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(57) Resumo: POLINUCLEOTIDEO ISOLADO, METODO PARA
OBTENGCAQ DE UMA CELULA TRANSFOPMADA, METODO PARA
OBTENCAO DE UMA PLANTA TRANSFOPMADA, METODO DE
PRODUCAO DE RECOMBINACAO DE DNA DE SITIO ESPECIFICO,
BIBLIOTECA ISOLADA, METODO DE GERAGCAO DE BIBLIOTECA
DE MOLECULAS E METODO PARA SELECIONAR SIiTIO DE
RECOMBINAGCAO FRT MODIFICADO. A presente invengéo refere-se
a métodos e composi¢bes que utilizam populagdes de sitios de
recombinagédo FRT modificados, randomizados, para identificar, isolar
e/ou caracterizar sitios de recombinagdo FRT modificados. Os sitios
de recombinagdo FRT modificados recombinogénicos podem ser
empregados em uma variedade de métodos para a recombinagao
direcionada de polinucleotideos de interesse, incluindo métodos para
recombinar polinucleotideos, avaliar a atividade do promotor,
selecionar diretamente organismos transformados, minimizar ou
eliminar a expresséao resultante de integragédo randémica no genoma
de um organismo, tal como uma planta, excisar polinucleotideos de
interesse, combinar cassetes de transferéncia multipla, inverter ou
remover um polinucleotideo, e identificar e/ou caracterizar regides de
regulagéo transcricional. Adicionalmente, é provido um método para
obten¢do de uma célula transformada compreendendo a
transformag¢éo da célula com um polinucleotideo e o cultivo da dita
célula sob ccndi¢des de crescimento, além de um metodo de obtengéo
de uma planta transformada compreendendo a transformagao de uma
célula e a regeneragéo da planra transformada.
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POLINUCLEOTIDEO ISOLADO, METODO PARA OBTENCAO DE UMA CELULA
TRANSFORMADA, METODO PARA OBTENGAO DE: 'UMA PLANTA
TRANSFORMADA, METODO DE PRODUGAO DE RECOMBINAGAO DE ﬁNAADE
siTIO ESPECiFICO, BIBLIOTECA ISOLADA, METODO DE GERAGAO DE
BIBLIOTECA DE MOLECULAS E METODO PARA SELECIONAR SITIO DE

RECOMBINAGAO FRT MODIFICADO

CAMPO DA INVENCAO

A invencdo estad relacionada a sistemas de recombinagdo

sitio-especificos e métodos de uso.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A insercdo randdémica de DNA introduzido no genoma de
uma célula hospedeira pode ser letal se o DNA estrangeiro
introduza em, e dessa - forma mutar, um  gene nativo
criticamente importante. Além disso, mesmo se um evento de‘
insercdo randdmica ndo provoca o funcionamehto de um gene
de uma célula hospedeira, a expreéséo de uma seqiiéncia de
nucleotideos estrangeira inserida pode ser influenciada por
efeitos de posicgao causados'peloiDNA gendmico ao redor. Em
alguns casos, a sequéncia de nucleotideos é inserida em um
sitio onde o efeito de posicdo é forte o suficiente para
suprimir a fungéo ou regulacao da seqliéncia de nucleotideos
introduzida. ° Em outras instadncias, a sobreprodugdao do

produto génico possui efeitos deletérios em uma célula.

Por. exemplo, em plantas, efeitos de posigdo podem

resultar em agronomia reduzida, custos adicioconais para
pesquisa adicional, criagdo de eventos . transgénicos
adicionais, e tempo mais lento para o produto. Por essas

razdes, métodos eficientes s&o necessarios para direcionar

a 1insercdo de segiiéncias de nucleotideos .no genoma de
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vadrios -organismos, tais como, plantas, em posicdes

"cromossdémicas que permitem a fungdo desejada da segiéncia

de interesse.

SUMARIO DA INVENCAO

Sdo providos métodos e composig¢des usando populagdes

de sitios de recombinacdo FRT randomizados modificados para

identificar, isolar e/ou caracterizar sitios de

recombinacdo FRT modificados. Os sitios de recombinacgdo
FRT modificados recombinogénicos podem ser emprégados em
uma vériedade de métodos' para recombinacdo direcionada dé
polinucleotideos de interesse, incluindo métodos para
recombinar polinucleotideos, avaliar atividade promotora,
selecionar diretamente organismos transfofmados, minimizar
ou eliminar expressdo resultante de-integragdo randdémica no
genoma de um ‘organiSmo, tal como uma planta, remover
pblinucieotideos de intereSSe, combinar miltiplos cassetes
de transferéncia, 1inverter ou excisar um polinucleotideo, e
identificar e/ou caracterizar regides de regulacgao

transcricionais, sdo também providos.

Adicionalmente, é provido um método para  obtengdo de
uma célula transformada compreendendo a transformagéo» da

célula com um polinucleotideo e o cultivo da dita célula

- sob condicdes de crescimento, além de um método de obtencdo

de uma planta transformada compreendendo a transformacao de

uma célula e a regenerac¢do da planta transformada.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

Métodos e composicdes usando sitios de recombinagao
FRT modificados incluém, mas ndo sao - limitados aos

seguintes:
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1. Método para selecionar a recombinogénico sitio de

recombinacdo FRT modificado compreendendo:

prover umé primeira populagdo de plasmidios,
caracterizeda pelo fato de que cada plasmidio em
dita primeira populagdo compreende um primeiro
marcador de selegéo comum; e, cada plasmidio em
dita primeira populagdo compreende um membro de

uma populacdo de sitios de recombinagdo FRT

modificados;

prover uma segunda populagado -de plasmidios
caracterizada pelo fato de que cada plasmidio em
dita segunda populagdo compreende um segundo
marcador de selecdo comum, caracterizado pelo
fato de que dito primeiro e dito segundo
marcadores de selecdo sdo distintos; e, cada
plasmidio em dita segunda populagao compreende uﬁ“
membro da populacdo de sitios de recombinagdo FRT

modificados;

combinar dita primeira populagdo de plasmidios
com dita segunda populacdo de plasmidios na
presenga de uma FLP recombinase sob condig¢des
onde a recombinagao sitio—especifica possa

ocorrer; e,
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d) selecionar um plasmidio co-integrante
compreendendo © primeiro e o segundo marcador de
selecdo, dito plasmidio co-integrante
compreendendo o sitio de recombinagao FRT

modificado.

