecidos"”, isto é, promotores que efetuam a expressdao da
seqiéncia de DNA selecionada apenas em células especificas
(por exemplo, células de um tecido especifico). O termo
cobre também os assim denominados promotores "leaky" que
regulam a expressdo de um DNA selecionado principalmente em
um tecido, mas causam a expressdo também em outros tecidos.
O termo engloba também promotores ndo-especificos de tecidos
e promotores que expressam de forma constitutiva ou que sao
induziveis (isto ¢é, o0s niveis de expressao podem ser
controlados) .

Os termos "proteina", "polipeptideo" e "peptideo”
sdo utilizados de forma intercambidvel quando se referem a
um produto génico.

O termo '"proteina recombinante" refere-se a um
polipeptideo da presente 1invencdo que ¢é produzido por
técnicas de DNA recombinante, onde, genericamente, o DNA que
codifica um polipeptideo especifico é inserido em um vetor

de expressao apropriado, o qual, por sua vez, € usado para
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transformar uma célula hospedeira - a fim de produzir a
proteina heteréloga. Além disso, a frase "derivado de", com
relacdo a um gene-alvo recombinante, pretende incluir dentro
do significado de "proteina recombinante" as proteinas que
tém uma seqiéncia de aminoadcidos de um polipeptideo-alvo
nativo, ou uma seqgiiéncia de aminodcidos similar a ela, que &
gerada por mutagdes, incluindo substituigdes e delecgdes
(incluindo truncamento) de uma forma de ocorréncia natural

do polipeptideo.

Como aqui utilizado, o) termo "células
recombinantes" inclui quaisquer células que foram
modificadas pela introdugdo de DNA heterdlogo. Células de

controle incluem células que sdo substancialmente idénticas
as células recombinantes, mas ndo expressam uma ou mals das
proteinas codificadas pelo DNA heterdlogo, por exemplo, nao
incluem ou expressam um gene de F-box recombinante.

O termo "molécula pequena”", como aqui tilizado,
pretende se referir a uma composicdo que tem peso molecular
menor do que cerca de 5 kD, e mais preferivelmente, menor do
que cerca de 4 kD. As moléculas pequenas podem ser acidos
nucléicos, peptideos, polipeptideos, peptidomiméticos,
carboidratos, lipideos ou outras moléculas organicas (que
contém carbono) ou inorganicas. Muitas empresas
farmacéuticas tém bibliotecas extensas de misturas quimicas
e/ou bioldgicas, fregliientemente extratos fungicos,
bacterianos ou algais, que podem ser triados com qualquer um
dos ensaios da invencdo para identificar compostos que

modulam uma biocatividade-alvo.



10

15

20

25

35

Como aqui utilizado, o) termo "hibridiza
especificamente” ou "detecta especificamente" refere-se a
capacidade de uma molécula de 4&acido nucléico da invencgao
hibridizar para aproximadamente 6, 12, 20, 30, 50, 100, 150,
200, 300, 350, 400 ou 425 nucleotideos consecutivos de um
gene, mais preferivelmente um gene de F-box vegetal.

o) termo "substancialmente homéloga", quando
utilizado com relacdo a sequéncias de aminoacidos, refere-se
a seqiéncias gque sdo substancialmente idénticas ou similares
em seqiéncia, gerando uma homologia em conformagao, e assim
sendo, uma atividade biolégica similar. O termo pretende
inferir uma evolucdo comum das seqiéncias.

Como aqui utilizado, o termo "transfeccao"”
significa a introdugdo de um &cido nucléico, por exenmplo,
por intermédio de um vetor de expressdo, em uma célula
recebedora por transferéncia génica mediada por acido
nucléico. Os métodos para transformagcdo conhecidos nessas
técnicas incluem qualquer meio elétrico, magnético, fisico,
bioldégico ou quimico. Como aqui utilizado, o termo
"transfecgao" inclui técnicas especificas tais como
eletroporacao, magnetoporac¢ao, tratamento com ca't, injecéo,
bombardeio, infeccdo retroviral e lipofecg¢do, dentre outros.
O termo "transformacdo", como aqui utilizado, refere-se a um
processo no qual o gendétipo de uma célula é mudado como
resultado da captacdo celular de DNA ou RNA exdgeno, e, por
exemplo, a célula transformada expressa uma forma
recombinante de um polipeptideo-alvo ou, no caso da

expressao anti-sense a partir do gene transferido, a
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expressao de uma forma de ocorréncia natural do
polipeptideo-alvo é rompida.

Como aqui utilizado, o termo "transgene" significa
uma seqiéncia de 4cidos nucléicos (que codifica, por
exemplo, um dos polipeptideos-alvo, ou um transcrito
antisense a ele) que foi introduzida em uma célula. Um
transgene poderia ser parcial ou inteiramente heterdlogo,
isto é, estranho para o animal ou células transgénica na
qual ele é introduzido, ou, é homdélogo a um gene enddgeno do
animal ou «célula transgénica dentro da qual ele é
introduzido, mas que ¢ desenﬁado para ser inserido ou é
inserido no genoma do animal, de modo a alterar o genoma da
célula dentro da qual ele é inserido (por exemplo, ele é
inserido em um local que difere daquele do gene natural ou
sua insercdo resulta em knockout). Um transgene pode estar
também presente em uma célula na forma de um epissoma. Um
transgene pode incluir uma ou mais sequéncias reguladoras
transcricionais e qualquer outro acido nucléico, tais como
introns, que podem ser necessdrios para a expressao ideal de
um acido nucléico selecionado.

Uma "planta transgénica" refere-se a qualquer
planta na qual uma ou mais das células da planta contém um
dcido nucléico introduzido por meio de intervenc¢do humana,
tal como por técnicas transgénicas bem conhecidas nesse
campo cientifico. O &cido nucléico é introduzido na célula,
direta ou indiretamente, pela introdugdo em um precursor da
célula, por meio de manipulagdo genética deliberada, tal
como por microinjeg¢do ou por infecgdo com um virus

recombinante. O termo “manipulagdo genética” ndo inclui
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hibridizacdo classica, mas ao invés disso é direcionada para
a introducdo de uma molécula de DNA recombinante. Esta
molécula pode ser integrada dento de um cromossoma, ou ela
pode ser DNA replicativo de forma extracromossdémica. Nas
plantas transgénicas tipicas aqui descritas, o transgene faz
com que as células expressem uma forma recombinante dos
polipeptideos-alvo, por exemplo, formas agonisticas ou
antagonisticas. Entretanto, as plantas transgénicas nas
quais o gene-alvo recombinante é silencioso também estéao
contempladas, como por exemplo, construgdes recombinantes
dependentes FLP ou CRE. Além disso, o termo "planta
transgénica” inclui também os animais recombinantes nos
quais o rompimento do gene de um ou mais genes vegetais é
causada por 1intervencdo humana, incluindo técnicas de
recombinagcdo e antisense. Uma "planta transgénica" ¢,
ainda, uma que foi geneticamente modificada para conter e
expressar seqiiéncias de DNA heterdlogas, seja como moléculas
de RNA reguladoras ou como proteinas. Como aqui
especificamente exemplificado, uma planta transgénica &
modificada geneticamente para conter e expressar pelo menos
uma seqiéncia de DNA heterdloga ligada operacionalmente e
sob o controle regulador de seqliéncias de controle da
transcricdo que funcionam em células ou tecidos vegetais ou
em plantas integrais. Como aqui utilizado, o termo “planta
transgénica” refere-se também a progénie da planta
transgénica inicial cuja progénie contém e sdo capazes de
expressar a seqiéncia codificadora heterdloga sob o controle
regulador das seqliéncias de controle da transcrigao

expressavels em plantas, aqui descritas. As sementes que
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contém embrides transgénicos estdo englobadas dentro desta
definicdo, como o sdo retalhos e outros materiais da planta
para propagacdo vegetativa de uma planta transgénica.

