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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METO-
DO DE AUMENTO DA EFICIENCIA DE TRANSFORMACAO DE
PLANTA MEDIADA POR BACTERIA CONSTRUCAO DE DNA RE-
COMBINANTE E CELULA BACTERIANA TRANSGENICA" .
[001] Dividido do PI10714888-7, depositado em 18.07.2007
ANTECEDENTES DA INVENCAO
[002] O presente pedido reivindica prioridade do Pedido de Pa-
tente Provisorio U.S. N° 60/831.814 depositado em 19 de julho de

2006, cuja revelacao € aqui incorporada a titulo de referéncia em sua

totalidade.

1. Campo da Invencao

[003] A presente invencéao refere-se em geral a biotecnologia de
planta. Mais especificamente, a invencao refere-se a métodos e com-
posicdes para melhora da eficiéncia de transformacéo de planta medi-
ada por bactéria.

2. Descricao da Técnica Relacionada

[004] Durante a transformacao de células de planta mediada por
Agrobacterium natural, um pedaco de DNA do plasmideo Ti de A. tu-
mefaciens ou plasmideo Ri de A. rhizogenes é transferido para a célu-
la da planta (por exemplo, Gelvin, 2003). Este fragmento de DNA
transferido (T-DNA) é flanqueado por repeticfes diretas de 24 pb im-
perfeitas que sao reconhecidas pela endonuclease de Agrobacterium
VirD2 produzir um filamento T de filamento Unico ao fazer uma fenda
(nicking) em um sitio especifico em um filamento de cada repeticdo. A
repeticdo que inicia formacédo de filamento T de filamento Unico foi
chamada a "borda da direita" (RB), enquanto a formac&o de termina-
cao de repeticdo de T-DNA de filamento Unico foi chamada a "borda
da esquerda" (LB). A proteina VirD2 é ligada a extremidade 5' do fila-
mento apés fazer a fenda, e guia o filamento T em células de planta

onde o filamento T € integrado ao genoma da planta com a ajuda de
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outras proteinas codificadas por Agrobacterium e planta. Sequéncias a
jusante (em uma direcdo 5' a 3') da regiao T-DNA, incluindo sequéncia
de estrutura principal de vetor, podem ser também transferidas (por
exemplo, Kononov e outros, 1997). Isto provavelmente acontece por
formacao de fenda ineficiente de pelo menos uma das bordas em
Agrobacterium antes de transferir para uma célula de planta.

[005] Comparacéao das sequéncias RB e LB de uma variedade de
linhagens de Agrobacterium indica que ambas RB e LB compartilham
um motivo de consenso (Canaday e outros, 1992), que indica que ou-
tros elementos podem estar envolvidos em modulagao da eficiéncia de
processamento de RB. Sequéncias de acao cis proximas da RB estéo
presentes em muitas linhagens de Agrobacterium, incluindo A. tumefa-
ciens e A. rhizogenes. Essas sequéncias sao necessarias para Viru-
Iéncia do tipo selvagem (Veluthambi e outros, 1988; Shuvington e Re-
am, 1991; Toro e outros, 1989; Toro e ouros, 1988; Hansen e outros
1992). A sequéncia em A. tumefaciens foi chamada “overdrive” ou "in-
tensificador de transmissao de T-DNA" por Peralta e outros (1986). Em
A. rhizogenes a sequéncia foi chamada a "sequéncia estimuladora de
transferéncia de T-DNA" (TSS) por Hansen e outros (1992). A sequén-
cia de overdrive ("OD") foi inicialmente definida como um motivo de 24
pb particular imediatamente em frente da repeticdo da RB de TL-DNA
Ti octopina (Peralta e outros, 1986). Uma sequéncia similar esta pre-
sente em frente da repeticdo da RB da borda direita de TR-DNA Ti oc-
topina e também em frente RB Ti nopalina e borda da direita TL Ri
agropina (Peralta e outros, 1986, Shaw e outros, 1984, Barker e ou-
tros, 1983, Slighton e outros, 1985). Comparacao adicional de linha-
gens A. tumefaciens diferentes revelou uma sequéncia de nucleo de
sobreposicdo de 8 pb presente em frente a todas as sequéncias da
borda da direita incluindo linhagem de nopalina pTiT37, linhagem de

octopina pTiA6 e pRiA4 de A. rhizogenes (Peralta e outros, 1986).
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[006] A presenca de sequéncia de overdrive de octopina aumen-
tou a formacéo de T-DNA de filamento unico em células de Agobacte-
rium e melhorou a transferéncia de T-DNA para células de planta, e
era necessaria para viruléncia do tipo selvagem (Peralta e outros,
1986, Shurvinton e Ream, 1991). A repeti¢gdo da LB de plasmideo Ti
de producédo de nopalina pTiT37 é capaz de produzir T-DNA de fila-
mento unico com alta eficiéncia quando a sequéncia de acao cis pro-
ximal da RB pTiT37 foi posta em frente a ela, indicando que uma se-
quéncia tipo overdrive na verdade também esta presente em um plas-
mideo Ti nopalina (Culianez-Macia e Hepburn, 1988, Peralta e outros,
1986), igual ao que esta nos outros plasmideos Ti identificados (pro-
ducéo de octopina). Integracdo de uma sequéncia de overdrive de oc-
topina heter6loga em frente da RB de pTiT37 nopalina resultou em vi-
ruléncia muito maior do que a linhagem de origem que continha ape-
nas uma repeticdo da RB de pTiT37 (Peralta e outros, 1986).

[007] A proteina VirC1 se liga a overdrive e é pensada melhorar a
formacao de fenda de VirD2 (Toro e outros, 1988, 1989), enquanto
mutagao de virC resulta em viruléncia atenuada em plantas (Close e
outros, 1987) e producéao reduzida de sequéncia de T-DNA de filamen-
to unico processada. Ambos plasmideos Ti octopina e nopalina de A.
tumefaciens contém VirC e podem complementar a mutacao virC in
frans para restaurar a viruléncia atenuada para nivel do tipo selvagem
(Close e outros, 1987).

[008] A TSS encontrada em linhagens de A. rhizogenes 8196, A4
e 2659 desempenha um papel similar a sequéncia de overdrive em A.
tumefaciens. Cada linhagem de A. rhizogenes tem uma sequéncia di-
ferente, mas relacionada (Hansen e outros, 1992). A sequéncia de nu-
cleo de TSS de 8 pb repete 5 vezes em pRiA4, 6 vezes em pRi8196 e
17 vezes (ao invés de 16x como Hansen e outros, 1992) em pRi2659
(No. De Acesso GenBank AJ271050). pRiA4 tem uma sequéncia de
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nucleo de overdrive de 8 pb conservada em adigéo as repetigdes. Re-
peticbes de sequéncia de nucleo mais curtas em pRiA4 e pRi8196 nao
foram suficientes para viruléncia do tipo selvagem (Hansen e outros,
1992).

[009] Depicker e outros (Publicacdo de Patente U.S.
2003/0140376 e publicacéo internacional correspondente
WO01/44482) descrevem construgdes combinantes com bordas de T-
DNA modificadas a fim de diminuir ou prevenir transferéncia de se-
quéncias de estrutura principal de vetor. Conner e outros
(WOO05/121346) descrevem criacao e uso de sequéncias de regides do
tipo borda de T-DNA que compreendem sequéncias derivadas de
plantas. Heim e outros (Publ. U.S. 2003/0188345) descrevem vetores
para transformacao mediada por Agrobacterium de plantas com regi-
oes de borda modificadas. Lassner e outros (Publ. U.S. 2006/0041956)
descreve modificagdes de regides de borda de T-DNA para permitir
identificagdo de eventos transgénicos que ndo compreendem sequén-
cias ndo-T-DNA.

[0010] Embora os estudos acima tenham aumentado a compreen-
sdo na técnica, o que é ainda necessario € um método para melhora
da eficiéncia de transformacéo de planta mediada por Agrobacterium.
Embora a presenca de sequéncias de overdrive ou TSS aumente viru-
Iéncia de Agrobacterium do tipo selvagem e melhore a transferéncia
de T-DNA para células de planta comparado com plasmideos sem as
sequéncias, ainda permanece obscuro como melhorar mais a eficién-
cia de transformacéo incluindo através do uso de sequéncias de over-
drive ou TSS.