2. Método de acordo com a:reivindicagéo 1, caracterizado
pelo fato de que cada membro de dita populacdo de sitios de
recombinacdo FRT modificados randomizados compreende uma
regido de espagamento compreendendo pelo menos uma

alteracdo de nucleotideo em SEQ ID NO:43.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que dita primeira e dita segunda populagdo de

plasmidios sdo combinadas na presenga da FLP recombinase.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que dito plasmidio co-integrante compreende a

sitio de recombinacdo FRT modificado funcional.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 1, compreendendo,

ainda, isolar o plasmidio co-integrante.

6. Método de acordo com a reivindicagédo 1, compreendendo
ainda caracterizar o sitio de recombinag¢do FRT modificado

de dito plasmidio co-integrante.

’
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7. Método de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado
pelo fato de que caracterizar o sitio de recombinagdo FRT

modificado compreende determinar a eficiéncia de excisao.

8. Método de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado
pelo fato de que caracterizar o sitio de recombinagao FRT
modificado compreende determinar a especificidade de

recombinacgao.

9. Método de acordo com a reivindicacdo 6, caracterizado
pelo fato de que caracterizar os sitios de recombinag¢ao FRT
modificados compreende seqgiienciar o sitio de recombinagéo

FRT modificado do plasmidio co-integrante.

10. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que pelo menos um de dito primeiro ou dito
segundo marcadores de selegdo ¢é selecionado do grupo

consistindo de ampicilina e espectinomicina.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que dita primeira populagdo de plasmidios e
dita segunda populacgdo de plasmidios sao combinadas em uma

razdo eqiimolar.

12. Uma biblioteca isolada compreendendo uma populagdo de
plasmidios, caracterizada pelo fato de que cada plasmidio
em dita populacdo compreende um marcador de selecao comum;

e, cada plasmidio em dita populagéé compreende um membro de

uma populacdo ‘de sitios de recombinagao FRT modificados,
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caracterizado pelo fato de que dita populacao de plasmidios
compreende pelo menos cerca de 5 membros distintos da

populagédo de plasmidios.

13. Biblioteca isolada de acordo com a reivindicagdo 12,
caracterizada pelo fato de gque cada membro de dita
populagdo de sitios de .recombinagéo FRT modificados
compreende uma regido de espagamento compreendendo pelo

menos uma alteracdo de nucleotideo em SEQ ID NO:43.

14. Biblioteca isolada de acordo com a reivindicagéao 12 ou
13, caracterizada pelo fato de que ditos sitios de
recombpinacao FRT modificados de dita .populagdo sao

recombinogénicos.

15. Biblioteca isolada de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 12 a 14, caracterizada pelo fato de que o©
marcador de selegdo € selecionado do grupo consistindo de

ampicilina e espectinomicina.

16. Biblioteca isolada de acordo com gqualquer uma das
reivindicacdes 12 a 15, caracterizada pelo fato de que dita
populagdo de plasmidios compreende pelo menos cercé de 100

membros distintos da populagao de plasmidiocs.

17. Biblioteca isolada de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 12 a 15, caracterizada pelo fato de que dita
populagdo de plasmidios compreende pelo menos um sitio FRT

recombinogénico modificado compreendendo uma regido de
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espacamento selecionada do grupo consistindo de SEQ ID
NOS:1, 2, 3, 5, 6, 1, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

e 18.

18. -Biblioteca isolada de acordo com a reivindicacgédo 17,
caracterizadalpelo fato de que dita populagdo de plasmidios
compreende pelo menos um sitio FRT recombinogénico
modificado selecionado do grupo consistindo de SEQ 1ID
NO:21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,

36, 37, ou 38.
19. Um kit compreendendo

a) uma primeira populagao de "plasmidios,
caracterizada pelo fato de que cada plasmidio em
dita primeira populagado compreende um primeiro
marcador de selegao comum; &, cada plasmidio em
dita primeira populagéao compreende um membro de

o .

uma populagdo de sitios de recombinacdo FRT

modificados; e,

b) uma segunda populagao de plasmidios,
caracterizada pelo fato de que cada plasmidio em
dita segunda populagao compreende um segundo
marcador de selegao comum, caracterizado pelo
fato de que dito primeiro e dito segundo
marcadores de selecdo sdo distintos; e, cada

plasmidio em dita segunda populacao compreende um
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membro da populacdo de sitios de recombinag¢do FRT

modificados.

20. O kit de acordo com a reivindicacdo 19, caracterizado
pelo fato de que dito kit compreende ainda uma FLP
recombinase ou um polinucleotideo codificando dita FLP

recompbinase.

21. O kit de acordo com a reivindicacdo 20, caracterizado
pelo fato de que dito kit compreende O polinucleotideo
codificando um variante biologicaménte ativo da FLP
recombinase ou um fragmento biologicamente ativo da FLP

recombinase.