Quando a expressdo vegetal de um gene heterdlogo
ou seqléncia codificadora de interesse ¢é desejada, esta
seqiéncia codificadora é ligada operacionalmente na
orientacdo sense a um promotor apropriado e vantajosamente
sob o controle regulador de seqliéncias de DNA que regulam
quantitativamente a transcricdo de uma seqliéncia a jusante
em células ou tecidos vegetais ou em plantas, na mesma
orientacdo que o promotor, de tal modo que seja produzido um
RNAmM sense (isto é, funcional para a expressao
translacional). Um sinal da terminacdo da transcrigdo, por
exemplo, como sinal de poliadenilacdo, funcional em uma
célula vegetal fica vantajosamente colocado a Jjusante da
seqliéncia codificadora de resisténcia a metais ou
organometalicos, e um marcador selecionavel que pode ser
expressado em uma planta, pode ser ligado de forma covalente
a unidade de expressdo induzivel, de tal modo que depois
disso esta molécula de DNA seja introduzida em uma célula ou
tecido vegetal, sua presenga possa ser selecionada e as
células ou tecidos vegetais nd&o assim transformados sejam
exterminados ou impedidos de crescer. Na presente invencgao,
a seqiéncia codificadora de resisténcia ao mercurio pode
servir como um marcador selecionédvel para transformagdo de
células ou tecidos vegetais. Quando a expressdao de um gene
constitutivo é desejada, 0s promotores apropriados

expressaveis em plantas incluem os promotores 35S ou 19S5 do

w 7

virus do mosaico da couve-flor, os promotores “nos”, ocCs
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ou “mas” de plasmideos Ti de Agrobacterium tumefaciens, e
outros conhecidos nessas técnicas. Quando a expressao
especifica de tecidos da seqiéncia codificadora de
resisténcia a metais expressavel em plantas for desejada, os
versados nessas técnicas devem escolher entre inumeras
seqiéncias Dbem conhecidas para mediar essa forma de
expressao génica. Promotores regulados ambientalmente
também sdao conhecidos nessas técnicas, e 0s versados nessas
técnica podem escolher entre seqléncias reguladoras da
transcricdo para conseguir o resultado desejado.

O termo "seqUéncia reguladora transcricional”" é um
termo genérico utlizado neste relatdério descritivo inteiro
para se referir a sequiéncias de DNA, tais como sinais de
iniciacdo, intensificadores e promotores que induzem ou
controlam a transcricdo de seqiéncias codificadoras de
proteinas com as quais elas estdo ligadas operacionalmente.
Em algumas modalidades, a transcricéao de um gene
recombinante fica sob o controle de uma seqiiéncia promotora
(ou outra seqgiéncia reguladora transcricional) que controla
a expressdao do gene recombinante em um tipo de célula no
gual a expressdo ¢ intencionada. Deve-se entender que o
gene recombinante pode ficar sob o controle de sequéncias
reguladoras transcricionais que sdo iguais ou diferentes
daquelas seqgiéncias que controlam a transcricdo da forma de
ocorréncia natural da proteina.

O termo "vetor" refere-se a uma molécula de &cido
nucléico capaz de transportar outro acido nucléico ao qual
ele foi ligado. Um tipo de vetor util é um epissoma, isto

é, um acido nucléico capaz de replicacdo extracromossdémica.
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Sdo particularmente Uteis os vetores capazes de replicacgao
e/ou expressdo autdénoma de Aacidos nucléicos aos quais eles
estdo ligados. Os vetores capazes de direcionar a expressao
de genes aos quals eles estdo ligados operacionalmente sao
aqui referidos como "vetores de expressao". Genericamente,
os vetores de expressdo de utilidade em técnicas de DNA
recombinante estdo freqientemente na forma de "plasmideos"
que se referem genericamente a algas circulares de DNA de
filamento duplo, as quais, na sua forma de vetor ndo estao
ligadas ao cromossoma. No presente relatdrio descritivo,
"plasmideo” e "vetor" sao utilizados de forma
intercambidvel, pois a forma mais comumente usada de vetor.
Entretanto, a invencdo pretende incluir outras formas de
vetores de expressdo que servem para funcgdes equivalentes e
que se tornam conhecidos nessas técnicas subseqientemente.

O termo "alelo do tipo selvagem” refere-se a um
alelo de um gene, que, quando presente em duas cdpias em um
individuo resulta em um fendétipo do tipo selvagem. Podem
existir varios alelos do tipo selvagem diferentes de um gene
especifico, pois certas mudangas de nucleotideos em um gene
podem n&o afetar o fendétipo de um individuo que tem duas
coépias do gene com as cdpias de nucleotideos.

4.3 Seqiiéncias de Acidos Nucléicos de F-box e
Polipeptideos

As sequéncias de de &cidos nucléico e proteinas F-
Box da invencdo incluem a proteina F-box de Arabidopsis
thaliana (N de Acesso do GenBank NM 111499 (DNAc) e
NP 566277 (proteina), vide Figuras 10B e 10A,

respectivamente) .
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Outros acidos nucléicos e polipeptideos
equivalentes include aqueles discerniveis a partir da
sinopse que se segue desta familia de proteinas F-box
(At3g06240) .

SIMILARIDADES DE PROTEINAS SELECIONADAS

Comparacdo de seqiéncias em UniGene com proteinas
sustentadas por um genoma completo. Os alinhamentos podem
sugerir a funcao de um gene.

A. thaliana referéncia: NP 566277.1 - protelina

\

expressada [Arabidopsis thaliana] 100 % / 416 aa (vide

ProtEST)
EXPRESSAO GENICA
Tecidos e estagios de desenvolvimento a partir da
expressdo génica das seqléncias deste gene. Ligacgdes a

outros recursos de expressdao de NCBI.

Fontes de DNAc: mistura de siliqua e flor ;
siliquas verdes; raizes; semente; tecido vegetativo adulto;
botdes de flores; flores e botdes; flores abertas sem
inflorescéncia ou mis velhas.

Perfis de GEO: Perfis da expressdo génica na base
de dados do NCBI Gene Expression Omnibus.

POSICAO NO MAPEAMENTO

Localizacdo genbémica especificada por mapeamento
de transcritos, mapeamento de hibridos por radiacgao,
mapeamento genético ou mapeamento citogenético.

Cromossoma de Arabidopsis: III

SEQUENCIAS
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As SeqUéncias que representam este gene; RNAm’s,
ESTs, e previsdes do gene fundamentadas por seqiéncias
transcritas.

NM 111499.3 Proteina da familia F-box de
Arabidopsis thaliana (At3g06240) RNAm, completo cds P

AY084423.1 clone de Arabidopsis thaliana 108003
RNAm, seqliéncia completa P

RNAm At3g06240 de Arabidopsis thaliana AK118303.1
para proteina desconhecida, cds completo, clone: RAFL19-58-
P14 P

RNAm (At3g06240) da familia de proteinas F-box
putativas do clone U50970 de Arabidopsis thaliana
BT006048.1, cds completo P

Seqiiéncia completa do DNAc de comprimento inteiro
de Arabidopsis thaliana BX824678.1 a partir do <clone
GSLTPGH64ZA06 do calo tratado com horménio da cepa col-0 de
Arabidopsis thaliana (agridao-amargo) P

Seqiéncia completa do DNAc de comprimento inteiro
de Arabidopsis thaliana BX829355.1 a partir do clone
GSLTSIL94ZF11 da siliqua da cepa col-0 de Arabidopsis
thaliana (agrido-amargo) P

Seqiéncias EST (19)

BP842389.1 Clone RAFL21-54-KO05 5' lido

BP825839.1 Clone RAFL22-69-013 mistura de siliqua
e flor 5' lido

BP824403.1 Clone RAFL22-09-HO01l mistura de siliqua
e flor 5' lido

BP817574.1 Clone RAFL22-45-F24 mistura de siliqua

e flor 5' lido
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BP652696.1 Clone RAFL19-94-A01 misturas de siliqua

e flor 3' lido

BP644487.1 Clone RAFL19-65-J12 mistura de siliqua

e flor 3' lido

BP643288.1 Clone RAFL19-61-HO05 mistura de siliqua

e flor 3' lido

CF773451.

1

Clone 17B03 flores abertas sem

inflorescéncia ou mais velhas

BX838532.1 Clone GSLTFB50ZF02 flores e botdes 5'

lido P

BX836858.

adulto 5' lido

BX837508.

aduto 5' lido P

AU239163.

e floro 5' lido P

AU230440.

e flor 3' lido

AV562416.
lido A

AV551881.

AV540406.

AV534311.
lido P

EE525819.

1

Clone GSLTLS79ZF01 tecido vegetativo

Clone GSLTLS79ZE01 tecido vegetativo

Clone RAFL19-58-P14 mistura de siliqua

Clone RAFL19-58-P14 mistura de siliqua

Clone SQ169f12F siliquas verdes 3!

Clone RZ15g09R raizes 5' lido

Clone RZ15g09F raizes 3' lido P

Clone FB078a02F botdes de flores 3"

Clone 600034345R1 semente 5' lido

BE523193.1 Clone M35B4 semente 5' lido P.

Proteinas F-box Homblogas

A invencgao fornece ainda genes codificadores de

proteinas F-box,

que sdo homdlogas aquelas aqui descritas
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especificamente (por exemplo, a proteina F-box de
Arabidopsis thaliana ilustrada na Figura 10A, e a seqiéncia
codificadora correspondente demarcada na Figura 10B). Por
exemplo, as seqiiéncias de nucleotideos equivalentes incluem
as sequiéncias Que diferem em uma ou mais substituicgdes,
adicdes ou delegdes de nucleotideos, tais como as variagdes
intragénero; e incluem também seqliéncias que diferem da
seqgiiéncia de nucleotideos que codifica a parte da proteina
agqui representada em virtude da degeneragcdo do cbédigo
genético. Os &cidos nucléicos equivalentes incluem também
as seqliéncias de nucleotideos que hibridizam sob condigdes
severas (isto é, equivalentes a cerca de 20-27° C abaixo da
temperatura de fusdo (Tm) do DNA duplex formado em sal cerca
de 1 M) para uma sequéncia de nucleotideos de um gene
heterbélogo da inveng¢ao.