SUMARIO DA INVENCAO

[0011] Em um aspecto, a invengao prové um método de aumento

da eficiéncia de transformacdo de planta mediada por bactéria com-

preendendo as etapas de: introducdo de pelo menos uma sequéncia

Peticdo 870170020405, de 28/03/2017, pag. 10/59



5/31

intensificadora de transformacéo adicional em um vetor de transforma-
cao de planta compreendendo pelo menos uma regiao de borda de T-
DNA; e b) transformagédo de uma célula de planta com o vetor através
de transformacgao mediada por bactéria, onde a bactéria € competente
para a transformacédo da célula de planta. O método pode opcional-
mente compreender regeneragao de uma planta transgénica a partir
da célula de planta. Em uma modalidade, a sequéncia intensificadora
de transformacgao adicional compreende uma sequéncia de nucleo
consenso de TGTWTGTK (SEQ ID NO:20). Em outras modalidades, a
sequéncia intensificadora de transformacao adicional € selecionada do
grupo consistindo em SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ
ID NO:9, SEQ ID NO:13 e uma sequéncia complementar a qualquer
uma da SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 ou
SEQ ID NO:13. Em modalidades particulares, a invengado prové uma
construcdo de DNA recombinante compreendendo SEQ ID NO:14,
SEQ ID NO:15 ou SEQ ID NO:16.

[0012] A sequéncia intensificadora de transformagédo usada com a
invengao pode estar localizada préximo a regiao ou sequéncia de bor-
da de T-DNA, tal como a sequéncia da borda da direita (RB), isto &,
entre a sequéncia de flanqueamento tal como sequéncia de vetor e a
sequéncia de borda. A sequéncia intensificadora de transformacéao po-
de ser de um plasmideo Ti de A. tumefaciens, tal como um plasmideo
nopalina ou octopina, ou pode ser de um plasmideo Ri de A. rhizoge-
nes. Em certas modalidades, uma transformagao mediada por bactéria
pode utilizar uma técnica selecionada de transformacdo mediada por
Agrobacterium, transformacédo mediada por Rhzobium e transformacéao
mediada por Sinorzhibobium, Mesorhizobium ou Bradyrhizobium. Em
certas modalidades, a sequéncia intensificadora de transformacao po-
de compreender SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:17 ou
SEQ ID NO:18. Em modalidades adicionais, a regido de borda de T-
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DNA pode compreender de a partir de 1 a cerca de 18 copias da se-
guéncia intensificadora de transformacéao, incluindo de a partir de cer-
ca de 2 ou cerca de 4 a cerca de 18 copias da sequéncia intensificado-
ra de transformacgao.

[0013] Uma célula de planta de acordo com a invengao pode ser
qualquer célula de planta. Em certas modalidades, a célula de planta &
de uma planta selecionada do grupo consistindo em soja, milho, algo-
dao, canola, arroz, trigo, alfafa, feijjdo comum, milho, tabaco, girassol,
cevada, beterraba, brocolis, repolho, cenoura, couve-flor, aipo, repolho
Chinés, pepino, berinjela, alho-poro, alface, melao, aveia, cebola, ervi-
Iha, pimenta, milho, batata, abdbora, rabano, sorgo, espinafre, abdbo-
ra, beterraba, tomate e melancia. Em modalidades particulares, a célu-
la de planta € uma célula de milho ou uma célula de soja.

[0014] Em outro aspecto, a invengao prové uma construgcao de
DNA recombinante compreendendo uma sequéncia de borda de T-
DNA de um plasmideo Ti ou Ri, operavelmente ligado a uma sequén-
cia intensificadora de transformagao que compreende duas ou mais
copias de uma sequéncia selecionada do grupo consistindo em SEQ
ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:13,
uma sequéncia complementar a qualquer uma da SEQ ID NO:6, SEQ
ID NO:7, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:9 ou SEQ ID NO:13 e combina-
¢cdes das mesmas. Em modalidades particulares, a invengao prové
uma construgdo de DNA recombinante compreendendo SEQ ID
NO:14, SEQ ID NO:15 ou SEQ ID NO:16.

[0015] Em tal construcédo, a sequéncia intensificadora pode com-
preender pelo menos cerca de quatro copias da sequéncia. A sequén-
cia de borda pode ser uma sequéncia de borda da direita (RB) ou bor-
da da esquerda (LB). Em certas modalidades, a construgdo pode
compreender SEQ ID NO:10 e/ou SEQ ID NO:11. A sequéncia de RB

pode ser de um plasmideo Ti nopalina, um plasmideo Ti ou Ri agropi-
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na, manopina, succimanopina, cucumopina ou octopina e pode com-
preender SEQ ID NO:12.

[0016] Em outro aspecto, a invencdo prové uma célula transfor-
mada com uma construcéo provida aqui. A célula pode ser uma célula
de planta ou bacteriana, incluindo uma célula de Agrobacterium e Rhi-
zobium. Em uma modalidade, a célula de planta € de uma planta sele-
cionada do grupo consistindo em soja, milho, algodao, canola, arroz,
trigo, alfafa, feijdo comum, milho, tabaco e girassol. A invengcdo tam-
bém prové plantas transgénicas transformadas com uma construgéo
da invengdo. Em modalidades particulares, a planta transgénica pode
ser selecionada do grupo consistindo em soja, milho, algodao, canola,
arroz, trigo, alfafa, feijao comum, milho, tabaco e girassol.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0017] Os desenhos que seguem sao parte do presente relatorio e

estdo incluidos para demonstrar mais certos aspectos da presente in-
vencdo. A invencao pode ser melhor compreendida com referéncia
aos desenhos em combinagdo com a descrigcao detalhada de modali-
dades especificas apresentadas aqui.

[0018] FIGURA 1: Mostra de varias sequéncias intensificadoras
de transformacédo usadas para melhora da eficiéncia de transforma-
cao.

[0019] FIGURA 2: Mapa esquematico de pMON87464.

[0020] FIGURA 3: Mapa esquematico de pMON87465.

[0021] FIGURA 4: Sequéncias da RB engenheiradas; sequéncia
de overdrive em negrito e a sequéncia de nucleo da RB de 24 pb sub-
linhada. (A) Sequéncia de overdrive da RB+1x de nopalina (SEQ ID
NO:14); (B) overdrive da RB+4x de nopalina (SEQ ID NO:15); (C)
RB+18x TSS de nopalina (SEQ ID NO:16).

DESCRICAO DA LISTAGEM DE REFERENCIA

[0022] SEQ ID NO:1 Primer avangado Xd463 para prepara-
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cao da sequéncia OD 2X.

[0023] SEQ ID NO:2
da sequéncia OD2X.
[0024] SEQ ID NO:3
cao da sequéncia TSS 6X.
[0025] SEQ ID NO:4
de sequéncia TSS 6X.
[0026] SEQ ID NO:5
[0027] SEQ ID NO:6
[0028] SEQ ID NO:7
reverso de SEQ ID NO:17.
[0029] SEQ ID NO:8
[0030] SEQ ID NO:9
[0031] SEQ ID NO:10
[0032] SEQ ID NO:11
[0033] SEQ ID NO:12
[0034] SEQ ID NO:13
[0035] SEQ ID NO:14
[0036] SEQ ID NO:15
[0037] SEQ ID NO:16
18X.

[0038] SEQ ID NO:17
ID NO:7.

[0039] SEQ ID NO:18
so da SEQ ID NO:10.
[0040] SEQ ID NO:19
1988).

[0041] SEQ ID NO:20
senso.

8/31

Primer reverso Xd464 para preparagao

Primer avangcado Xd465 para prepara-

Primer reverso Xd466 para preparagao

nucleo de OD de 24 pb de pTiAG.
sequéncia de 8 pb de TSS 1x.
OD 1x de 30 pb de pTiA6; complemento

sequéncia OD 1X de pTiAB3.

OD 1X de pTi15955.

OD empilhada 4X.

TSS empilhada 18X ..

Regido de borda com sequéncia OD 1X.
Sequéncia OD parcial.

Regido da RB de Nopalina com OD 1X.
Regido da RB de Nopalina com OD 4X.
Regido da RB de nopalina com TSS

OD 1X; complemento reverso de SEQ

OD empilhada 4X; complemento rever-

Sequéncia OD consenso (Toro e outros,

Sequéncia OD de nucleo de 8 pb con-

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Peticdo 870170020405, de 28/03/2017, pag. 14/59



9/31

[0042] O que segue € uma descricdo detalhada da invengao provi-
da para auxiliar aqueles versados na técnica na pratica da presente
invengao. Aqueles de habilidade comum na técnica podem fazer modi-
ficacBes e variagdes nas modalidades descritas aqui sem se afastar do
espirito ou escopo da presente invengao.