22. Kit de acordo com qualquer uma.das reivindicagdes 19 a
21, caracterizado pelo fato de que pelo menos um membro de
dita primeira populagdo, ou dita segunda populagao de
sitios de recombinacido FRT modificados, ou ambas populacgédes

compreende

a) uma regido de espagamento compreendendo pelo
menos uma alteragdo de nucleotideo em SEQ 1ID

NO:43; e

b) uma regido de espagamento selecionada do grupo
consistindo de SEQ 1ID NOS:l, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, ou 21, 22,
23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,

36, 37, ou 38.
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23. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 19 a
22, caracterizado pelo fato de que cada membro de dita
primeira e dita segunda populagao de sitio de recombinagdo

FRT modificado é recombinogénico.

24. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 19 a
22, caracterizado pelo fato de que pelo menos um de dito
primeiro ou dito segundo marcador de selecdo é selecionado

do grupo consistindo de ampicilina e espectinomicina.

25. Método para gerar uma biblioteca de moléculas

compreendendo:

a) prover uma populacdo de sitios de recombinagao

FRT modificados; e,

b) promover o contato de dita populagdo de sitios de
recombinacdo FRT modificados com uma populacgéao dé'
plasmidios tendo um marcador de selecdo comum sob
condicdes para a insergdo de dita populagdo de:
sitios de recombinacdo FRT modificados em dita
populagdo de plasmidios, de forma que cada dos
plasmidios de dita populagéo compreende um unico
membro da populagdo de sitios de recombinagao FRT
modificados, pelo qual uma biblioteca de

moléculas é gerada.
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26. Método de acordo com a reivindicacdo 25, caracterizado
pelo fato de que cada membro de dita populagéo de sitios de
recombinacdo FRT modificados compreende uma regido de
espacamento compreendendo pelo menos uma alteracdo de

nucleotideo em SEQ ID NO:43.

27. Um polinucleotideo isolado compreendendo uma seqiéncia
de nucleotideos compreendéndo pelo menos um sitio de
recombinacdo FRT modificado funcional, .dito sitio de
recombinacdo FRT modificado funcional compreendendo uma
regido de espagamento seqiiéncia selecionada do grupo
consistindo de SEQ ID NOS:1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12; 13, 14, 15, 16, 17, e 18.

28. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagéao

27, caracterizado pelo fato de que dito sitio de

_recombinacdo FRT modificado funcional compreende SEQ 1ID

NO:21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, ou 38 ou um variante funcional dessas,
caracterizado pelo fato de que dito variante funcional ¢

substancialmente idéntico a SEQ ID NO:21, 22, 23, 25, 2o,

27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou 38.

29. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicacéo
28, caracterizado pelo fato de que dito sitio de
recombinagdo FRT modificado funcional compreende SEQ 1ID
NO:21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, ou 38.
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30. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicacgéo

27, 28 ou 29, caracterizado pelo fato de que dito

polinucleotideo compreende um segundo sitio de
recombinag¢ado.
31. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagdo

30, caracterizado pelo fato de que dito segundo sitio de
recombinacdo é selecionado do grupo consistindo de um sitio
FRT, um sitio FRT mutante, um sitio LOX, ou um sitio LOX

mutante.

32. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagéo
31; caracterizado pelolfato de que dito segundo sitio de
recombinacdo é selecionado do grupo consistindo de SEQ 1ID
NO:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le,
17,‘18, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, ou 38.

33. Polinucleotideo isolado de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 30 a 32, caracterizado pelo fato de que dito

‘segundo sitio de recombinacdo €& dissimilar e nao

recombinogénico com respeito ao sitio de recombinagdo FRT

modificado funcional.

34. Polinucleotideo isolado de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 30 a 32, caracterizado pelo fato de que dito
sitio de recombinacdo FRT modificado funcional e dito
segundo sitio de recombinagdc sdo sitios de recombinacdo

correspondentes.
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35. Célula compreendendo o polinucleotideo como definido

em qualquer uma das reivindicag¢des 27 a 34.

36. Célula de acordo com a reivindicac¢d&o 35, caracterizada

pelo fato de que dita célula é de uma planta.

37. Célula de acordo com a reivindicacdo 35 ou 36,
caracterizada pelo fato de que o polinucleotideo ¢&

estavelmente integrado no genoma de dita célula.
38. Célula de acordo com a reivindicacdo 36, caracterizada
pelo fato der que dita célula é de uma planta

monocotileddnea.

39. Célula de acordo com a reivindicagdo 38, caracterizada

- pelo fato de que dita célula de planta monocotiledonea é de

milho, cevada, milhete, trigo, sorgo, centeio, ou arroz.

40. Célula de acordo com a reivindicacdo 36, caracterizada
pelo fato de que dita célula vegetal €& de uma planta

dicotileddnea.

41. Célula de acordo com a reivindicacdo 40, caracterizada
pelo fato de que dita célula de planta dicotileddénea & de
soja, canola, alfafa, girassol, cértamo, tabaco,

Arabidopsis, ou algodéo.
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42. Planta compreendendo uma célula como definida em

qualquer uma das reivindicag¢des 36 a 41.

43. Sementes tendo integrado estavelmente em seu genoma o
polinucleotideo como definido em qualquer uma das

reivindicacgdes 27 a 34.

44. Célula de acordo com qudlquer uma das reivindicacgdes
35 a 42, caracterizada pelo fato de que dita célula possui,
ainda, estavelmente incorporado em seu genoma um

polinucleotideo codificando uma FLP recombinase.

45. Célula de acordo com a reivindicagéo 44, caracterizada
pelo fato de que dito polinucleotideo codifica um variante

biologicamente ativo da FLP recombinase.