Os acidos nucléicos particularmente uteis
codificam polipeptideos que compreendem uma seqiiéncia de
aminodcidos que é pelo menos 70% idéntica, 80% idéntica ou
85% idéntica a uma seqiiéncia de aminoacidos da inveng¢ao. Os
acidos nucléicos que codificam polipeptideos,
particularmente polipeptideos que retém um atividade de um
dos genes heterdlogos em questdo que conferem uma atividade
de F-box, e que compreendem uma seqiiéncia de aminoacidos que
¢ pelo menos cerca de 90%, ou pelo menos cerca de 95%, e
mais preferivelmente pelo menos cerca de 98-99% idéntica a
uma seqiiéncia de aminodcidos da invengdo, também estédo
dentro do ambito da invencgao.

Outro aspecto da invengdo fornece um acido

nucléico gque hibridiza sob condigdes de alta ou baixa
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severidade para um &cido nucléico que codifica um
polipeptideo idéntico ou homdéblogo a uma seqgliéncia de
aminodcidos da invengdo. As condig¢bes de severidade
apropriadas, que promovem a hibridizagao do DNA, por
exemplo, 6,0 x cloreto de sdédio/citrato de sdédio (SSC) a
cerca de 45 °C., em seguida uma lavagem com 2,0 x SSC a 50
°C, sdo conhecidas pelos versados nessas técnicas ou podem
ser encontradas em “Current Protocols in Molecular Biology”,
John Wiley & Sons, NY (1989) 6.3.1-6.3.6. Por exemplo, a
concentracdo de sals na etapa de lavagem pode @ ser
selecionada entre uma baixa severidade de cerca de 2,0 x SSC
a 50 °C até uma alta severidade de cerca de 0,2 x SSC a 50
°C. Além disso, a temperatura na etapa de lavagem pode ser
aumentada de condigdes de baixa severidade a temperatura
ambiente, cerca de 22 °C, até alta severidade a cerca de 65
°C.

Os &cidos nucléicos 1isolados que codificam uma
proteina heterdloga da presente invencédo, mas que diferem
das seqiiéncias de nucleotideos aqui referidas, em virtude da
degeneracdo do cdbédigo genético, também estdo dentro do
ambito da invencdo. Tais &cidos nucléicos sdo entendidos
como sendo capazes de codificar polipeptideos funcionalmente
equivalentes (isto é, um polipeptideo que tem pelo menos uma
parte da atividade bioldgica de uma proteina codificada
pelas seqliéncias enumeradas). Por exenmplo, inumeros
aminocacidos sdo designados por mais do que um triplete. Os
cbédons que especificam o mesmo aminoacido (por exemplo, CAU
e CAC sdo sinénimos de histidina) podem resultar em mutag¢des

"silenciosas" que n&o afetam a seqiéncia de aminoacidos da
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proteina. Entretanto, espera-se que polimorfismos de
seqiiéncias de DNA, que realmente 1levam a mudancas nas
seqgiéncias de aminodcidos da proteina devem existir, mesmo
dentro da mesma espécie. Os versados nessas técnicas devem
avaliar que estas variagdes em um ou mais nucleotideos (até
cerca de 3-4% dos nucleotideos) de um gene que codifica uma
proteina podem existir entre células individuais de uma dada
espécie, por exemplo, entre uma populagdo de células de
Arabidopsis thaliana, em virtude a uma variacdo alélica
natural. Qualquer uma e todas essas variacdes de
nucleotideos e os polimorfismos de aminodcidos resultantes
estdo dentro do admbito desta invencgdo.

Os fragmentos das partes que codificam acidos
nucléicos da F-box heterbéloga em questdo, tais como os
fragmentos que retém a capacidade de interagir com a via
proteolitica de ubiquitina, também estdo dentro do ambito da
invencdo. Como aqui utilizados, tais fragmentos se referem
a seqliiéncias de nucleotideos que tém menos nucleotideos do
gque a seqiéncia codificadora do gene, mas ainda assim
incluem o suficiente da seqiiéncia codificadora de modo a
codificar um polipeptideo com pelo menos uma parte da
atividade da proteina de comprimento inteiro.

Em ainda outra modalidade, os genes reguladores
recombinantes pode incluir ainda seqiiéncias de nucleotideos
adicionais. Por exemplo, o gene recombinante pode incluir
seqiiéncias de nucleotideos de um fragmento da PCR gerado
ampliando o gene a partir de uma biblioteca de DNA gendmico,
por exemplo, sequéncias ndo-codificadoras de 5' e 3' de

qualquer um dos genes em questdo.
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Os &cidos nucléicos dentro do &mbito da invencéao
podem conter também sequiéncias ligantes, sitios de
endonucleases de restricdo modificados e outras seguéncias
uteis para clonagem molecular, expressao ou purificacgdo dos
polipeptideos recombinantes.

Como .indicado pelos exemplos enunciados abaixo, um
adcido nucléico que codifica uma das proteinas em questao
pode ser obtido a partir do RNAm presente em uma amostra de
células eucaridticas, tais como aquelas de uma planta
vascular. Serd possivel também obter &cidos nucléicos que
codificam s proteinas em questdo a partir do DNA gendmico
obtido a partir de tais células. Por exemplo, um gene que
codifica uma das proteinas F-box em questdo pode ser clonado
a partir de um um DNAc ou uma biblioteca gendmica de outras
espécies vegetais de acordo com os protocolos aqui
descritos, bem como aqueles conhecidos genericamente nessas
técnicas. Por exemplo, um DNAc que codifica uma proteina
heterdéloga pode ser obtido isolando o RNAm total de uma
planta, gerando DNAc's de filamento duplo a partir do RNAm
total, clonando o DNAc em um plasmideo ou vetor bacteridfago

apropriado, e isolando os clones que expressam a proteina em

questao, usando qualquer uma das intmeras técnicas
conhecidas, por exemplo, sondas de oligonucleotideos,
analise Western blot, ou complementacdao. Os genes que

codificam proteinas relacionadas também podem ser clonados
usando técnicas estabelecidas de reagdo de polimerase em
cadeia, de acordo com as informacdes sobre as seqliéncias de
nucleotideos fornecidas pela invencao. O &cido nucléico da

invencdo pode ser DNA ou RNA.
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Além disso, a seqliéncia de nucleotideos
determinada a partir da clonagem dos genes heterdlogos em
questdo permitird a geracdo de sondas desenhadas para uso na
identificacdo do DNA transgénico heterdlogo, bem como para
detectar a presenca do RNAm heterdélogo correspondente. Por
exemplo, os a&acidos nucléicos em questdo podem ser usados
apb6s o assesto transgénico para confirmar a presenga e a
integridade da seqiiéncia introduzida bem como a quantidade e
a especificidade da expressdo na progénie transgénica. Por
exemplo, a presente inveng¢do fornece uma sonda/iniciador que
compreende um oligonucleotideo substancialmente purificado,
onde o oligonucleotideo compreende uma regido da seqiéncia
de nucleotideos que hibridiza sob condig¢des severas para
pelo menos 10, 25, 50, ou 100 nucleotideos consecutivos da
seqgliéncia sense ou antisense de um dos acidos nucléicos em
questdo, ou seus mutantes de ocorréncia natural. Em algumas
modalidades, a sonda/iniciador compreende ainda um grupo
marcador anexado a a sonda/iniciador para ser detectado; por
exemplo, o grupo marcador é selecionado no grupo gue
consiste em radioisdétopos, compostos fluorescentes, enzimas,
e co-fatores de enzimas.

Qutras Proteinas F-box

Ainda outras proteinas F-box para uso na invengao
sdo conhecidas nessas técnicas e estao descritas
especificamente alhures (vide, por exemplo, patentes n® US
6.573.094 e 6.232.081, cujos teores sdo aqui incorporados
como referéncia em sua totalidade). Outras proteinas F-box
vegetais conhecidas incluem a proteina F-box TIR1l, um

receptor de auxina (vide Dharmasiri et al., Nature. 435:441-
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5 (2005); n2 de Acesso do GenBank Q570C0; GI: 68053009), bem
como trés proteinas F-box adicionais, denominadas AFB1l, 2, e
3, que também regulam a resposta de auxina (vide Dharmasiri
et al., Dev. Cell 9:109-119 (2005)). Na realidade, o genoma
de Arabidopsis sozinho codifica quase 700 proteinas F-box
(vide Gagne et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:11519-24
(2002)) . Ainda outras proteinas F-box vegetais sao
conhecidas nessas técnicas e estdo disponiveis para os
versados nessas técnicas usando métodos apenas rotineiros em
clonagem génica.