[0043] A invencao prové métodos e composi¢cdes para melhora da
eficiéncia de transformacado mediada por Agrobacterium de células de
planta. Sequenciamento da regidao T-DNA de 20 kb de A. rhizogenes
K599, uma linhagem supervirulenta de soja, levou ao reconhecimento
que o plasmideo pRi em A. rhizogenes K599 é idéntico a linhagem
NCPBB 2659 de A. rhizogenes. A superviruléncia da linhagem K599
pode entdo ser relacionada com o numero de sequéncias TSS presen-
tes proximo a RB. Entdo, empilhamento de repeticbes de overdrive e
TSS multiplas foi testado em vetores binarios com uma RB de nopalina
(por exemplo, de pTiT37) para melhorar eficiéncia de transformagéo. A
overdrive de 30 pb de plasmideo Ti octopina (Shurvinton e Ream,
1991) de pTiAG6, presente em 4 copias, e a sequéncia de nucleo de 8
pb de NCPBB2659 TSS de A. rhizogenes, presente em 18 cépias, fo-
ram usadas para intensificar a eficiéncia de transmissao de DNA.
[0044] Estudos de transformacdo comparando o uso de constru-
¢des contendo numeros variaveis de sequéncias de overdrive e TSS
demonstraram que a presencga de copias "empilhadas" adicionais des-
sas sequéncias melhorou a eficiéncia de transformagdo melhorando a
frequéncia de transformagdo bem como a qualidade dos eventos
transgénicos resultantes. Por exemplo, a proporgao de eventos com
inser¢cdes de copia unica, e também falta de sequéncias de estrutura
principal de vetor (por exemplo, oriV), foi aumentada. Frequéncia de
transformacdo aumentada e eventos de qualidade melhoraram a efici-
éncia geral do processo de transformacgao ao reduzirem a quantidade

de recursos requeridos para selecionar evento para desenvolvimento
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comercial adicional.

[0045] A invencao entdo prové meétodos aperfeicoados para ob-
tencdo de plantas transgénicas férteis e para a transformacao de célu-
las ou tecidos de planta e regeneragao das células ou tecidos trans-
formados em plantas transgénicas férteis. Para iniciar um processo de
transformacédo de acordo com a invengdo, os componentes geneéticos
desejados ser inseridos nas células ou tecidos de planta serao primei-
ro selecionados. Componentes genéticos podem incluir qualquer acido
nucléico que seja introduzido em uma célula ou tecido de planta usan-
do o método de acordo com a invengao. Componentes genéticos po-
dem incluir DNA de nao-planta, DNA de planta ou DNA sintético.
[0046] Em certas modalidades da invengdo, componentes genéti-
cos sao incorporados a uma composi¢cao de DNA tal como um plasmi-
deo de filamento duplo, recombinante, ou molécula de vetor compre-
endendo componentes genéticos tal como: (a) um promotor que funci-
ona em células de planta para causar a produ¢cdo de uma sequéncia
de RNA, (b) uma sequéncia de DNA estrutural que causa a produgao
de uma sequéncia de RNA que codifica uma proteina ou polipeptideo
desejado e (c) uma sequéncia de DNA nao-traduzida 3' que funciona
em células de planta para causar a poliadenilagdo da extremidade 3'
da sequéncia de RNA. O vetor pode também conter componentes ge-
néticos que facilitam a transformacao e regulam expressao do(s) ge-
ne(s) desejado(s).

[0047] Os componentes genéticos sao tipicamente orientados de
modo a expressarem um mRNA, que em uma modalidade pode ser
traduzido em uma proteina. A expressao de uma sequéncia de codifi-
cacao estrutural de uma planta (um gene, cDNA, DNA sintético ou ou-
tro DNA) que existe em forma de filamento duplo envolve transcricao
de RNA mensageiro (MRNA) de um filamento do DNA através de RNA

polimerase e subsequente processamento do transcrito primario de
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MRNA dentro do nucleo. Este processo envolve uma regido 3' néo-
traduzida que inclui poliadenilacdo das extremidades 3' do mRNA.
[0048] Métodos gerais para preparagao de plasmideos ou vetores
que contém componentes genéticos desejados e podem ser usados
para transformar plantas e métodos de fabricacdo desses vetores séo
conhecidos na técnica. Vetores tipicamente consistem em varios com-
ponentes genéticos, incluindo, mas nao limitado a, elementos regula-
dores tal como promotores, lideres, introns e sequéncias terminado-
ras. Elementos reguladores sdo também referidos como elementos
reguladores cis ou trans, dependendo da proximidade dos elementos
com as sequéncias ou gene(s) que eles controlam. A regido promotora
contém uma sequéncia de bases que sinaliza RNA polimerase para
associar com o DNA e iniciar uma transcricdo em mRNA usando um
dos filamentos de DNA como um molde para fazer um filamento de
RNA complementar correspondente.

[0049] As construgbes podem também conter os segmentos de
DNA de estrutura principal de plasmideo que proveem fungao de repli-
cacdo e selegao de antibidtico em células bacterianas, por exemplo,
uma origem de replicagdo de Escherichia coli tal como o0ri322, uma
origem de replicacdo de faixa de hospedeiro ampla tal como oriV ou
oriRi, € uma regido de codificacdo para um marcador selecionavel tal
como Spec/Strp que codifica Tn7 aminoglicosideo adeniltransferase
(aadA) conferindo resisténcia a espectinomicina ou estreptomicina, ou
um gene marcador selecionavel de gentamicina (Gm, Gent). Para
transformacao de planta, a linhagem bacteriana hospedeiro é frequen-
temente ABI, C58, LBA4404, EHA101 e EHA105 de Agrobacterium
tumefaciens carregando um plasmideo tendo uma funcao de transfe-
réncia para a unidade de expressao. Outras linhagens bacterianas co-
nhecidas daqueles versados na técnica de transformacido de planta

podem funcionar na presente invencéao, incluindo linhagens A. rhizo-
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genes, Sinorhizobum sp., Mesorzhizobium sp., Bradyrhizobium sp. e
Rhizobium sp.

[0050] Varios promotores que sao ativos em células de planta fo-
ram descritos na literatura. Tais promotores incluem, mas nao estéo
limitados a, promotores de nopalina sintase (NOS) e octopna sintase
(OCS), que sao carregados em plasmideos de inducédo de tumor de A.
tumefaciens; os promotores do caulimovirus tal como promotores do
virus do mosaico da couve-flor (CaMV) 19S e 35S e o promotor do vi-
rus do mosaico da escrofularia (FMV) 35S; o promotor CaMV35S in-
tensificado (€35S); e o promotor induzivel por luz da subunidade pe-
qguena de ribulose bifosfato carboxilase (ssRUBISCO, um polipeptideo
de planta muito abundante). Todos esses promotores tém sido usados
para criar varios tipos de construgcbes de DNA que foram expressos
em plantas. Hibridos de promotor podem ser também construidos para
aumentar a atividade transcripcional ou combinar atividade transcripci-
onal, inducibilidade e especificidade de tecido ou desenvolvimental de-
sejadas.

[0051] Entdo, promotores que funcionam em plantas podem ser
induziveis, virais, sintéticos, constitutivos conforme descrito, tempo-
ralmente regulados, espacialmente regulados e/ou espacgo-
temporalmente regulados. Outros promotores que sdo aumentados em
tecido, especificos de tecido ou desenvolvimentalmente regulados séo
também conhecidos na técnica e pretendidos ter utilidade na pratica
da presente invencdo. Promotores uteis podem ser obtidos de uma
variedade de fontes tal como plantas e virus de DNA de planta. E pre-
ferido que o promotor particular selecionado deva ser capaz de causar
expressao suficiente para resultar na produgdo de uma quantidade efi-
caz do produto de gene de interesse.