46. Método para determinar a eficiéncia relativa de
excisdo de recombinagcido de um primeiro e um segundo sitio

de recombinacdo FRT compreendendo:

a) prover um polinucleotideo compreendendo o)
‘primeiro e o segundo sitio de recombinacgdo FRT,
caracterizado pelo fato de que a seqliéncia de
espacamento de dito primeiro ou dito segundo
sitio de recombinagéo FRT é selecionada do grupo
consistindo de SEQ ID NOS:1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, e 18;
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b) prover uma FLP recombinase sob condig¢des, de
forma que dita FLP recombinase implemente um

evento de excisdo mediada por recombinase; e,

c) determinar a eficiéncia de excisdo de dito
primeiro e dito segundo sitio de recombinacado-
FRT relativa a uma reacdo controle, caracterizado
pelo fato‘de'que.a reagdo controle é feita sob
condigbes idénticas usando sitios de recombinacgédo
FRT do tipo selvagem como o primeiro e o segundo

sitios de recombinacdo FRT.

47. Método de acordo com a reivindicacdo 46, caracterizado
pelo fato de que dito primeiro e dito segundo sitios de
recombinacéao FRT sdo sitios de recombinacéo

correspondentes.

48. Método para identificar sitios de recombinacgdo

dissimilares e n&o recombinogénicos compreendendo:

a) prover um primeiro sitio de recombinacdo FRT,
caracterizado pelo fato de que a segliéncia de
espacamento &€ selecionada do grupo consistindo de
SEQ ID NOS:1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, el8;

b) prover um segundo sitio de recombinacdo FRT

dissimilar;
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c) prover uma FLP recombinase sob condigéés, de
forma que dita FLP recombinase implemente um

evento de recombinacgao; e,

d) testar um evento de recombinag¢do para, dessa
forma, determinar se o primeiro e o segundo

sitios de recombinacdo sdo nd&o recombinogénicos.

49. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
46 a 48, caracterizado pelo fato de que dito primeiro sitio
de recombinagéo FRT compreende SEQ ID NO:21, 22, 23, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 ou um
variante funcional deséas, caracterizado pelo fato de que
dito variante funcional é substancialmente idéntico a SEQ
ID NO:21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, ou 38.

50. Método de acordo com a reivindicacd&o 49, caracterizado
pelo fato de que dito primeiro sitio de recombinagédo FRT'
compreende SEQ ID NO:21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou 38.

51. Método de acordo com gqualquer uma das reivindicagéés
46 a 48, caracterizado pelo fato de que dito método ocorre

in vivo.

‘52 . Método de acordo com a reivindicacdo 51, caracterizado

pelo fato de que prover ou mais ditos primeiros sitios FRT

ou ditos segundos sitios FRT compreende transformagédo.
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53. Método para produzir recombinacao sitio especifica de

DNA compreendendo:

a)

prover um primeiro fragmento de DNA compreendendo
um primeiro sitio de recombinagao sitio-
especifico, caracterizado pelo fato de que O
primeiro sitio de recombinagéo sitio-especifico
compreende um polinucleotideo que ¢ selecionado

do grupo consistindo de:

i) um sitio de recombinagdo FRT tendo uma
regido de espagamento selecionado do grupo
consistindo de SEQ ID NOS:1, 2, 3, 5, 6, 7,
g, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, le, 17, e 18;

e

ii) um sitio de recombinagao FRT selecionado do
grupo consistindo de SEQ ID NOS: 21, 22, 23,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, e 38;

prover um segundo fragmento de DNA compreendendo
um segundo sitio de recombinagao sitio-especifico
o qual é recombinogénico com O primeiro sitio de

recombinacdo sitio-especifco; e,

prover uma recombinase sitio-especifica que

catalisa uma recombinacdo sitio-especifica entre

. P
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o primeiro e o segundo sitios de recombinagdo

sitio-especificos.

54. Método de acordo com a reivindicacdo 53, caracterizado
pelo fato de que o primeiro fragmento de DNA e o segundo
fragmento de DNA sdo providos em uma uUnice molécula de

polinucleotideo.

55. Método de acordo com a reivindicacd&o 53 ou 54,
caracterizado pelo fato de que o primeiro sitio de
recombinagéo sitio-especifico e o segundo sitio de

recombinacdo sitio-especifico sdo sitios correspondentes.

56. Método de acordo com a reivindicac&o 53 ou 54,
caracterizado pelo fato de que o primeiro sitio de
recombinacdo sitio-especifico e o segundo sitio de

recombinacdo sitio-especifico sdo sitios dissimilares.

57. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
53 a 56, caracterizado pelo fato de que o primeiro sitio de
recombinacdo sitio-especifico e o segundo sitio de
recombinacdo sitio-especifico sdo diretamente orientados,

relativo um ao outro.

58. Método de acordo com a reivindicacdo 57, caracterizado
pelo fato de que o primeiro e o segunco sitios de
recombinacido sitio-especificos flanqueiam um primeiro

polinucleotideo de interesse, pelo quéi prover a
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recombinase sitio-especifica excisa o) primeiro

polinucleotideo de interesse.

59. Método de acordo com a reivindicagdo 58, caracterizado
pelo fato de que a excisdo do primeiro polinucleotideo de
interesse ativa a expressdo de um seégundo polinucleotideo

de interesse.

60. Método de acordo com qualguer uma das reivindicagdes
54 a 56, caracterizado pelo fato de que o primeiro sitio de
recombinacdo sitio-especifico e o segundo sitio de
recombinacdo sitio-especifico estdo em orientagdo oposta

relativos um ao outro.

61. Método de acordo com a reivindicagdo 60, caracterizado
pelo fato de gque o primeiro e o segundo sitios de
recombinagdo sitio-especificos flanqueiam um primeiro
polinucleotideo de interesse, pelo qual prover a
recombinase sitio-especifica inverte o primeiro

polinucleotideo de interesse.

62. Método de acordo com a reivindicagdo 61, caracterizado
pelo fato de que a inversdo do primeiro polinucleotideo de
interesse ativa a expressdo do primeiro polinucleotideo de

interesse.

63. Método de acordo com a reivindicacdo 61, caracterizado

pelo fato de que a inversdo do primeiro polinucleotideo de
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interesse ativa a expressdo de um segundo polinucleotideo

de interesse.