Vetores

Esta invencdo fornece também vetores de expressao
que incluem uma seqiéncia de nucleotideos que codifica um
dos polipeptideos em questdo, e ligada operacionalmente a
pelo menos uma seqliéncia reguladora. Ligada
operacionalmente pretende significar que a seqgiéncia de
nucleotideos estd ligada a uma seqiéncia reguladora de uma
maneira gue permite a expressao da seqiiéncia de
nucleotideos. As sequUéncias reguladoras vegetais sdo
reconhecidas nessas técnicas. Consequientemente, o termo
“sequéncia reguladora” inclui promotores, intensificadores e
outros elementos de controle da expressao. As seqliéncias
reguladoras vegetais exemplificativas estdo descritas em
Yusibo et al., Curr. Top. Micro. Immun. 240:81-94 (1999) e
Hood et al., Adv.Exp. Med. Biol. 464:127-47 (1999). Por
exemplo, qualquer uma entre uma série de seqliéncias de
controle da expressdo que controlam a expressdao de uma
seqiéncia de DNA quando ligada operacionalmente a ela pode

ser usada nesses vetores para expressar seqgiéncias de DNA
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que codificam as proteinas e os acidos nucléicos da
invencdo, gque conferem o traco genético de Zostera. Tais
seqiéncias Uteis de controle da expressdao incluem, por
exemplo, o promotor constitutivo de ubiquitina do milho

(promotor ubi) (Christensen et al., Plant Mol. Biol. 18:675-

89 (1992); Cornejo et al., Plant Mol. Biol. 23:567-81
(1993)) e a sequiéncia terminadora PinII da batata (An et
al., Plant Cell 1:115-22 (1989)). Outras seqiiéncia de

controle da expressdo sdao aquelas derivadas de virus
vegetais tais como: o promotor 35S, que €& derivado de
seqiéncias do viruso do mosaico da couve-flor; e o promotor
da proteina de revestimento TMV, tal como aquele contido no
vetor de clonagem designado "30B" que é derivado do virus do
mosaico do tabaco. Estdo incluidas também em certos aspectos
da invencado as seqiéncias reguladoras transcricionais né&o-

vegetais, tais como o0s promotores precoces e tardios de

'SV40, promotor precoce imediato de adenovirus ou

citomegalovirus, os sistema lac, o sistema trp, o sistema
TAC ou TRC, promotor T7 cuja expressdo é direcionada por T7
RNA polimerase, as maliores regides operadoras e promotoras
do fago lambda, as regides de controle para a proteina de
revestimento fd, o promotor para 3-fosfoglicerato cinase ou
outras enzimas glicoliticas, os promotores de fosfatase

acida, por exemplo, Pho5, os promotores dos fatores de

ANY 7

reproducdo “a” de leveduras, o promotor poliedro dos sistema
de baculovirus e outras seqiéncias que reconhecidamente
controlam a expressdo de genes de células procaridéticas ou
eucaridticas ou seus virus, e varias combinacdes deles. De-

se entender que o desenho do vetor de expressao pode
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depender de fatores tais como a escolha da célula hospedeira
a ser transformada e/ou do tipo de proteina que se deseja
expressar. Além disso, o numero de coépias do vetor, a
capacidade de controlar o numero e a expressdo de quaisquer
outras proteinas codificadas pelo vetor, tais como
marcadores de antibidticos, também devem ser considerados.

A construgdo recombinante da presente invengao
pode incluir um marcador selecionavel para propagac¢do da
construcado. Por exemplo, uma construgdo a ser propagada em
bactérias contém, de preferéncia, um gene de resisténcia a
antibidético, tal como aquele que confere resisténcia a
canamicina, tetraciclina, estreptomicina, ou cloranfenicol.
Os vetores apropriados para propagar a construcdo incluem
plasmideos, cosmideos, bacteridfagos ou virus, para
mencionar apenas alguns.

Além disso, as construgdes recombinantes podem
incluir genes de marcadores expressaveis em plantas
seleciondveis ou que podem ser triados, para isolar,
identificar ou rastrear células vegetais transformadas por
estas construcdes. Os marcadores selecionaveis incluem,
porém sem limitacdes, genes que conferem resisténcias a
antibidéticos (por exemplo, resisténcia a canamicina ou
higromicina) ou resisténcia a herbicidas (por exemplo,
resisténcia a sulfoniluréia, fosfinotricina, ou glifosato).
Os marcadores que podem ser triados incluem, porém sem
limitacgdes, os genes que codificam beta-glicuronidase
(Jefferson, Plant Mol. Biol. Rep. 5:387-405 (1987)),

luciferase (Ow et al., Sci. 234:856-859 (1986)), produtos
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génicos B e Cl que regulam a produgcao do pigmento
antocianina (Goffet et al., EMBO J. 9:2517-2522 (1990)).

A presente invencgdo pode utilizar também o sistema
de Agrobacterium para transformar plantas, sendo que as
construcdes de DNA recombinante compreendem adicionalmente
pelo menos a seqiéncia limitrofe direita do T-DNA que
flanqueia as seqiéncias de DNA a serem transformadas na
célula vegetal. Em algumas modalidades, as seqiiéncias a
serem transferidas flanqueadas pelas seqléncias limitrofes
direita e esquerda do T-DNA. O desenho e a construgao
apropriada desses vetores de transformagao baseados em T-DNA
sdo bem conhecidas pelos versados nessas técnicas.

Esta invencdo refere-se também a uma célula
hospedeira transfectada com uma gene recombinante para que
ela possa expressar uma proteina recombinante da presente
invencgéao. A célula hospedeira pode ser qualquer célula
procaridética ou eucaridtica. Por exemplo, uma proteina F-
box vegetal da presente invengdo pode ser expressada em
células bacterianas, tal como E. coli, células de insetos,
levedura, ou células de mamiferos. Outras células
hospedeiras apropriadas sdo conhecidas pelos versados nessas
técnicas.

Outro aspecto da presente invengdo refere-se a
formas recombinantes das p;oteinas vegetais em questao. 0
termo "proteina recombinante" refere-se a uma proteina da
presente invencdo que ¢é produzida por técnicas de DNA
recombinante, onde genericamente o DNA que <codifica a
proteina é inserido em um vetor de expressao apropriado, o

gqual, por sua vez, ¢é usado para transformar uma célula
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hospedeira para produzir a proteina heterdloga. Além disso,
o termo "derivado de", com relacdo a um gene recombinante
que codifica as proteinas em questdo, pretende incluir
dentro di significado de "proteina recombinante" @ as
proteinas que tém uma seqliéncia de aminoacidos da forma
nativa (ou "auténtica") da proteina vegetal, ou uma
seqiéncia de aminoadcidos similar a ela, que é gerada por

mutacdo de modo a incluir substituig¢des e/ou delegdes em

‘relacdo a uma forma de ocorréncia natural da proteina. Para

ilustrar, as proteinas recombinantes uteis na presente
invencdo, além dagquelas que tém uma seqiiéncia de aminoacidos
das proteinas nativas, sdo aquelas proteinas recombinantes
que tém seqiéncias de aminoacidos que sdo pelo menos 70%
hombélogas, ou 80% homdlogas, e mais preferivelmente, 90%
homdélogas a uma seqiéncia de aminoacidos da presente
invencgdo. Un polipeptideo gque tem uma seqgléncia de
aminodcidos qﬁé é pelo menos cerca de 95%, ou pelo menos
cerca de 98%, e mais preferivelmente, idéntica a uma das
seqiéncias de polipeptideo da invencgao, também estdo dentro
do &ambito da invencgdo. Assim sendo, a presente invengao
refere-se a proteinas recombinantes que sdo derivadas, for
exemplo, de genes de F-box de Arabidopsis thaliana e que tém
seqliiéncias de aminodcidos evolutivamente relacionadas a uma
seqiéncia codificada por um gene ortdlogo de outra proteina
vegetal, onde "evolutivamente relacionada a" refere-se a
polipeptideos que tém seqliéncias de aminodcidos que surgiram
naturalmente (por exemplo, por varidncia alélica), bem como
variantes mutacionais das proteinas reguladoras que sao

derivadas, por exemplo, por mutagénese combinatéria.
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4.4 Plantas Transgénicas e Células Vegetais

As técnicas para incorporar de forma estavel
construcdes genéticas no genoma de plantas-alvo sao bem
conhecidas nesse campo cientifico e incluem introducgdo
mediada por Agrobacterium tumefaciens, eletroporacgao, fusdao

de protoplastos, injecdo -em o6rgdos reprodutivos, injecgao em

embrides imaturos, introducgdo de projéteis em alta
velocidade, e similares. A escolha da técnica dependera da
planta-alvo a ser transformada. Por exemplo, plantas

dicotilédones e certas monocotilédones e gimnospermas pode
ser transformadas pela tecnologia de plasmideo Agrobacterium
Ti (como descrito, por exemplo, por Bevan, Nucl. Acids Res.
12:8711-8721 (1984)). Os alvos para a introdugdes de
construcdes genéticas da presente invengdo incluem tecidos,
tal Ccomo e} tecido de folhas, células dissociadas,
protoplastos, sementes, embrides, regides meristematicas;
cotilédones, hipocdtilos, e similares.