[0052] Os promotores usados nos construgdes de DNA (isto é, ge-

nes de planta quiméricos/recombinantes) da presente invengcdo podem
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ser modificados, se desejado, para afetar suas caracteristicas de con-
trole. Promotores podem ser derivados por meio de ligacdo com regi-
des operadoras, mutagénese aleatéria ou controlada, etc. Ainda, os
promotores podem ser alterados para conter "sequéncias intensifica-
doras" multiplas para auxiliar na elevacao da expressao de gene.
[0053] O mRNA produzido por uma constru¢ao de DNA da presen-
te invencdo pode também conter uma sequéncia lider ndo-traduzida 5'.
Esta sequéncia pode ser derivada do promotor selecionado para ex-
pressar o gene e pode ser especificamente modificada de modo a au-
mentar a traducdo do mRNA. As regides nao-traduzidas 5' podem ser
também obtidas de RNAs virais, de genes eucaridticos adequados ou
de uma sequéncia de gene sintético. Tais sequéncias "intensificado-
ras" podem ser desejadas para aumentar ou alterar a eficiéncia de tra-
dugcdo do mRNA recombinante e sdo geralmente conhecidas como
intensificadores traducionais. Outros componentes genéticos que ser-
vem para intensificar a expressao ou afetar transcricdo ou traducéo de
um gene sao também pretendidos como componentes genéticos. A
regidao nao-traduzida 3' dos construgbes quiméricos de preferéncia
contém um terminador transcripcional, ou um elemento tendo fungao
equivalente, e um sinal de poliadenilagdo, que funciona em plantas
para poliadenilar a extremidade 3' do RNA. Exemplos de regides 3'
adequadas sao (1) as regides nao-traduzidas, transcritas, 3', contendo
o sinal de poliadenilacdo de genes de plasmideo (Ti) de indugdo de
tumor de Agrobacterium, tal como o gene de nopalina sintase (nos) e
(2) genes de planta tal como os genes de proteina de armazenamento
de soja e a subunidade pequena do gene de ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase (ssRUBISCO). Um exemplo de uma regidao 3' preferida é
aquela do gene de ssRUBISCO E9 de ervilha.

[0054] Tipicamente, sequéncias de DNA localizadas algumas cen-

tenas de pares de base a jusante do sitio de poliadenilagdo servem
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para terminar transcricdo. Essas sequéncias de DNA sao referidas
aqui como regides de terminacido de transcricdo. As regides sao re-
queridas para poliadenilacdo eficiente de RNA mensageiro transcrito
(mRNA) e sdo conhecidas como regides ndo-traduzidas 3'. Polimerase
de RNA transcreve uma sequéncia de DNA de codificagao através de
um sitio onde poliadenilagdo acontece.

[0055] Em muitos sistemas de transformacéo, é preferido que o
vetor de transformagdo contenha um gene marcador selecionavel,
avaliavel ou classificavel. Esses componentes genéticos sdo também
aqui referidos como componentes genéticos funcionais, uma vez que
eles produzem um produto que serve uma fung¢do na identificagao de
uma planta transformada, ou um produto de utilidade desejada.

[0056] O DNA que serve como um dispositivo de selecao pode
funcionar em um tecido de planta regeneravel para produzir um com-
posto que confere ao tecido da planta resisténcia a um composto de
outro modo téxico. Genes de interesse para uso como um marcador
selecionavel, avaliavel ou classificavel incluiriam, mas nao estio limi-
tados a, B-glucuronidase (gus), proteina fluorescente verde (gfp), luci-
ferase (lux), antibidticos tal como canamicina (Dekeyser e outros,
1989), genes que permitem a tolerancia a herbicidas tal como glifosato
(Della-Cioppa e outros, 1987), tal como CP4 EPSPS (Patente U.S.
5.627.061; Patente U.S. 5.633.435; Patente U.S. 6.040.497; Patente
U.S. 5.094.945; WO 04/074443; WO04/009761); glifosinato (Patente
U.S. 5.646.024, Patente U.S. 5.561.236, Patente U.S. 5.276.268; Pa-
tente U.S. 5.637.489; Patente U.S. 5.273.894); 2,4-D (WO05/10743) e
dicamba, tal como DMO (Patente U.S. 7.022.896). Outros métodos de
selecdo podem ser também implementados incluindo, mas nao limita-
do a, tolerancia a fosfinotricina, bialafos e mecanismos de selegéo po-
sitivos (Joersbo e outros, 1998) e ainda se encaixariam no escopo da

presente invencdo. Exemplos de varios marcadores seleciona-
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veis/avaliaveis/classificaveis e genes codificando-os sao revelados em
Miki e McHugh (2004).

[0057] A presente invencdo pode ser usada com qualquer plasmi-
deo ou vetor de transformacao de planta adequado contendo um mar-
cador selecionavel ou avaliavel e elementos reguladores associados
conforme descrito, junto com um ou mais acidos nucléicos (um gene
estrutural de interesse) expressos de uma maneira suficiente para con-
ferir uma caracteristica desejavel particular. Exemplos de genes estru-
turais adequados de interesse previstos pela presente invencgao inclu-
em, mas nao estdo limitados a, genes para tolerancia a inseto ou pes-
te, genes para tolerancia a herbicida, genes para aperfeicoamentos
em qualidade tal como rendimento, melhoras nutricionais, tolerancias
ambientais ou a estresse, ou genes para quaisquer mudangas deseja-
veis em fisiologia de planta, crescimento, desenvolvimento, morfologia
ou produto(s) de planta.

[0058] Alternativamente, as sequéncias codificando DNA podem
afetar esses fenodtipos através da codificacdo de uma molécula de
RNA nao-traduzivel que causa a inibicao direcionada de expresséao de
um gene enddgeno, por exemplo, através de mecanismos mediados
por RNA de filamento duplo, incluindo mecanismos mediados por an-
tissenso e co-supressao (vide, por exemplo, Bird e outros, 1991). O
RNA poderia ser também uma molécula de RNA catalitico (isto €, uma
ribozima) engenheirada para clivar um produto de mRNA enddégeno
desejado (vide, por exemplo, Gibson e Shillitoe, 1997). Mais particu-
larmente, para uma descricdo de regulagem de antissenso de expres-
sdo de gene em células de planta vide Patente U.S. N° 5.107.065 e
para uma descricdo de supressdo de gene em plantas através de
transcricdo de um dsRNA vide Patente U.S. N° 6.506.559, Publicacao
de Pedido de Patente U.S. N° 2002/0168707 A1 e Pedidos de Patente
U.S. Nos. de Série 09/423.143 (vide WO 98/53083), 09/127.735 (vide
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WO 99/53050) e 09/084.942 (vide WO 99/61631), todos aqui incorpo-
rados a titulo de referéncia em sua totalidade.

[0059] Uso de sequéncias que resultam em silenciamento de ou-
tros genes enddgenos (por exemplo, tecnologias RNAI incluindo miR-
NA) para resultar em um fendtipo € também previsto. Por exemplo,
RNAIi pode ser usado para silenciar um ou mais genes resultando em
um fendtipo classificavel. Uma modalidade é montar um cassete de
DNA que vai transcrever uma repeticdo de sequéncias revertida, para
produzir um RNA de filamento duplo (dsRNA), tipicamente pelo menos
cerca de 19-21 pb de comprimento e correspondendo a uma porgao
de um ou mais genes direcionados para silenciamento. Entdo, qual-
quer gene que produza uma proteina ou mRNA que expresse uma
mudanca de fenétipo ou morfologia de interesse € util para a pratica da
presente invencao.

[0060] Acidos nucléicos exemplares que podem ser introduzidos
através dos metodos compreendidos pela presente invengao incluem,
por exemplo, sequéncias de DNA heterdlogo, isto €, sequéncias ou
genes de outras espécies, ou até mesmo genes ou sequéncias que se
originam com ou estdo presentes na mesma espécie, mas sao incor-
porados em células recipientes através de métodos de engenharia ge-
nética ao invés de técnicas de reproducdo ou geragao classicas. O
termo heterdlogo, no entanto, pretende também se referir a genes que
nao estdo normalmente presentes na célula sendo transformada ou a
genes que nao estao presentes na forma, estrutura, etc, conforme en-
contrado no segmento de DNA transformante ou a genes que estdao
normalmente presentes, mas uma expressao diferente é desejavel.
Entdo, o termo gene ou DNA "heterélogo" pretende se referir a qual-
quer gene ou segmento de DNA que € introduzido em uma célula reci-
piente, sem importar se um gene similar pode ja estar presente em tal

célula. O tipo de DNA incluido no DNA heterélogo pode incluir DNA
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que ja esta presente na célula de planta, DNA de outra planta, DNA de
um organismo diferente ou DNA geralmente externo, tal como uma
sequéncia de DNA contendo uma mensagem de antissenso de um
gene, ou uma sequéncia de DNA codificando uma versé&o sintética ou
modificada de um gene ou sequéncia.

[0061] A luz da presente revelagao, varios outros genes marcado-
res selecionaveis ou avaliaveis, elementos reguladores e outras se-
quéncias de interesse possiveis estardo aparentes aqueles de habili-
dade na técnica. Entdo, a discussdo acima pretende ser exemplar ao
invés de exaustiva.