64. Método de acordo com a reivindicagao 53, caracterizado
pelo fato de que © primeiro fragmento de DNA é provido em
um primeiro polinucleotideo e o segundo fragmento de DNA é

provido em um segundo polinucleotideo'separado.

65. Método de acordo com a reivindicagdo 64, caracterizado
pelo fato de que O segundo polinucleotideo é uma molécula

circular.

66. Método de acordo com a reivindicacdo 64 ou 65,
caracterizado pelo fato de que o segundo polinucleotideo

compreende, ainda, um polinucleotideo de interesse.

67. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
53 a 66, caracterizado pelo fato de que © segundo sitio de
recombinacdo sitio-especifico ¢ um sitio de recombinaqéb'
FRT modificado compreendendo um polinucleotideo selecionado
do grupo consistindo de SEQ ID NOS:1, 2, 3, 4, 5, 6, 1, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, e 38.

68. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
53 a 67, caracterizado pelo fato de que a recompinagao

sitio-especifica ocorre in vivo.
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69. Método de acordo com a reivindicacao 68, caracterizado
pelo fato de que a recombinacdo sitio-especifica ocorre em

uma célula eucarionte.

70. Método de acordo com a reivindicacgao 69, caracterizédo

pelo fato de que a célula eucarionte & uma célula vegetal.

71. Método de acordo com a reivindicagao 70, caracterizado
pelo fato de que . a célula vegetal é de uma planta
selecionada do grupo consistindo de milho, arroz, trigo,
cevada, milhete, sorgo, centeio, soja, alfafa, canola,

Arabidopsis, tabaco, girassol, algodao, e cartamo.

72. Método para direcionar a insercgao de um

polinucleotideo de interesse a um sitio alvo compreendendo:

a) brover o sitio alvo compreendendo um. primeiro
sitio de recombinac¢do funcional compreendendo uma
seqgiiéncia de espacamento selecionada do grupé’
consistindo de SEQ ID NOS:1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, e 18;

b) prover um cassete de transferéncia compreendendo
um segundo sitio de recombinacdo funcional e dito
polinucleotideo de interesse, caracterizado pelo
fato de que dito primeiro e dito segundo sitios
de recombinacdo sdo recombinogénicos com respeito

um ao outro; e,
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prover uma recombinase caracterizada pelo fato de
que dita recombinase reconhece e implementa
recombinacdo no primeiro e no segundo sitios de
recombinacdo, e o polinucleotideo de interesse é

inserido no sitio alvo.

73. Método para direcionar a insergao de um

polinucleotideo de interesse a um sitio alvo, dito método

compreendendo:

a)

prover o sitio alvo compreendendo um primeiro e
um segundo sitio de recombinagao funcional,
caracterizado pelo fato de gque dito primeiro e
dito segundo sitios de recombinagao sao
dissimilares e ndo recombinogénicos com respeito
um ao outro; e pelo menos um de ditQ'primeiro e
dito segundo sitios de recombinagao compreende
uma seqiéncia de espagamento selecionada do grupo
consistindo de SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8,

9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, e 18;

prover um cassete de transferéncia compreendendo
o polinucleotideo de interesse, caracterizado
pelo fato de que dito polinucleotideo de
interesse é& flanqueado por dito primeiro e dito

segundo sitios de recombinagao, e,

prover uma recombinase, caracterizada pelo fato

de dque dita recombinase reconhece e implementa
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recombinacdo no primeiro e no segundo sitios de
recombinacdo, € O polinucleotideo de interesse ¢é

inserido no sitio alvo.

74. Método de acordo com a reivindicacdo 73, caracterizado
pelo fato de que dito sitio alvo compreende um segundo
polinucleotideo de interesse flanqueado por dito primeiro e

dito segundo sitios de recombinacgao.

75. Método para avaliar a atividade promotora em uma

célula compreendendo:

a) prover a célula tendo em seu genoma um sitio alvo
compreendendo um primeiro e um segundo sitios de
recombinacdo funcionais, caracterizado pelo fato
de que dito priméiro e dito segundc sitios de
recombinagéao séo dissimilares e nao
recombinogénicos, e pelo menos um de dito
primeiro e dito segundo sitios de recombinagdo
compreende uma seqiiéncia de espacgamento
selecionada do grupo consistindo de SEQ ID NOS:
1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, e 18; e,

) prover a dita célula um cassete de transferéncia
compreendendo um promotor operacionalmente ligado
a um polinucleotideo compreendendo um marcador de

selecao, caracterizado pelo fato de que “dito



10

15

20

25

23/180

cassete de transferéncia ¢é flanqueado pelo

primeiro e pelo segundo sitios de recombinacgao,

prover uma recombinase, caracterizado pelo fato
de que dita recombinase reconhece e implementa
recombinacdo no primeirc e no segundo sitios de
recombinacgao, pelo quél dito cassete de

transferéncia é integrado ao sitio alvo; e,

monitorar a expressdo do marcador de selecdo para

avaliar a atividade promotora.

76. Método para selecionar diretamente uma célula

transformada, dito método compreencendo:

prover uma pbpulagéo de células compreendendo um
polinucleotideo compreendendo, na seguinte ordem,
um promotor operacionalmente ligado a um sitio
alvo, caracterizado pelo fato de que o sitio alvo
compreende um primeiro sitio de recombinagcdo e um
sequndo sitio de recombinacdo, dito primeiro e
dito segundo sitios de recombinag¢ao sao
dissimilares e ndo recombinogénicos com respeito
um ao outro, e pelo menos um de dito primeiro e
dito segundo sitios de recombinagao compreende
uma seqiiéncia de espagamento selecionada do grupo
consistindo de SEQ ID NOS:1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9,

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, e 18;
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b) introduzir em <dita populagdo de células um
cassete de ~transferéncia compreendendo, na
seguinte ordem, o primeiro sitio de recombinacgao,
um polinucleotideo codificando um gene marcador
de selecdo ndo operacionalmente ligado a um

promotor, e o segundo sitio de recombinagao;

c) prover uma recombinase, caracterizado pelo fato
de que dita recombinase reconhece e implementa
recombinacdo no primeiro e no segundo sitios de

recombinacao; e,

d) cultivar dita populacdo de células em um agente
seletivo apropriado para selecionar diretamente a

célula expressando o marcador de selecgdo..

77. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagées
72 a 76, caracterizado pelo fato de que dito sitio alvo &

estavelmente incorporado no genoma de uma célula.

78. Método para minimizar ou eliminar a expressio.
resultante de integracdo randdmica de uma molécula de acido
nucléico de interesse em um genoma de uma célula

compreendendo:

a) prover a célula tendo estavelmente incorporado em
seu genoma um polinucleotideo compreendendo, na
seguinte ordem: um promotor ativo em dita célula

operacionalmente ligado a um sitio ATG de inicio
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de traducdo operacionalmente ligado a um sitio
alvo compreendendo um primeiro e um segundo sitio
de recombinacdo funcional, caiacterizado pelo
fato de que dito primeiro e dito segundo sitios
de recombinacé&o sao dissimilares e nao
recombinogénicos, e pelo menos um de dito
primeiro e dito segundo sitios de recombinagao
compreende uma seqgliéncia de espacamento
selecionada do grupo consistindo de SEQ ID NOS:
1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, e 18; ' |

prover a dita célula um cassete de transferéncia
compreendendo, na seguinte ordem: o primeiro
sitio de recombinacdo, a molécula de acido
nucléico de interesse, e o segundo sitio de
recombinacdo, caracterizado pelo fato de que o
sitio ATG de inicio de tradugcdo da molécula de
dcido nucléico de interesse foi substituido coﬁ'

dito primeiro sitio de recombinagao; e,

prover uma recombinase, caracterizado pelo fato
de que dita recombinase reconhece e implementa
recombinacdo no primeiro e no segundo sitios de
recombinacdo, pelos gquais a molécula de A&cido
nucléico de interesse é integrada no sitio alvo
e, dessa forma, operacionalmente ligada ao
promotor e sitio de inicio de tradugédo do

polinucleotideo.
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79. Método para excisar ou inverter um polinucleotideo de

interesse em uma célula compreendendo:

prover uma célula tendo um cassete de
transferéncia compreendendo © polinucleotideo ae
interesse flanqueado por um primeiro e um segundo
sitio de recombinacdao funcional, caracterizado
pelo fato de gque dito primeiro e dito segundo
sitios :de recombinacdo sdo dissimilares e nao
recombindgénicos e éaracterizados pelo fato de
que pelo menos um de dito primeiro e dito segundo
sitios de reéombinagéo compreende uma segiiéncia
de espacamento selecionada do grupo consistindo
de SEQ ID NOS:1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,

13, 14, 15, 16, 17, e 18;

prover a dita célula um oligonucleotideo isolado
capaz de direcionar uma conversdo de nucleotided’
em um do primeiro ou do segundo sitios de
recombinacdo, de forma a criar dois sitios de

recombinacdo correspondentes; e,

prover uma recombinase, caracterizado pelo fato
de que dita recombinase que implementa
recombinag¢ao nos sitios de recombinagao
correspondentes, pelos quais o polinucleotideo de

interesse & excisado ou invertido.
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80. Método de acordo com a reivindicagdo 79, caracterizado

pelo

fato de que ditos sitios de recombinacgado

correspondentes sdo diretamente repetidos.

81. Método de acordo com a reivindicagao 79, caracterizadc

pelo

fato de que ditos sitios de recombinagéc

correspondentes sdo invertidos.

82. Método de acordo com a reivindicacdo 79, caracterizadc

pelo fato de que dito polinucleotideo de interesse é um

promotor ou codifica um polipeptideo.

83. Método para localizar sitios de integracgao preferidos

no genoma de uma célula, dito método compreendendo:

a)

introduzir em dita célula um sitio alve
compreendendo, na seguinte ordem: um primeiro
sitio de recombinacdo funcional, um promotor
ativo em dita célula operacionalmente ligado a um
polinucleotideo, e um segundo sitio de
recombinacdo funcional, caracterizado pelo fato
de que dito primeiro e dito segundo sitios de
recombinacao sdo dissimilares e naoc
recombinogénicos, e caracterizado pelo fato de
gue pelo menos um de dito primeiro e dito segundc
sitios de recombinacdo compreende uma seqiénciz
de espacamento selecionada do grupo consistinde
de SEQ ID NOS:1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 1z,
13, t4, 15, 16, 17, e 18;
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b) determinar o nivel de expressao de dito

polinucleotideo; e,

c) selecionar a célula expressando dito
polinucleotideo.
84. Método de acordo com a reivindicacgao 83,

compreendendo, ainda, introduzir na célula um cassete de
transferéncia compreendendo um polinucleotideo de interesse
flanqueado por dito primeiro e dito segundo sitios de
recombinacdo; e, prover uma recombinase, caracterizado pelo
fato de que dita récombinase reconhece. e 1implementa
recombinagao no primeiro e no segundo sitios de
recombinacdo, pelos quais o cassete de transferéncia ¢é

integrado no sitio preferido.

85. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
75 a 84, caracterizado pelo fato de que dita célula tem
estavelmente incorporado em seu genoma um polinucleotideo

codificando dita recombinase.

86. Método de acordo com gqualquer uma das reivindicagées
73 a 84, caracterizado pelo fato de que pelo menos um de
ditos sitios de recombinagao dissimilares e nao
recombinogénicos é selecionado do grupo consistindo de um
sitio FRT, um variante funcional do sitio FRT, um sitio

LOX, e um variante funcional do sitio LOX.