Depois que as células sao transformadas, as
células que tém a construcdo genética da invencgao
incorporada no seu genoma podem ser selecionadas por meio de
um marcador, tal como o marcador de resisténcia a canamicina
discutido acima. As células transgénicas podem ser entao

cultivadas em um meio apropriado para regenerar plantas

integrais, usando técnicas conhecidas nesse campo
cientifico. No caso de protoplastos, a célula é deixada se
reformar sob condig¢des osmbéticas apropriadas. No caso de

sementes ou embrides, um meio de germinacdo ou iniciacao de
calo apropriado é empregado. No caso de explantes, usa-se

um meio de regenerag¢do apropriado. A regenerac¢ao de plantas
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estd bem estabelecida para muitas espécies. Para obter uma
revisdo da regeneracdo de Aarvores florestais, vide Dunstan
et al. A embriogénese somatica em plantas lenhosas esta
descrita em Thorpe, editora T. A., “In Vitro Embryogenesis
of Plants”, Volume 20 em “Current Plant Science and
Biotechnology in Agriculture”, Capitulo 12, paginas 471-540,
1995. Os protocolos especificos para a regeneracao de
abeto-vermelho estdo descritos por Roberts et al., “Somatic
Embryogenesis of Spruce” em: “Synseed Applications of
synthetic seed to crop improvement”, editor Redenbaugh, K.,
CRC Press, Capitulo 23, péaginas 427-449, 1993. As plantas
transformadas resultantes podem ser reproduzidas de forma
sexuada ou assexuada, usando métodos bem conhecidos nessas
técnicas, para dar geragdes sucessivas de plantas
transgénicas.

Como discutido acima, a producdo de RNA em células
vegetais-alvo pode ser controlada pela escolha da seqiéncia
promotora. Uma planta-alvo pode ser transformada com mais
do que uma construcdo genética da presente invengao,
modulando desta forma a atividade de mais do que um
polipeptideo, afetando a atividade dos polipeptideos em mais
do que um tecido, ou afetando a atividade de polipeptideos
em mais do gque um tempo de expressao. Similarmente, uma
construcdo genética pode ser montada contendo mais do que
uma estrutura de leitura aberta que codifica um polipeptideo
da invencdo ou mais do que uma regido ndo-codificadora de um
gene que codifica tal polipeptideo. Os polinucleotideos da

presente inveng¢do podem ser empregados também em combinagdo
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com outras seqiéncias conhecidas que codificam os
polipeptideos envolvidos na sinalizagdo de células vegetais.

Os polinucleotideos isolados da presente invencgao
podem ser empregados como sondas para isolar outras
seqiéncia do DNA de F-box relacionadas, incluindo aquelas de
outras espécie vegetais, usando técnicas bem conhecidas
pelos versados nessa area, tais como as técnicas usadas
rotineiramente de hibridizacdo de DNA e PCR.

Os polinucleotideos, polipeptideos e anticorpos e
os anticorpos para esses polipeptideos podem ser usados para
triar moléculas que interagem com tais polinucleotideos e/ou
polipeptideos e que, desta forma, modulam a sinalizac¢do de
células. As técnicas para realizar esses ensalios sdo bem
conhecidas nessa &area. Similarmente, os polinucleotideos e
polipeptideos da presente invencdo podem ser empregados em
estudos desenhados para elucidar o mecanismo de vias de
sinalizacdo de células.

A invencdo fornece inumeros métodos para a
transformacdo de plantas com um gene ou dJenes de F-box

heterdlogos que contribuem para a producao de Oleos na

planta recebedora, cujos detalhes estao descritos
adicionalmente abaixo. Em algumas modalidades, o gene
heterdélogo ¢é introduzido por transformagdo, € O gene

introduzido é expressado de forma estadvel durante a vida da
planta e é capaz ainda de ser transmitido para a progénie da
planta. Genericamente, ¢é desejavel que o transgene seja
integrado no DNA nuclear, embora o genoma do plastideo possa

ser um alvo apropriado para algumas construcgodes.
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A transformacdo da cultura e outras plantas pode
ser efetuada por inumeros métodos conhecidos no campo de
biotecnologia de plantas. O método para a transformagao
variard com a espécie da planta a ser transformada e com o
padrdo desejado e a estabilidade da expressdo do transgene.
Por exemplo, métodos de bombardeio de particulas
demonétraram ser eficazes na transformacdo de muitas
espécies vegetais, incluindo aquelas anteriormente
consideradas recalcitrantes para transformacdo. Este método
é usado comumente na transformacado de plantas
monocotilédones, tal como o milho. Outro método de
transformacdo de plantas disponivel é a transferéncia génica
mediada por Agrobacterium, que ¢é usado comumente para
transformar culturas dicotilédones.

Ainda outros métodos disponiveis para
transformacdo de plantas nd&o se Dbaseiam em cultura de
tecidos para a recuperagao de plantas transgénicas,
permitindo desta forma a producdo de transgénicos a partir
de espécies vegetais para as gquais ndo existe qualquer
método confidvel de cultura de tecidos. Por exemplo, o
microassesto de DNA ligado a particulas para dentro do
tecido meristemdtico de brotos produz partes florescentes
transgénicas a partir das quais surgem sementes transgénicas
(Sautter et al., Biotech. 9:1080-85 (1991)). Sementes
transgénicas podem ser criadas também por eletroforese de
DNA em tecido meristemdatico (Griesbach, Plant Sci. 102:81-89
(1994); Burchi et al., J. Genet. Breeding 49: 163-8 (1995)).
Este método demonstrou ser bem sucedido na transformagdo de

varias espécies vegetals, incluindo orquideas, crisantemos,
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cravos, lisianto, pimentas, e mesmo espécies de plantas
lenhosas, tal como ameixa Plumus domestica).

Genericamente, a 1invencdo fornece métodos e
reagentes para a engenharia genética de uma planta
hospedeira-alvo, tal como uma planta cultivada, com um acido
nucléiico heterdélogo que codifica uma fungdo de proteina F-
box, que contribui para a produgdo de O&leos na planta
recebedora. Um método para transformagdo faz uso da
bactéria de solo comum supramencionada Agrobacterium (vide
Birch, Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48:297-326
(1997)) . Este método envolve o vetor de transferéncia de
DNA (T-DNA) modificado que carrega o fragmento de acido
nucléico desejado entre as regides limitrofes do T-DNA
(regides de repetigdes diretas especificas com 25 pares de
bases). O vetor resultante é transferido para dentro de um
hospedeiro de Agrobacterium e a planta hospedeira-alvo é
inoculada com a bactéria recombinante transformada. Os
produtos génicos virulentos de Agrobacterium, entdo,
reconhecem ativamente, excisam, transportam e 1ntegram a
regido do T-DNA dentro do genoma da planta hospedeira.

As técnicas de transformacgao mediadas - por
Agrobacterium tumefaciens, incluindo desarmamento e uso de
vetores binérios, estdo bem descritas na literatura
cientifica (vide, por exemplo, Horsch, et al., Science
233:496-8 (1984), e Fraley, et al., Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 80:4803 (1983)) . A transformacéao mediada por
Agrobacterium é um étodo particularmente atil para

transformacdo de dicotilédones.
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A faixa de hospedeiras naturais de Agrobacterium é
limitada e assim sendo esta abordagem para transformacao nao
e praticavel em algumas plantas hospedeiras-alvo,
particularmente culturas de cereais e outras espécies
monocotilédones. Para essas culturas, a invencao fornece
abordagens alternativas para transformacao, tal como a
captacdo direta de DNA nu em protoplastos ou tecidos, usando
eletroporacao ou bombardeio de particulas com pistola.
Neste método, a co-transformacdo de um gene marcador
selecionavel Jjunto com o gene de interesse permite o
crescimento preferencial das células transformadas em
cultura de células. Manipulacbdes sucessivas da composicdo
quimica do meio de cultura, especialmente hormdénios
vegetals, permitem a regeneracdo de plantas completas. Este
método permitiu a recuperacdo de plantas geneticamente
manipuladas em virtualmente todas as plantas cultivadas.

Um método representativo para transformagdo direta
da construcd3o do transgene ¢é por bombardeio de particulas
contra tecidos de plantas-alvo com microprojéteis de alta
velocidade (vide, por exemplo, Finer et al. Curr. Top.
Micro. and Immun. 240:60-80 (1999)). Este método utiliza um
acelerador de particulas ou "gene blaster" para penetrar nas
camadas superficiais externas do tecido ou protoplasto da
planta (Sanford, Trends Biotech.l 6:299-302 (1998)). A
“biolistica”, uma combinacdo de "bioldégica" e "balistica",
descreve uma técnica que utiliza instrumentagdo para
acelerar microprojéteis revestidos com DNA para dentro de
células, atravessando a parede celular e a membrana celular.