[0062] Apos a construgdo do vetor ou construgao de transforma-
cao de planta, a molécula de acido nucléico, preparada como uma
composigao de DNA in vitro, € geralmente produzida em um hospedei-
ro adequado tal como Escherichia coli e emparceirada em outro hos-
pedeiro adequado tal como Agrobacterium ou Rhizobium, ou direta-
mente transformada em Agrobacterium ou Rhizobium competente. Es-
sas técnicas sdo bem conhecidas daqueles de habilidade no campo e
foram descritas para varios sistemas de planta incluindo soja, algodao
e trigo (vide, por exemplo, Patentes U.S. Nos. 5.569.834 e 5.159.135 e
WO 97/48814). Aqueles de habilidade na técnica reconheceriam a uti-
lidade de métodos de transformacdo mediados por Agrobacterium. Li-
nhagens podem incluir, mas nao estao limitadas a, derivados desar-
mados de linhagem A. tumefaciens C58, uma linhagem de nopalina
que é usada para mediar a transferéncia de DNA em uma célula de
planta; linhagens de octopina, tal como LBA4404; ou linhagens de
agropina, por exemplo, EHA101, EHA105 ou R. leguminosarum US-
DA2370 com um plasmideo Ti ou Ri. O uso dessas linhagens para
transformacado de planta foi relatado, e os métodos sao familiares
aqueles de habilidade na técnica.

[0063] Tecido de planta a ser transformado é tipicamente inocula-
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do e co-culturado com Agrobacterium ou Rhizobium contendo uma
construcado recombinante compreendendo pelo menos uma sequéncia
de overdrive ou TSS heterdloga, uma sequéncia de interesse a ser
transferida, e pelo menos uma sequéncia de RB que serve para definir
o DNA a ser transferido, e € selecionado sob condi¢gbes apropriadas.
Em certas modalidades, pelo menos uma sequéncia de LB esta tam-
bém presente na construgdo recombinante. Em certas outras modali-
dades, uma sequéncia de borda pode ser uma "sequéncia(s) do tipo
borda derivada de planta". Métodos de identificacdo e uso de tais se-
quéncias sao descritos em Rommens e outros, 2005; Rommens
2004a; Rommens e outros, 2004b.

[0064] A presente invencédo pode ser usada com qualquer célula
ou tecido transformavel. Aqueles de habilidade na técnica vao reco-
nhecer que tecido de planta transformavel geralmente refere-se a teci-
do que pode ter DNA exdgeno inserido em seu genoma e sob condi-
coes de cultura apropriadas pode formar em uma planta diferente. Tal
tecido pode incluir, mas nao ¢é limitado a, suspensdes de célula, tecido
de calo, tecido hipocotiledéneo, cotilédons, embrides, tecido meriste-
matico, raizes e folhas. Por exemplo, tecidos transformaveis podem
incluir calos ou embridides de anteras, microesporos, inflorescences e
tecidos de planta. Outros tecidos sao também previstos ter utilidade na
pratica da presente invengao, e o desejo por um explante particular
para uma especie de planta particular € ou conhecido na técnica ou
pode ser determinado através de avaliacdo de rotina e experimentos
de teste com o que varios explantes sdo usados no processo de trans-
formacdo e aqueles que sdo mais bem-sucedidos na producdo de
plantas transgénicas sao identificados.

[0065] Métodos para transformacédo de dicotileddneas através do
uso de Agrobacterium ou Rhizobium e obtengédo de plantas transgéni-

cas foram publicados para varias culturas incluindo algodao, soja,
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Brassica e amendoim. Transformacdo bem-sucedida de plantas mo-
nocotiledéneas através de métodos baseados em Agrobacterium ou
Rhizobium foi também relatada. Transformacdo e regeneracao de
planta foram conseguidas e relatadas pelo menos em aspargos, ceva-
da, milho, aveia, arroz, cana-de-agucar, relva tall fescue e trigo. Técni-
cas que podem ser particularmente uteis no contexto de transformacao
de algoddo sao reveladas nas Patentes U.S. Nos. 5.846.797,
5.159.135, 5.004.863 e 6.624.344. Técnicas para transformacao de
plantas Brassica em particular sao reveladas, por exemplo, na Patente
U.S. 5.750.871. Técnicas para transformacado de soja sdo reveladas
em, por exemplo, Zhang e outros (1999) e Patente U.S. 6.384.301; e
técnicas para transformagédo de milho sédo reveladas na, por exemplo,
Patente U.S. N° 5.981.840, Patente U.S. 7.060.876, Patente U.S.
5.591.616, WO95/06772 e Pub. de Patente U.S. 2004/244075.

[0066] Em uma modalidade, apos incubagcdo em meio contendo
antibioticos para inibir crescimento de Agrobacterium ou Rhizobium
sem agentes seletivos (meio de retardo), os explantes sao culturados
em meio de crescimento seletivo incluindo, mas nao limitado a, um
meio de indugcdo de calo contendo um agente seletivo de célula de
planta. Agentes seletivos tipicos foram descritos e incluem, mas néao
estdo limitados a, antibiéticos tal como G418, parmomomicina, cana-
micina ou outros agentes quimicos tal como glifosato, dicamba e glu-
fosinato. As culturas de tecido de planta sobrevivendo no meio de se-
lecao sdo subsequentemente transferidas para um meio de regenera-
cao adequado para a producdo de mudas transformadas. Regenera-
¢ao pode ser realizada em varias etapas. Aqueles versados na técnica
tém ciéncia de varios tipos de meios e necessidades de transferéncia
que podem ser implementados e otimizados para cada sistema de
planta para transformacgéao e regeneracgao de planta.

[0067] Os transformantes produzidos sao subsequentemente ana-
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lisados para determinar a presenca ou auséncia de um acido nucléico
particular de interesse contido no vetor de transformagao. Analise mo-
lecular pode incluir, mas nao esta limitada a, analises Southern blots
ou PCR (reagdes em cadeia de polimerase). Esses e outros métodos
bem conhecidos podem ser realizados para confirmar a estabilidade
das plantas transformadas produzidas através dos métodos revelados,
bem como o numero de cépia de insercdes, e a presenga de sequén-
cias de estrutura principal de vetor flanqueando o T-DNA. Esses méto-
dos sao bem conhecidos daqueles versados na técnica e foram relata-
dos (vide, por exemplo, Sambrook e outros, 1989).

[0068] A discussao acima € meramente um esbo¢o amplo de pro-
tocolos de transformagao e regeneragao padrao. Uma pessoa de habi-
lidade comum na técnica sabe que culturas especificas e protocolos
especificos podem variar um pouco do esbog¢o amplo. Uma variedade
de meios pode ser usada em cada sistema também. Aqueles de habi-
lidade na técnica sdo familiares com a variedade de meio de cultura de
tecido que, quando suplementado apropriadamente, apdia crescimento
e desenvolvimento de tecido de planta. Esses meios de cultura de te-
cido podem ou ser comprados como uma preparagao comercial ou
preparados adaptados a gosto e modificados por aqueles de habilida-
de na técnica. Exemplos de tais meios incluem, mas nao estao limita-
dos a, aqueles descritos por Murashige e Skoog (1962); Chu e outros
(1975); Linsmaier e Skoog (1965); Uchimiya e Murashige (1962);
Gamborg e outros (1968); Duncan e outros (1985); McCown e Lloyd
(1981); Nitsch e Nitsch (1969); e Schenk e Hildebrandt (1972) ou deri-
vacgdes desses meios suplementados de acordo. Aqueles de habilida-
de na técnica tém ciéncia que meios e suplementos de meio tal como
nutrientes e reguladores de crescimento para uso em transformacéao e
regeneragao sao geralmente otimizados para a cultura alvo particular

ou variedade de interesse. Reagentes estdo comercialmente disponi-
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veis e podem ser comprados de varios fornecedores (vide, por exem-
plo, Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo).