10.

15

20

25

29/180

87. Método de acordo com a reivindicacdo 86, caracterizado
pelo fato de que um de ditos sitios de recombinacgao
dissimilares e ndo recombinogénicos compreende um sitio FRT

ou um variante funcional do sitio FRT.

88. Método de acordo com a reivindicacdao 87, caracterizado
pelo fato de que dito variante funcional do sitio FRT é&
selecionado do grupo consiétindo de SEQ ID NO:21, 22, 23,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 40,
41, ou 42.

89. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
73 a 84, caracterizado pelo fato de que dita recombinase é

uma FLP recombinase ou uma recombinase Cre.

90. Método de acordo com a reivindicacdo 89, caracterizado
pelo fato de que a FLP recombinase ou a recombinase Cre é
codifica por um polinucleotideo tendo cddons preferenciais

de milho.

91. Método de acordo com a reivindicacdo 89, caracterizado
pelo fato de que dita recombinase compreende uma FLP

recombinase ou uma recombinase Cre.
92. Método de acordo com a reivindicacgdo 73, 74, 75, 77 ou
78, caracterizado pelo fato de que prover dito cassete de

transferéncia compreende transformac¢do.

93. Método de -acordo com a reivindicacao 73, 74, 75, 77 ou
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78, caracterizado pelo féto de que prover dito cassete de

transferéncia compreende cruzamento sexuado.

94. Método de acordo com a reivindicacgdo 72 a 79 ou 84,
caracterizado pelo fato de que prover dita recombinase

compreende transformagdo.

95. Método de acordo com a reivindicagdo 72 a 79 ou 84,
caracterizado pelo fato de que prover dito cassete de

transferéncia compreende cruzamento sexuado

96. Método de acordo com a reivindicacdo 72 a 78, 83 ou
84, caracterizado pelo fato de que pelo menos um de dito
primeiro e dito segundo sitios de recombinacdo compreende
SEQ ID NO:21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, ou 38 ou um variante funcional deséas,
caracterizado pelo fato de que dito variante funcional é.
substancialmente idéntico a SEQ ID NO:21, 22, 23, 25, 2¢,

27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou 38.

97. Método de acordo com a reivindicagdo 96, caracterizado
pelo fato de que pelo menos um de dito primeiro ou dito
segundo sitio de recombinag¢do compreende uma seqiiéncia de
nucleotideos selecionada do grupo consistindo de SEQ 1ID
NOS:21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, e 38.

98. Método para combinar maltiplos cassetes de

transferéncia compreendendo:
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prover um sitio alvo compreendendo pelo menos um
primeiro e um segundo sitio de recombinacao

funcional;

prover um primeiro cassete de transferéncia
compreendendo na seguinte ordem pelo menos o
primeiro, um terceiro, e o segundo sitios de
recombinag¢do funcionais, caracterizado pelo fato
de que o primeiro e o terceiro sitios de
recombinag¢do do primeiro cassete de transferéncia
flanqueiam um primeiro polinucleotideo de
interesse, dito primeiro, dito segundo, e dito

terceiro sitios de recombinacdo sdo dissimilares

e ndo recombinogénicos com respeito um ao outro,

e pelo menos um de dito primeiro, difo segundo,
ou dito terceiro sitios de  recombinag¢do
cémpreende uma seqiéncia de espagamento
selecionada do grupo consistindo de SEQ ID NOS:1,
2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, e 18;

prover uma primeira recombinase, caracterizado
pelo fato de que dita primeira recombinase
reconhece e implementa recombinacido no primeiro e

no segundo sitios de recombinacgdo;

prover um segundo cassete de transferéncia

compreendendo pelo menos o segundo e o terceiro
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sitios de recombinagdo, caracterizado pelo fato
de que o segundo e o terceiro sitios de
recombinag¢do do segundo cassete de transferéncia
flanqueiam um segundo polinucleotideo de

interesse; e,

e) prover uma segunda recombinase, caracterizado
pelo fato de Que dita segunda recombinase
reconhece e implementa recombinac¢do no segundo e
10 no terceiro sitios de recombinacdo, pelo qual o
primeiro e o segundo cassetes de transferéncia
sdo integrados no sitio alvo.
99. Método para combinar maltiplos cassetes de

15 transferéncia compreendendo:

a)

20

25

prover um sitio alvo compreendendo_ na seguinte
ordem pelo menos um primeiro, um segundo, e um
terceiro sitio de recombinacédo funcional;'
caracterizado pelo fato de que dito primeiro,
dito segundo, e dito terceiro sitios de
recombinacio sdo dissimilares e nao
recombinogénicos com respeito um ao outro, e pelo
menos um de dito primeiro, dito segundo, ou dito
terceiro sitios de recombinacdo compreende uma
seqiéncia de espagamento selecionada do grupo
consistindo de SEQ iD NOS: 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8,

9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, e 18;
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prover um primeiro cassete de transferéncia
compreendendo  um primeiro polinucleotideo. de
interesse flanqueado pelos primeiro e segundo

sitios de recombinagao;

prover uma primeira recombinase, caracterizado
pelo fato de que dita primeira recombinase ou
variante dessa reconhece ‘e implementa.
recombinacdo no primeiro e no segundo sitios de

recombinagao;

prover um segundo cassete de transferéncia
compreendendo  um segundo polinucleotideo de
interesse flanqueado ao menos pelo segundo e O

terceiro sitios de recombinagao; &,

prover 'uma segunda recombinase, 'caracterizado
pelo fato de que dita segunda recombinase
reconhece e implementa recombinagao no segundo e’
no terceiro sitios de recombinagdo, pelos quais ©
primeiro e o segundo cassetes de transferéncia

sdo integrados no sitio alvo.