O microprojétil é genericamente pequeno o suficiente (0,5-
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5,0 mm) para entrar na célula vegetal sem dano demais, mas
ainda grande o suficiente para fazer coﬁ que a massa penetre
na parede celular e conduza uma quantidade apropriada de DNA
sobre sua superficie para dentro do interior da célula
vegetal.

Podem ser usados inuUmeros desenhos diferentes de
pistolas de particulas. A base de todos estes desenhos ¢é
aplicar o DNA como um revestimento sobre pequenas particulas
densas e acelerar as particulas na diregdo de um tecido-
alvo. As particulas usualmente consistem em particulas
esféricas de ouro ou tungsténio, que tém um diametro entre
0,5 e 5,0 mm. As particulas de ouro s&do quimicamente
inertes, geralmente com um tamanho mais uniforme do que as
particulas de tungsténio, e ndo produzem efeitos
citotdéxicos. Conseqiientemente, as particulas de ouro sao
genericamente mais eficazes do que as particulas de
tungsténio. Idealmente, as particulas usadas para o
bombardeio devem ter boa afinidade inicial pelo DNA, mas
ainda assim soltarem livremente o DNA depois de estarem
dentro do citoplasma ou nucleo da célula-alvos.

Para preparar os microprojéteils revestidos com
DNA, as particulas de ouro ou tungsténio lavadas sao
misturadas com DNA plasmidico. O DNA fica ligado sobre as
particulas wusando métodos de precipitagdo com etanol ou
cloreto de calcio, que s&o conhecidos nessas técnicas.
Espermidina pode ser adicionada & mistura, possivelmente
protegendo o DNA contra degradagcdo e/ou alterando sua
conformagcdo. Depois da precipitagdo, as particulas podem ser

lavadas, recolocadas em suspensdo e secadas ou guardadas
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sobre gelo como uma suspensao aquosa até quando for
necessario.

A pistola de particulas pode utilizar unm
macrocarreador, que sustenta ou carrega as particulas e é
acelerado junto com as particulas na diregdo do alvo. )
macrocarreador é usualmente retido por uma.placa ou peneira
de parada, antes que ele colida com o alvo, enquanto que as
particulas continuam ao logo do seu curso. Na maioria dos
casos, as particulas sdo aceleradas sob vacuo parcial em uma
cédmara de vacuo para reduzir o arraste pelo ar. A
penetracdo das particulas ¢é controlada modificando a
intensidade da rajada explosiva, mudando a distéancia que as
particulas devem percorrer para atingir o tecido-alvo, ou
usando particulas de diferentes tamanhos. Um dispositivo
portatil comercial (a Pistola de Genes Helios) esta
disponivel em BioRad Laboratories (Hercules, CA, EUA). Um
dispositivo de bombardeio modificado com hélio, que utiliza
um acumulo continuo de contrapressdo de hélio distribuida
para um disco de ruptura que transmite uma onda de choque
para um segundo disco ou macrocarreador que retém as
particulas revestidas com DNA, também estd disponivel na
BioRad (isto ¢, a wunidade PDS-1000/He). Uma pistola de
descarga elétrica de alta voltagem, que causa uma
vaporizacdo rapida de uma goticula de agua, a qual, por sua
vez, transmite uma onda de choque para uma lamina de Mylar
revestida com particulas ligadas ao DNA, tampbém foi
desenvolvida (vide McCabe e Christou, Plant Cell Tiss.
Organ. Cult. 33:227-236 (1993)). Ainda outro dispositivo

para o bombardeio de particulas é um  dispositivo
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microapontador, que ndo utiliza um macrocarreador (Sautter
et al. Bio/Technology 9:1080-5 (1991)). Este dispositivo
acelera pequenas quantidades de uma mistura de
DNA/particulas em uma corrente focalizada de nitrogénio sob
alta pressao. O DNA nao é precipitado sobre as particulas
de ouro, mas é distribuido como uma mistura.

Vadrios tecidos vegetais diferentes foram usados
como alvos para a transformacdo mediada por bombardeio de
particulas. A selecdo do tecido-alvo apropriado é
dependente de multiplos fatores. Para uma anadlise rapida da
expressdo de genes, varias construgdes de plasmideos podem
ser introduzidas em diferentes tecidos e a expressado
transiente pode ser analisada rapidamente para avaliar a
atividade do promotor, sem a producgao de plantas
transformadas de forma estavel (vide, por exemplo, Iida et
al., Plant Cell Rep. 14:539-44 (1995)). Quase qualquer
tecido pode ser usado para estudos de expressdo transiente,
desde que a parede celular seja penetravel pelas particulas
revestidas com DNA. Por exemplo, culturas de células
vegetais embriogénicas foram usadas exitosamente para a
producdo de plantas transformadas (vide, por exemplo, Fromm
et al., Bio/Technology 8:833-9 (1990)). A transformagdao de
meristemas apicais de brotos resulta em plantas quiméricas,
onde as células transformadas geram diretamente o tecido de
linhagem germinal e o DNA introduzido é entdo passado para
plantas progénitas. O bombardeio de tecidos meristematicos
de brotos, e em seguida, expansdo da cultura dos tecidos das
células transformadas, foram usados para produzir linhagens

de plantas transgénicas geneticamente transmissiveis
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(McCable et al., Bio/Technology 6:923-6 (1988)). Além das
culturas embriogénicas e pontas de brotos, outros tecidos
que foram submetidos a bombardeio de particulas incluem
folhas (Klein et al., Proc. Nat. Acad. Sci.USA 85:8502-5
(1988)), secdes de raizes (Seki et al., Appl. Microbiol.
Biotech. 36: 228-30 (1991)), secbdes de pedunculos (Loopstra
et al., Can. J. Res. 22: 993-6 (1992)), pdlen (Twell et al.,
Plant Physiol. 91:1270-4 (1989)), estilos (Clark e Sims,
Plant Physiol. 106:25-36 (1994)), células de aleuronas de
cereais (Kim et al. (1992) Mol. Gen. Genet. 232:383-93
(1992)) blastema de borla (Dupeuis e Pace, Plant Cell Rep.
12:607-11 (1993)). Em certos casos, o tecido vegetal
selecionado para transformacdo mediada por bombardei de
particulas pode ser rleativamente novo, pois as culturas de
células prolongadas podem resultar em anormalidades que
podem comprometer a utilidade da planta transgénica, tal
como infertilidade da progénie transgénica subseqliente (vide
Rhodes et al., Biotech. 6:56-60 (1988)).

Em certos <casos, a magnitude da expressao do
transgene varia acentuadamente com o local de insergdo e a
natureza da(s) seqUéncia(s) inserida(s). Por exemplo,
enquanto que uma transferéncia mediada por T-DNA resulta
tipicamente na insercdo de um unico fragmento de DNA intacto
completo em um unico lécus, as abrodagens de transferéncia
direta de DNA resultam freqientemente em concatémeros longos
do DNA transferido (vide, por exemplo, Czernilofsky et al.,
DNA 5:473-82 (1986)). Tais multiplas inserg¢des tandem estéao
associadas aos fendémenos de "silenciamento" transcricional

em certos casos. Além disso, o local de insercao dentro do
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genoma da planta freqientemente afeta a intensidade da
expressdo do transgene - um fendmeno conhecido como "efeito
de posicao". Consequentemente, a invengdo fornece métodos
para mitigar a interferéncia com a expressao do transgene.
Por exemplo, os efeitos da posicao podem ser mitigados por
transgenes flanqueadores com regides especificas associadas

a matriz, que isolam a regulacdo transcricional contra os

efeitos da cromatina circundante (vide, por exemplo,
Mlynarova et al., Plant Cell 7:599-609 (1994)). Por
exemplo, regides de anexacdo de armagdes (scaffold) (SARs,

conhecidas também como regido de anexac¢do de matri ou MARs)
podem ser incluidas na construcdo do vetor de transgene.
Utilmente, as SARs sac ligadas as regides flanqueadoras do
gene de interesse. Estas seqiiéncias s&o conhecidas nessas
técnicas (por exemplo, uma SAR de tabaco esta descrita em
Breyne et al., Plant Cell 4:463-71 (1992); e Allen et al.,
Plant Cell 8:899-913 (1996)). Além dissoc, o silenciamento
do transgene mediado por processos dependentes de homologia
pode ser evitado utilizando linhagens de plantas
transgénicas que evitam padrdes de insercgdo repetidas tandem
ou invertidas, e limitando a homologia do transgene inserido
com qualquer gene ou genes hospedeiros enddégenos
correspondentes, manipulando por engenharia genética
substituic¢des de cbédons pela construgdo de transgene, quando
apropriado. Quando o transgene é inserido como um fragento
de DNA intacto em um uUnico ldécus, sua expressdo comporta-se
genericamente de uma maneira altamente consistente. Tais
loci transgénicos apresentam a acgdo aditiva esperada do gene

dentro dos loci (hemizigoto versus homozigoto) e entre loci
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(di-hibridos entre individuos transgénicos homozigdticos).
A perda de juncdo de transgenes é rara em tais linhagens
transgénicas (aproximadamente uma em cada dez mil), o que &
consistente com o desempenho de muitos genes vegetais
enddgenos. As plantas transgénicas otimizadas da invencgao
podem ser obtidas triando as plantas-candidatas quanto a
expressdo persistente do transgene em multiplas geragdes de
unides ou rodadas de propagacdo vegetativa.
EXEMPLOS

Os exemplos que se seguem sdo fornecidos a titulo

ilustrativo e ndo limitativo.