[0069] Sequéncias de "overdrive" foram identificadas em varios
plasmideos Ti, incluindo pTiA6, pTiAB3 e pTi15955. Outras sequén-
cias com similaridade para overdrive ou TSS podem ser identificadas,
por exemplo, usando o programa "BestFit", "Gap" ou "FASTA" do Se-
quence Analysis Software Package, Genetics Computer Group, Inc.,
University of Wisconsin Biotechnology Center, Madison, Wis. 53711 ou
usando o programa "BLAST" (Altschul e outros, 1990) ou outro pacote
de analise de sequéncia de DNA disponivel. Tais sequéncias quando
presentes em multicopia préximo a uma sequéncia de RB podem ser
avaliadas quanto a atividade de aumento de transformacgado, similar-
mente as sequéncias cuja atividade intensificadora é descrita abaixo.
[0070] "Frequéncia de transformacgao", conforme aqui usado, refe-
re-se a porcentagem de eventos transgénicos produzidos por explante
ou a porcentagem de plantas transgénicas produzidas por explante.
[0071] "Sequéncia de borda", por exemplo, borda da direita (RB)
ou borda da esquerda (LB), refere-se a uma sequéncia de acido nu-
cléico diretamente repetida definindo uma extremidade da regido de
DNA transferido (T-DNA), tipicamente cerca de 24 pb de comprimento.
Sequéncias de borda podem ser de um plasmideo Ti ou Ri de
Agrobacterium sp. ou podem ser sequéncias derivadas de planta que
funcionam similarmente.

[0072] "Regido de borda de T-DNA" refere-se a sequéncia de RB
ou LB e sequéncia de flanqueamento associada, tipicamente de cerca
de 100 pb de comprimento, e, conforme encontrado na natureza, pode
incluir uma sequéncia intensificadora de transformacéo.

[0073] "Eficiéncia de transformacao" conforme aqui usado refere-
se a qualquer aperfeicoamento, tal como um aumento em frequéncia

de transformacéo e eventos de qualidade que impactam a eficiéncia
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geral do processo de transformacao através da reducdo da quantidade
de recursos requeridos para selecionar evento para desenvolvimento
comercial adicional.

[0074] "Intensificador de transformacéo" conforme aqui usado refe-
re-se a sequéncias de overdrive e TSS.

[0075] Uma primeira sequéncia de acido nucléico é "operavelmen-
te ligada" com uma segunda sequéncia de acido nucléico quando as
sequéncias sao dispostas de modo que a primeira sequéncia de acido
nucléico afeta o funcionamento da segunda sequéncia de acido nu-
cléico. De preferéncia as duas sequéncias sao parte de uma unica mo-
lécula de acido nucléico contigua. A sequéncia intensificadora de
overdrive ou TSS pode ser posta imediatamente adjacente a sequén-
cia de borda, tal como a sequéncia de RB. Alternativamente, em certas
modalidades a sequéncia de overdrive ou TSS esta localizada cerca
de 1, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 ou mais nucleotideos da extre-
midade da sequéncia de borda, incluindo todas as faixas intermedia-
rias. A sequéncia de overdrive pode ser substituida em qualquer orien-
tacdo com relacao a borda.

EXEMPLOS

[0076] Aqueles de habilidade na técnica vao compreender as mui-
tas vantagens dos métodos e composi¢des providos aqui pela presen-
te invengao. Os exemplos que seguem sao incluidos para demonstrar
as modalidades preferidas da invencédo. Deve ser compreendido por
aqueles de habilidade na técnica que as técnicas reveladas nos exem-
plos que seguem representam técnicas constatadas pelos inventores
funcionar bem na pratica da invencgao, e entdo podem ser considera-
das constituir modos preferidos para sua pratica. No entanto, aqueles
de habilidade na técnica devem, a luz da presente revelagao, compre-
ender que muitas mudangas podem ser feitas nas modalidades espe-

cificas que sao reveladas e ainda obter um resultar igual ou similar
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sem se afastar do espirito e do escopo da invencdo. Todas as referén-
cias citadas aqui s&o incorporadas aqui a titulo de referéncia até o
ponto que elas suplementem, expliquem, provejam um background

para ou ensinem metodologia, técnicas ou composi¢cdes empregadas

aqui.
EXEMPLO 1
[0077] Sintese de sequéncias intensificadoras de transformacao

1) Sintese de sequéncia de overdrive 4x

[0078] Para sintetizar uma sequéncia de overdrive de 30 pb 4x
(OD)

(5' caaacaaacatacacagcgacttattcacacaaacaaacatacacagcgacttattcaca-
caaacaaacatacacagcgacttattcacacaaacaaacatacacagcgacttaticaca 3';
SEQ ID NO:18), par de primer de overdrive de 30 pb 2x 5' caaacaaa-
catacacagcgacttattcacacaaacaaacatacacagcgacttaticaca 3' (Xd463;
SEQ ID NO:1) e &' tgtgaataagtcgctgtgtatgtttgtttgtgtgaataagtcgcetgtgtatg-
tttgtttg 3' (Xd464; SEQ ID NO:2) foram sintetizados, misturados e am-
plificados através de PCR por 20 ciclos na presenga de polimerase
PfuTurbo® de alta fidelidade da Stratagene (La Jolla, CA). O produto
de PCR foi fracionado em um gel de Agarose a 1%, e a porgao do gel
correspondendo ao tamanho variando entre 100-300 pb foi excisada,
purificada e ligada em vetor de PCR embotado TOPO Zero da Invitro-
gen (Carlsbad, CA). O empilhamento de repeticdo foi confirmado atra-
vés de sequenciamento. Sequéncia de overdrive de até 6x foi obser-
vada seguindo PCR, embora apenas inserto de 30 pb 4x fosse utiliza-
do na clonagem subsequente de uma construgcao de overdrive multi-
copia.

2) Sintese de sequéncia TSS18x

[0079] Pares de primer de repeticdo de TSS de 8 pb 6x:
[0080] 5' ctgacgaactgacgaactgacgaactgacgaactgacgaactgacgaa
3'(Xd465; SEQ ID NO:3) e 5' ttcgtcagttcgtcagttcgtcagttcgtcagttcgtcagtt-
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cgtcag 3' (Xd466; SEQ ID NO:4) foram sintetizados e igualmente mis-
turados e amplificados por 5 ciclos na presenca de polimerase Pfu
Turbo® da Stratagene (La Jolla, CA). A fatia de gel de tamanho de 100-
300 pb foi cortada, purificada e ligada em vetor de PCR embotado
TOPO Zero da Invitrogen. Repeticao de TSS de até 35x foi confirmada
através de sequenciamento, mas apenas repeticdo de TSS de 18x foi
mantida para clonagem adicional. O tamanho da overdrive e TSS era
dependente dos ciclos de PCR e da posicao de gel excisado.
EXEMPLO 2

[0081] Construcdo de vetores tendo RB com overdrive, overdrive
adicional ou TSS 18x

[0082] Para p6r a overdrive ou TSS em frente a uma RB de 24 pb,

um sitio de EcoRlI foi introduzido em uma RB nopalina, 11 pb distante
a montante da RB (de pMON83900). A overdrive 4x ou TSS 18x foi
excisada do vetor de clonagem TOPO correspondente digerido através
de EcoRlI e inserida em pMON83900 aberto por EcoRlI, resultando em
pPMON83903 e pMONB83909, respectivamente.

[0083] A RB modificada contendo ou overdrive 4x ou a TSS 18x de
pPMON83903 ou pMONS83900 foi digerida com Hindlll/Spel e usada pa-
ra substituir a RB de overdrive 1x de pMON83902 com fragmento Hin-
dlll/Spel compreendendo as sequéncias intensificadoras de overdrive
4x ou TSS 18x, resultando em pMON87462 e pMON83864, respecti-
vamente, para transformacdo de soja. Alternativamente, a RB de
pMON80105 foi modificada de modo a compreender a overdrive 4x ou
TSS 18x através da insergao do fragmento Spel/Sall de pMON83903
ou pMONB83909 para dar pMON87465 e pMON87466m respectiva-
mente, de transformacdo de milho. A RB modificada com sequéncias
intensificadoras de transformacéo 1x, 4x e 18x € mostrada nas figuras
1e4 e SEQID NOS.: 14-16.

[0084] Uma construcdo contendo sequéncia de overdrive 1x (SEQ
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ID NO:17) foi sintetizado primeiro montando o oligonucleotideo con-
tendo a sequéncia de overdrive de 30 pb de acordo com protocolo pa-
dréo e entdo clonando-o em pBlueScript®ll (Stratagene Inc., La JOlla,
CA) resultando em pMONS80088. Entao fragmento Spel e Notl (cheios
com polimerase) de pMONS80088 foi inserido em pMON80105 digerido
Spel e Smal, resultando em pMON80121 para transformagédo de mi-
Iho. Para transformacéo de soja, construgdo de RB de overdrive 1x,
pMONB83902 foi feito substituindo a RB em pMON83898 com o frag-
mento de RB de overdrive 1x de pMON80121 usando sitios de enzima
de restricao Pmel/Ndel.