Materiais e Métodos

AT3G06240:  proteina da familia F -box, contém o
dominio Pfam:PF00646 de F-box

INICIADORES para a PCR original

data 28/02/2002

Iniciador de avanco (Fbox-For)

5’ -CAC CAA ACA ATG GAG GCG ACG AAG AGA G-3'

Iniciador reverso (Fbox-Rev 1)

5’/ -ATC TTA GCA AAA AGC AGA CTT C-3’

Estes iniciadores foram usados para efetuar
exitosamente a RT-PCR da seqgqliéncia que se segue.

CACC AAACA ATGGAGGCGACGAAGAGAGAAAGACGGA

GAGAAGATGACGACGGCGAAAAAGCTTCACCGGAATCACTCGTTCTTCCA
CCAGAGATCA

TTACAGAAATTCTTCTCCGATTACCAGCCAAATCGATCGGGCGATTCAGG
TGCGTATCAA

AGCTCTTTTGCACTTTATCGTCGGATCCAGGGTTCGCGAAGATTCACCTC

GATCTGATCC
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TTCGAAACGAATCCGTAAGATCGCTCCACCGTAAGCTCATTGTGTCTTCA
CATAATCTGT
ACTCGTTAGATTTCAATTCGATCGGTGACGGAATTAGGGATTTAGCGGCT
GTGGAACACA
ATTATCCTCTTAAAGACGATCCAAGCATTTTCTCTGAGATGATTAGGAAT
TACGTGGGGG
ACCATCTGTACGATGATCGTCGCGTGATGCTTAAGCTGAATGCGAAATCG
TATCGAAGAA
ACTGGGTTGAGATCGTTGGATCTTCCAATGGTTTAGTGTGTATCTCTCCT
GGTGAAGGAG
CTGTTTTCTTGTATAATCCAACTACCGGAGATTCCAAGAGATTACCTGAA
AATTTTCGTC
CCAAATCTGTAGAATACGAAAGAGATAATTTCCAAACTTATGGATTTGGT
TTCGATGGTC
TCACTGATGATTACAAATTGGTGAAGCTTGTTGCTACCAGTGAAGATATT
CTCGATGCTA
GTGTCTATTCCTTGAAGGCTGACTCATGGAGACGGATCTGCAATTTGAAT
TATGAGCACA
ACGATGGCTCCTACACGTCCGGTGTGCATTTCAACGGTGCGATTCACTGG
GTGTTCACAG
AGAGTAGGCACAACCAAAGAGTGGTTGTAGCATTTGATATTCAAACTGAG
GAGTTTCGAG
AGATGCCAGTGCCTGATGAAGCTGAAGATTGTTCCCATAGGTTTAGCAAC
TTTGTGGTCG
GAAGTCTCAATGGACGTCTCTGTGTGGTCAATAGTTGCTACGATGTGCAT
GATGATATAT
GGGTGATGAGTGAGTACGGTGAAGCTAAATCCTGGAGCAGAATTCGAATC

AACTTGTTGT
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ATAGGTCGATGAAACCGCTCTGTTCGACTAAGAACGATGAAGAGGTTCTT
CTGGAGCTTG

ATGGAGACCTGGTGTTGTACAACTTTGAAACCAATGCATCGAGTAATCTA
GGAATTTGTG

GGGTTAAGCTCAGTGACGGGTTCGAGGCAAATACATACGTAGAGAGCCTC
ATATCACCCA

ACTCTTATG GTATAGAGAGCTGA GGAAGTCTGCTTTTTGCTAAGAT

Um dois produtos da PCR purificado, Fbox likel,
foi entdo clonado no vetor GATEWAY pENTR/D-TOPO. Este foi
designado como “Clone de Entrada” e foi usado para subclonar
a seqiéncia desejada nos vetores de expressao GATEWAY
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA, numero do catdlogo pENTR/D-
TOPO, K240020). Outras informacbes sobre as seqliéncias
estdo disponiveis na Invitrogen.

Um dos plasmideos do clone de entrada de Fbox foi
escolhido para o seqienciamento de comprimento inteiro
(codificado Fbox-like -LIG1). O <clone foi sequenciado
completamente usando iniciadores internos e demonstrou ser
ser de comprimento inteiro e sem erros da PCR.

A subclonagem do fragmento do gene Fbox-likel gene
para o vetor de expressdo GATEWAY pGATE-Phas estd ilustrada
na Figura 12. O vetor foil construido inserindo o Cassete
Gateway Reading Frame Cassette b no sitio Pmel do vetor
parental pBBV-Phas.

A seqiiéncia completa de pGATE-Phas esta ilustrada
na Figura 11 (SEQ ID NO: 6). As seqgiéncias curtas
sublinhadas em cada lado da insercdo foram removidas durante
a reacao de ligacdo, isto ¢é, onde a insergdo vai. A

subclonagem e a transformacdo de Agrobacterium da construcao
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Fbox foi entdo completada. Antes da transformagdao em
Agrobacterium, as orientacdes das insercdes foram
verificadas por seqliienciamento, e as corretas foram
utilizadas.

Depois da transformacdo em Agrobacterium, a
presenca da construg¢do foi confirmada por PCR. Finalmente,
uma mistura de 3 episddios de transformacdo em Agrobacterium
foram usados para transformacdo em Arabidopsis.

Resultados da Superexpressdo de of F-box

As linhagens que tém aumento positivo no teor de
6leo foram levadas para a geracdo T3 e/ou T4 e reanalisadas.

A triagem demonstrou que a superexpressao de F-box
(At3g06240), quando impulsionada sob um promotor especifico
de semente, faseolina, produziu sementes com fendétipo de
teor mais alto de 6leo e estd ilustrada nas Figuras 1-5.
Além disso, os dados obtidos para a prédxima geragao (T3)
estdo indicados nas Figuras 6-7, e outra analise de outros
aspectos das sementes transgénicas esta ilustrada nas
Figuras 8-9. Particularmente, a Figura 1 ilustra o teor de
6leo de 1linhagens de faseolina-F-box em comparagcdo com
linhagens de controle do vetor. Os dados indicados saéo
médias de 18 linhagens (T2) e as barras de erros sao SE. A
Figura 2 ilustra as FAMEs totais de linhagens transgénicas
de F-box em comparagdo com o tipo selvagem (WT), e as
linhagens de controle do veotr (barras de erros sao SE
baseado em 18 linhagens: 3 duplicatas para cada linhagem).
A Figura 3 ilustra as FAMEs totais de sementes de linhagens
transgénicas versus WT e linhagens de controle do vetor (os

pontos grandes s&o as duas linhagens com teor mais alto de
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6lec e foram denominadas F-box2 e F-box3, escolhidas
posteriormente para andlise das proéximas geracgdes). A
Figura 4 ilustra o espectro de &cidos graxos e a composigdo

da razdo molar de &cidos graxos das linhagens transgénicas

-de F-box versus plantas de controle. A Figura 5 ilustra a

determinacdo do peso das sementes (cerca de 400 sementes
foram contadas para sementes do tipo selvagem e
transformantes com genes de F-box e as sementes contadas
foram guardadas em dessecadores de um dia para o outro, e
depois determinadas usando uma balanga analitica e as barras
de erros sdo SE, baseado em 6 réplicas).

Os dados na secao acima ilustram que ha um aumento
de >10% no teor de 6leo em linhagens que superexpressam F-
box, comparando com plantas do tipo selvagem. Este aumento é
confirmado na base de por mg e na base por semente. Para
confirmar ainda mais este resultado, é essencial determinar
as mudancas no teor de d6leo para a prdéxima geracdo. Além
disso, ha& um decréscimo pequeno, mas ainda significativo, em
18:1 e 18:2 em plantas que superexpressam F-box em
comparagao com © tipo selvagemn, e had um aumento
significativo em 18:3 observado. A razdo para isto ndo esta
clara.

Avaliacdo do gene de F-box gene na geragao T3:
plantas T2 de linhagens de F-box2 e F-box3 (vide Figura 3)
foram desenvolvidas sob condigcdes usuais. Para eliminar o
efeito potencial de BASTA sobre o metabolismo das sementes,
os transformantes foram triados por PCR ao invés de spray

BASTA. As linhagens F-box2 e F-box3 lines foram
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desenvolvidas com linhagens WT e de controle do vetor. A
analise de FAMEs de sementes T3 estd ilustrada na Figura 6.