EXEMPLO 3

[0085] Transformagao de Milho com sequéncias de RB intensifica-
das de Overdrive ou TSS

[0086] Células de milho (Zea mays) foram transformadas com ve-
tores pMON80105, pMON80121, pMON87465 ou pMON87466 con-
tendo oriV essencialmente conforme descrito na Publ. do Pedido de
Patente U.S. 2004/244075 a fim de avaliar a habilidade de empilha-

mento de sequéncias intensificadoras de overdrive e TSS adicionais

para melhorar a frequéncia de transformacao e a proporgédo de even-
tos compreendendo insercao de T-DNA de numero de copia baixo e
sem sequéncia de estrutura principal de vetor (por exemplo, oriV deri-
vada de E. coli). O tratamento controle consistia em transformacao
com pMONB80105, sem uma sequéncia de overdrive ou TSS. Confor-
me mostrado na Tabela 1, uso de constru¢bes compreendendo se-
qguéncias intensificadoras empilhadas resultou em um aumento estatis-
ticamente significante em frequéncia de transformacdo. Com esses
construgcdes, uma porcentagem maior de FT de qualidade foi também
obtida. FT de qualidade combina FT e eventos com uma ou duas co-
pias. Também, a porcentagem de eventos tendo uma ou duas copias

aumentou.
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Tabela 1: Efeito de sequéncias intensificadoras de transformacao so-

bre frequéncia de transformacao e qualidade de evento em milho

% de um ou dois

. Constru- | % de Frequén- ’ o

Overdrive . o de T % de FT de | eventos de copia

ao cia de Trans-

em RB ( If/ION) ¢ S0 (FTY qualidade sem importar a es-
ormagao

P ¢ trutura principal

OD 4X 87465 253 12,7% 50,1
OD1 X 80121 241 10,4% 43,2
TSS 18X 87466 22,8 10.2% 44,7
Controle 80105 17,7 6,4% 39,0

@ estipula significancia estatistica

EXEMPLO 4

[0087] Transformacgao de Soja com Sequéncias RB Intensificadas
de Overdrive ou TSS

[0088] Células de soja (Glycine max) foram transformadas com
vetores pMON83898, pMON83902, pMON87462 ou pMON87464 con-

tendo oriV essencialmente conforme descrito na Patente U.S.

6.384.301 a fim de avaliar a habilidade de empilhamento de sequén-
cias intensificadoras de overdrive e TSS para melhorar a frequéncia de
transformacao e a proporgao de eventos compreendendo insergao de
T-DNA de numero de copia baixo e sem sequéncia de estrutura princi-
pal de vetor (por exemplo, oriV derivada de E. coli). As sequéncias dos
intensificadores de overdrive 4x e TSS 18x empilhados sao encontra-
das nas SEQ ID NO:10 e SEQ ID NO:11, respectivamente. O trata-
mento controle consistia em transformagcdo com pMONS83898, sem
uma sequéncia de overdrive ou TSS. Conforme mostrado nas Tabelas
2-3, uso de construgbes compreendendo sequéncias intensificadoras
de transformacédo empilhadas resultou em um aumento na frequéncia
de transformacéo. A proporgao de eventos de copia unica e livres de
estrutura principal também aumentou (Tabela 3; coluna 5). Também, a

porcentagem de eventos tendo uma ou duas copias aumentou.
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Tabela 2: Efeito de sequéncias intensificadoras de transformacao so-

bre frequéncia de transformacao em soja

Sequéncia intensifica- Plsmideo pMON Frequéncia de trans-
dora formacao (%)
Controle 83898 2,79
Overdrive 1X 83902 3,06
Overdrive 4X 87462 4,22
TSS 18X 87464 4,10

*Crescimento significante da estatistica
Tabela 3: Efeito de sequéncias intensificadoras de transformacao so-

formacao sobre qualidade do evento

Plasmideo | Eventos positivo negativo 1 co6- 1 ou 2 copias
pMON totais para para pia/negati | sem importar
oriV/positivo | oriV/positivo | va para a presenca
da GOl total para GOI oriV ou auséncia
total de oriV
83898 31 6/24 (25%) | 18/24 (75%) 1 19 (79%)
(controle) (4%)
83902 (1X 61 16/45 29/45 6 30 (66,7%)
OD) (35,5%) (64,5%) (13,3%)
87462 (4X 43 12/33 21/33 4 23 (69,7%)
OD) (36,4%) (63,6%) (12,1%)
87464 (18X 71 10/50 (20%) | 40/50 (80%) 17 37 (74%)
TSS) (34%)
EXEMPLO 5
[0090] Sequéncias Intensificadoras de Transformagao Adicionais
[0091] Em adicdo a sequéncia de overdrive de pTiA6 usada acima

(SEQ ID NO:17), outras sequéncias de overdrive (incluindo as se-
quéncias complementares reversas) sdo conhecidas na técnica (por
exemplo, Shurvinton e Ream, 1991) e podem ser usadas similarmente.
Essas sequéncias podem incluir, mas nao estado limitadas a, aquelas
de pTiAB3 (GenBank M63056) (TGTGAATAAATCGCTGTGTATG-
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TTTGTTTG; SEQ ID NO:8) e pTi15955 (GenBank AF242881) (TTG-
TCTAAATTTCTGTATTTGTTTGTTTG; SEQ ID NO:9) e a sequéncia
consenso  AAACAAACATACACAGCGACTTATTCACA (SEQ ID
NO:13) e TAARTYNCTGTRTNTGTTTGTTTG; (SEQ ID NO:19, Toro e

outros, 1988) dentre outras. Primers podem ser sintetizados conse-

gquentemente e PCR realizada conforme descrito no Exemplo 1 para
criar segmentos de CDA compreendendo essas sequéncias para uso
em construgao de plasmideos recombinantes analogos a pMON83902,
pMON80121, pMON87462 e pMON87465, dentre outros. Plantas de
cultura podem ser transformadas com construgdes compreendendo
uma ou mais dessas sequéncias intensificadoras de transformacéao e
podem ser avaliadas quanto a sua habilidade em melhorar a frequén-
cia de transformacéao e a proporgao de eventos compreendendo inser-
cao de T-DNA de numero de copia baixo e sem sequéncia de estrutura
principal de vetor.

[0092] Todas as composi¢cdes e métodos revelados e reivindica-
dos aqui podem ser feitos e executados sem experimentacao indevida
a luz da presente revelagdo. Embora as composi¢cbes e metodos da
presente invengado tenham sido descritos em termos das modalidades
ilustrativas acima, sera aparente aqueles de habilidade na técnica que
variagdes, mudancas, modificagdes e alteracbes podem ser aplicadas
a composicao, metodos e nas etapas ou na sequéncia de etapas dos
métodos descritos aqui, sem se afastar dos verdadeiros conceito, espi-
rito e escopo da invencdo. Mais especificamente, sera aparente que
certos agentes que sao ambos quimicamente e fisiologicamente rela-
cionados podem substituir os agentes descritos aqui enquanto os
mesmos resultados ou similares sendo obtidos. Todos tais substitutos
e modificacbes similares aparentes aqueles versados na técnica sao
considerados estar dentro do espirito, escopo e conceito da invencao

conforme definido pelas reivindicagcdes apensas.
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REIVINDICACOES

1. Método de aumento da eficiéncia de transformacéo de
planta mediada por bactéria, caracterizado pelo fato de que compre-
ende as etapas de:

a) introducdo de uma ou mais sequéncias estimuladoras
de transferéncia de T-DNA (“TSS”) intensificadoras de transformacao
adicionais compreendendo SEQ ID NO:6 ou SEQ ID NO:10 em um
vetor de transformacao de planta compreendendo uma ou mais regi-
O0es de borda de T-DNA incluindo uma sequéncia intensificadora de
transformacéao; e

b) transformacdo de uma célula de planta com o dito vetor
através de transformacdo mediada por bactéria, em que a bactéria é
competente para a transformacao da dita célula de planta.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a sequéncia intensificadora de transformacéo esta
localizada proxima a uma sequéncia de borda da direita (RB) do T-
DNA.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 2, caracterizado
pelo fato de que a sequéncia intensificadora de transformacéo € de um
plasmideo Ri de A. rhizogenes.

4. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a transformacdo mediada por bactéria é transforma-
¢ao mediada por Agrobacterium.

5. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a transformacdo mediada por bactéria é transforma-
¢édo mediada por Rhizobia.

6. Método de acordo com a reivindicacdo 5, caracterizado
pelo fato de que a transformac¢do mediada por Rhizobia é transforma-
cao mediada por Agrobacterium, Rhizobium, Sinorhizobium, Mesorhi-

zobium ou Bradyrhizobium.
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7. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a célula de planta é de uma planta selecionada do
grupo consistindo em soja, milho, algodao, canola, arroz, trigo, alfafa,
feifjdo comum, amendoim, tabaco, girassol, cevada, beterraba, bréco-
lis, repolho, cenoura, couve-flor, aipo, repolho Chinés, pepino, berinje-
la, alho-poré, alface, meldo, aveia, cebola, ervilha, pimenta, amen-
doim, batata, abdbora, rabanete, sorgo, espinafre, abobora de inverno,
beterraba, tomate e melancia.

8. Método de acordo com a reivindicac¢do 1, caracterizado
pelo fato de que a célula de planta é uma célula de milho ou soja.

9. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a regido da borda do T-DNA compreende de a partir
de 1 a cerca de 18 codpias da dita sequéncia intensificadora de trans-
formacéao.

10. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda a etapa de:

a) regeneracao de uma planta transgénica a partir da dita
célula de planta.

11. Construcdo de DNA recombinante, caracterizada pelo
fato de que compreende uma sequéncia de borda de T-DNA, opera-
velmente ligada a uma sequéncia intensificadora de transformacéo
gue compreende duas ou mais copias de uma sequéncia selecionada
do grupo consistindo em SEQ ID NO:6, uma sequéncia complementar
a SEQ ID NO:6, e combina¢des das mesmas.

12. Construcao de acordo com a reivindicacao 11, caracte-
rizada pelo fato de que a sequéncia intensificadora compreende pelo
menos cerca de quatro cépias da dita sequéncia.

13. Construcao de acordo com a reivindicacao 11, caracte-
rizada pelo fato de que a sequéncia de borda é uma sequéncia de
borda da direita (RB).
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14. Construcao de acordo com a reivindicagao 11, caracte-
rizada pelo fato de que a sequéncia de borda é uma sequéncia de
borda da esquerda (LB).

15. Construcao de acordo com a reivindicagao 11, caracte-
rizada pelo fato de que a construcédo compreende SEQ ID NO:11.

16. Construcao de acordo com a reivindicagao 11, caracte-
rizada pelo fato de que esta inserida no genoma de uma planta, célula
de planta ou semente.

17. Construcao de acordo com a reivindicagao 16, caracte-
rizada pelo fato de que a planta, célula de planta ou semente é de uma
planta selecionada do grupo consistindo em soja, milho, algodéao, ca-
nola, arroz, trigo, alfafa, feijjado comum, amendoim, tabaco, girassol,
cevada, beterraba, brécolis, repolho, cenoura, couve-flor, aipo, repolho
Chinés, pepino, berinjela, alho-poro, alface, meldo, aveia, cebola, ervi-
lha, pimenta, amendoim, batata, abébora, rabanete, sorgo, espinafre,
abobora de inverno, beterraba, tomate e melancia.

18. Célula bacteriana transgénica, caracterizada pelo fato
de que é transformada com a construgcdo como definido na reivindica-
cao 11.

19. Célula de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizada
pelo fato de que é uma célula de Agrobacterium.

20. Célula de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizada

pelo fato de que é uma célula de Rhizobium
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B-AGRtu.Borda da direita-1;2:21
1 ACZ:2:12578
E-AGRrh.18X TSS-1:2:
-FMV.35S-1:1:3
B-AGRtu.Borda direita-1:2:
-Ph.DnaK-1:1:3
T-Ec.aadA-SPC/STR-1:1:
TS-At.ShkG-CTP2-1:1:1
CR-Ec.aadA-SPC/STR-1:1:

P-Ec.aadA-SPC/STR-1:1: i
CR-AGRtu.aroA-CP4.nno-1:1:1

OR-Ec.ori-ColE1-1:1:1

PMONB87464 T-Ps.RbcS2-E9-1:1:3
TSS(83902+18TSS) LACZ:1:215
CR-Ec.rop-1:1:3 de soja 11574 pb

P-CaMV.35S-enh-1:1:9

CR-Ec.uidA-1:1:14
I-St.LS1-1:1:1

OR-Ec.oriV-RK2-0:1:6 GUS:1:1:19

B-AGRtu.Borda da esquerda-1:1:5.
LACZ:1:138
LACZ:2:12727.

T-AGRtu.nos-1:1:13

FIG. 2
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B-AGRtu.Borda direita-1:2:20

E-AGRtu.sobrestimulagao 4x-1:2:1
B-AGRtu.Borda da direita-1:2:21

T-Ec.aadA-SPC/STR-1:1:1
R-Ec.aadA-SPC/STR-1:1:3
P-Ec.aadA-SPC/STR-1:1:1

T-AGRtu.Terminador NOS 3’-0:1:
CR-Ec.nptll-Tn5-1:1:3

P-CaMV.35S-1:1:6 OR-Ec.ori-ColE1-1:1:1

T-Ps.RbcS2-E9-1:1:8
CR-Ec.rop-1:1:3

CR-Ec.uidA-1:1:15

B-AGRtu.Borda da esquerda-1:1:5 1-St.L.S1-0:1:2

S65T GFP : 1:1:12723

LACZ:1:340
LACZ:1:414 -Zm.DnaK-1:1:1
P.CaMV.25S-realg.-0:1:2
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(A) RB de Nopalina+Sobrestimulagao 1x
AGGATTTTTCGGCGCTGCGCTACGTCCGCGACCGCGTTGAGGGATCAA
GCCACAGCAGCCCACTCGACCTTCTAGCCGACCCAGACGAGCCAAGGGATCTT
TTTGGAATGCTGCTCCGTCGTCAGGCTTTCCGACGTTTGGGTGGTTGAACAGAA
GTCATTATCGCACGGAATGCCAAGCACTCCCGAGGGGAACCCTGTGGTTGGCA
TGCACATACAAATGGACGAACGGATAAACCTTTTCACGCCCTTTTAAATATCCGA
TTATTCTAATAAACGCTCTTTcaaacaaacatacacagcgacttattcacaTCTCTTAGGTTT
ACCCGCCAATATATCCTGTCA AACACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACG
ACAATCT

(B) RB de Nopalina+Sobrestimulagao 4x

AGGATTTTTCGGCGCTGCGCTACGTCCGCgACCGCGTTGAGGGATCAAG
CCACAGCAGCCCACTCGACCITCTAGCCGACCCAGACGAGCCAAGGGATCTTTT
TGGAATGCTGCTCCGTCGTCAGGCTTTCCGACGTTTGGGTGGTTGAACAGAAG
TCATTATCGcACGGAATGCCAAGCACTCCCGAGGGGAACCCTGTGGTTGGCAT
GCACATACAAATGGACGAACGGATAAACCTTTTCACGCCCTTTTAAATATCCGaT
TATTCTAATAAACGCTCTTTGAATTCGCCCTTcaaacaaacatacacagcgacttattcaca
caaacaaacatacacagcgacttattcacacaaacaaacatacacagcgacttattcacacaaacaaacat
acacagcgacttattcacaAAGGGCGAATTCTCTTAGGTTTACCCGCCAATATATCCTG
TCAAACACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAATCT

() RB de Nopalina+TSS 18x

AGGATTTTTCGGCGGCGCTACGTCCGCgACCGCGTTGAGGGATCAAGCC
ACAGCAGCCCACTCGACCITCTAGCCGACCCAGACGAGCCAAGGGATCTTTTTG
GAATGCTGCTCCGTCGTCAGGCTTTCCGACGTTTGGGTGGTTGAACAGAAGTC
ATTATCGcACGGAATGCCAAGCACTCCCGAGGGGAACCCTGTGGTTGGCATGC
ACATACAAATGGACGAACGGATAAACCTTTTCACGCCCTTTTAAATATCCGaTTA
TTCTAATAAACGCTCTTTGAATTCGCCCTTctgacgaactgacgaactgacgaactgacgaa
ctgacgaactgacgaactgacgaactgacgaactgacgaactgacgaactgacgaactgacgaactgac
gaactgacgaactgacgaactgacgaactgacgaactgacgaaGGGCGAATTCTCTTAGGTTT
ACCCGCCAATATATCCTGTCA AACACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACG
ACAATCT

FIG. 4
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