A Figura 6 ilustra FAMEs totais por semente nas
sementes de F-box T3 versus WT e linhagens de controle do
vetor (as barras de erros sdo SE, basado em dados obtidos a
partir de 12 plantas para as linhagens F-box2 e F-box3; 6
plantas para WT e linhagens de controle do vetor; e as duas
linhagens aqui denominadas F-box2 e F-box3 sdo os dois
pontos de dados indicados por pontos grandes na Figura 3).
A Figura 7 ilustra FAMEs totais de sementes de linhagens
transgénicas (F-box2 e F-box3) versus WI e linhagens de
controle do vetor.

Andlise da razdo C:N para sementes T2: As duas
linhagens F-box2 e F-box3 foram escolhidas para a analise da
razdo C:N. Esta andlise confirmard as mudangas nos

compostos de estocagem de sementes (6leo versus proteina)

(vide Figura 8). A Figura 8(a) ilustra a analise da razao
C:N para duas linhagens independentes, F-box2 e F-box3. As
barras de erros sdo SE, baseado em seis réplicas. A Figura

8(b) ilustra a correlacdo positiva entre teor de Oleo e
razdo C:N, confirmando ainda mais o resultado (as colunas
vazadas sdo plantas que superexpressam F-box2 e F-box3; as
colunas cinza sd&o sementes de Arabidopsis do tipo selvagem).

Resultados do knock-out de F-box

Andlise de KO (knock-out) do gene de F-box:

Linhagens de insergdo de Salk - T-DNA (SALK 048969 e
SALK 048962) foram ordenadas, e as plantas homozigdticas
foram captadas por PCR a partir da linhagem SALK 048969, que

tem uma inserdo de T-DNA no pelo menos éxona do gene. As
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plantas homzigdticas, junto com as plantas do tipo selvagem
(WT) foram desenvolvidas até a maturidade; as sementes foram
analisadas quanto a FAMEs totais (vide Figura 9).

A Figura 9 (a) ilustra a ana’lise de FAMEs de
linhagens KO de F-box, e a Figura 9(b) iustra o espectro de
dcidos graxos de linhagens KO e WT (as barras de erros
baseiam-se em SU em ove repicas independente). Como
indicado acima, ndo existiram diferencas observaveis no teor
de 6leo entre linhagens WT e KO de F-box; entretanto, houve
um aumento significativo em 18:1 e 18:2 em KO de F-box,
comparando com o tipo selvagem, e houve um decréscimo
significativo em 18:3 observado. Isto espelha o perfil
observado com as linhagens de super-expressdo (vide Figura
4y .

Portanto, através desta analise detalhada de
linhagens transgénicas de F-box, demonstrou-se que a
superexpressdo do gene de F-box em Arabidopsis pode aumentar
o teor total de éleo em mais do que 10%. Na realidade, este
aumento foi confirmado em duas geracdes e a analise foil
validada com duas abordagens diferentes (FAMEs totais e
analise da razao de C:N).

Equivalentes

Os versados nessas técnicas devem reconhecer, ou
serem capazes de determinar, usando experimentacdo nao mais
do que rotineira, inUmeros equivalentes das modalidades
especificas aqui descritas especificamente. Pretende-se que
tais equivalentes estejam englobados no ambito das

reivindicag¢des que se seguemn.
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REIVINDICAGOES

1. Construcdo genética para a hiper-expressao de
uma proteina de dominio-F em plantas, CARACTERIZADA pelo
fato de compreender:

| (a) uma seqiéncia de promotor genético; e

(b) uma seqiiéncia que codifica uma funcionalidade
protéica de dominio-F 1ligada & seqiéncia de promotor
genético.

2. Construgao genética, de acordo com a
reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina
de dominio-F é uma proteina de dominio-F de planta.

3. Construgao genética, de acordo com a
reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a sequiéncia
de promotor genético é um promotor especifico de semente.

4. Construgédo genética, de acordo com a
reivindicacdo 3, CARACTERIZADA pelo fato de que a sequéncia
de pfomotor genético é a faseolina.

5. Construgdo genética, de acordo com &
reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de compreender um
vetor de expressao pBBV-PHAS.

6. Construgao genética, de acbrdo com a
reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina
de dominio-F compreende uma segiéncia de polipeptideo, pelo
menos, aproximadamente 75% idéntica a sequéncia de
polipeptideo com ID de SEQ N2: 1.

7. Construgao genética, de acordo com a
reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina

de dominio-F compreende a seqiiéncia de polipeptideo , pelo
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menos, aproximadamente, 90% idéntica & sequéncia de
polipeptideo com ID de SEQ N°: 1.

8. Construgdo genética, de acordo com a
reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina
de dominio-F de ©planta compreende a sequiéncia de
polipeptideo com ID de SEQ N°: 1.

9. Construgao genética, de acorado com a
reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina
de dominio-F & codificada por wum &cido nucléico que
hibridiza com a seqiiéncia de &cido nucléico com ID de SEQ
NS: 2.

10. Construgdo genética, de acordo com a
reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina
de dominio-F & codificada por um Aacido nucléico due
hibridiza mediante rigidas condigdes com a seqgliéncia de
dcido nucléico com ID de SEQ N2: 2.

11. Construgao genéfica, de acordo com a
reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a proteina
de dominio-F de planta & codificada pela seqliéncia de acido
nucléico com ID de SEQ N°: 2.

12. Célula de planta transgénica, CARACTERIZADA
pelo fato de gque compreende uma constru¢cdo genética de
acordo com a reivindicacgdo 1.

13. Célula de planta transgénica, de acordo com a
reivindicacdo 12, CARACTERIZADA pelo fato de que a planta &
a Arabidopsis thaliana.

14. Célula de planta transgénica, de acordo com a

reivindicacio 12, CARACTERIZADA pelo fato de gque a planta &
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selecionada do grupo que consiste em feijdo-soja, palmeira,
semente de colza e girassol.

15. Célula da planta Arabiposis thaliana
recombinante, CARACTERIZADA pelo fato de que compreender uma
construcdo genética heterdloga tendo uma funcionalidade da
seqiéncia de promotor genético ligada a uma seqiéncia de
codificag¢do de dominio-F de planta!

16. Célula da planta Arabiposis thaliana
recombinante, de acordo com a reivindicagao 13,
CARACTERIZADA pelo fato de que a seqiiéncia de dominio-F de
planta codifica o polipeptideo com ID de SEQ N°: 1 e o
promotor é a faseolina.

17. Planta, CARACTERIZADA pelo fato de compreender
uma célula de planta transgénica, de acordo com a
reivindicacdo 12, ou uma parte propagula ou progénica dela,
sendo que a parte propagula ou progénica compreende a
construgdo genética.

18. Método de modificacdo da produgdo de &leo em
uma planta, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

incorporar, de modo estavel, ao genoma da planta,
uma construcdo genética que estd de acordo com a
reivindicacao 1, com fins de fornecer uma planta
transformada; e

regenerar a planta transformada,

sendo que a expressdo da construgdo genética

incorporada modifica a produgdo de 6leo na planta.
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19. Método, de acordo com a reivindicagdo 18,
CARACTERIZADA pelo fato de que a planta é a Arabidopsis
thaliana.

20. Método, de acordo com a reivindicagdo 18,
CARACTERIZADA pelo fato de que a planta é selecionada do
grupo que consiste em feijdo-soja, palmeira, semente de
colza e girassol

21. Método de aumento na produgdo de 6leo na
Arabidopsis thaliana, CARACTERIZADO pelo fato de
compreender:

incorporar, de modo estéavel, ao genoma da planta
Arabidopsis thaliana, uma construgdo genética tendo uma
funcionalidade da sequéncia de promotor genético da
faseolina que codifica a ID DE SEQ N°: 1; e

regenerar a planta transformada,

sendo que a expressdo da construgdo genética
incorporada aumenta a produgdo de 6leo na planta Arabidopsis

thaliana.
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RESUMO

“CONSTRUCAO GENETICA PARA A HIPER-EXPRESSAO DE UMA
PROTEINA DE DOMINIO-F EM PLANTAS; CELULA DE PLANTA
TRANSGENICA; CELULA DA PLANTA ARABIPOSIS THALIANA
RECOMBINANTE; PLANTA; METODO DE MODIFICAGAO DA PRODUGAO DE
OLEO EM UMA PLANTA; E METODO DE AUMENTO NA PRODUGAO DE OLEO
NA ARABIDOPSIS THALIANA".

Descrevem-se construgdes genéticas, células de
plantas transgénicas e plantas transgénicas, bem como os
métodos associados para aumentar a produgdo de Sleo em uma

planta utilizando-se seqiéncias genéticas de dominio-F.
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