100. Método de acordo <com a reivindicacdo 98 ou 99,

25 caracterizado pelo fato de que dito sitio alvo esta em uma

célula.

101. Método de acordo com a reivindicagao 100,

caracterizado ~ pelo fato de que dito sitio alvo &
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estavelmente incorporado no genoma da célula.

102. Método de acordo com a reivindicacdo 98 ou 99,
caracterizado pelo fato de que pelo menos um de dita
primeira, dita segunda, ou dita primeira e dita segunda

recombinase compreende uma FLP recombinase.

103. Método de acordo com a reivindicacao 102,

_caracterizado pelo fato de que dita primeira ou dita

segunda recombinase compreende, ainda, uma recombinase Cre.

104. Método de acordo com a reivindicagao 100,
caracterizado pelo 'fato de que. pelo menos um
polinucleotideo codificando pelo menos dita primeira ou
dita segunda recombinase & estavelmente incorporado no

genoma da célula.

105. Método de acordo com a reivindicacdo 97 ou 98,
caracterizado pelo fato de que pelo menos um de ditoé’
sitios de recombinacdo dissimilares e nao recombinogénicos
& selecionado do grupo consistindo de um sitio FRT, um
vériante biologicamente ativo do sitio FRT, um sitio LOX, e

um variante biologicamente ativo do sitio LOX.

106. Método de acordo com a reivindicagao 105,
caracterizado pelo fato de que um de ditos sitios de
recombinacdo dissimilares e nao recombinogénicos compreende
um sitio FRT ou um variante biologicamente ativo do sitio

FRT.
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107. Método de acordo com a reivindicacgéo 106,
caracterizado pelo fato de que dito variante biologicamente
ativo do sitio FRT é FRT 5 (SEQ ID NO:40), FRT 6 (SEQ ID

NO:41), FRT 7 (SEQ ID NO:42), ou FRT 87 (SEQ ID NO: 24) .

108. Método de acordo com a reivindicacdo 102 ou 103,
caractérizado pelo fato de que a FLP recombinase ou a
recombinase Cre é codificada por um polinucleotideo tendo

cédons preferenciais de milho.

109. Método de acordo com a reivindicagao 102,
caracterizado pelo fato de que dita primeira, dita segunda,
ou dita primeira e dita segunda recombinase compreende uma -

FLP recombinase.

110. Método de acordo com a reivindicagao 102,
caracterizado pelo fato de que dita primeira, dita segunda,
ou dita primeira e dita segunda recombinase compreende uma’

recombinase Cre.

111. Método de acordo com a reivindicagdo 98 ou 99,
caracterizado pelo fato de que prover pelo menos uma de
dita primeira ou dita segunda recombinase ~ compreende

transformacgao.

112. Método de acordo com a reivindicacdo 98 ou 99,

caracterizado pelo fato de que prover pelo menos uma de
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dita primeira ou dita segunda recombinase compreende

cruzamento sexuado.

113. Método de acordo com a reivindicacdo 98 ou 99,
caracterizado pelo fato de que introduzir pelo menos um de
dito primeiro ou dito segundo cassete de transferéncia

compreende transformagao.

114. Método de acordo com a. reivindicacdo 98 ou 99,

caracterizado pelo fato de que introduzir pelo menos um de

dito primeiro ou dito segundo cassete de transferéncia

compreende cruzamento sexuado.

115. Método de acordo com a reivindicacdo 98 ou 99,
caracterizado pelo fato de que pelo menos um de dito
primeiro, dito segundo, ou dito terceiro sitios de
recombinacdo compreende SEQ ID NO:21, 22, 23, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou 38 ou um
variante funcional dessas, caracterizado pelo fato de qué'
dito variante funcional é substancialmente idéntico a SEQ
ID NO:21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 
35, 36, 37, ou 38.

J116. Método de acordo com a reivindicacéao 115,

caracterizado pelo fato de que pelo menos um de dito
primeiro, dito segundo, ou dito terceiro sitio de
recombinacdo compreende SEQ ID NO: 21, 22, 23, 25, 26, 27,

28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou 38.
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117. Método para inverter um polinucleotideo de interesse

compreendendo:

prover um sitio alvo compreendendo o
polinucleotideo de interesse flanqueado por um
primeiro e um segundo sitio de recombinagdo, dito
primeiro e dito segundo sitios de recombinagao
sao recombinogénicos com respeito um ao outro e
estio em uma orientagao invertida relativo um ao
outro; e pelo menos um de dito primeiro e dito
segundo sitio de recombinacido compreende uma
seqliéncia de espacamento selecionada do grupo
consistindo de SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, e 18; e,

prbver uma FLP recombinase, caracterizado pelo'
fato de que dita FLP recombinase reconhece e
implementa recombinacdo no primeiro e no segundo
sitios de recombinagao, invertendo,.dessa forma;’

o polinucleotideo de interesse.

118. Método para excisar um polinucleotideo de interesse

compreendendo:

prover um sitio alvo compreendendo um
polinucleotideo de interesse flanqueado por um
primeiro e um segundo sitio de recombinacdo, dito
primeiro e dito segundo sitios de recombinagao

sio ‘recombinogénicos com respeito um ao outro e
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estio em uma orientagdo diretamente repetida
relativo um ao outro; e pelo menos um de dito
primeiro e dito segundo sitio de. recompbinagao
compreende uma seqiéncia de espacgamento
selecionada do grupo consistindo de SEQ ID NOS:
i, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, e 18;

b) prover uma FLP recombinase, caracterizado pelo’
fato de que dita FLP recombinase reconhece e
implementa recombiﬁagéo no primeiro e no segundo
sitios de recombinacdo, excisando, dessa forma, o

polinucleotideo de interesse.

119. Método de acordo com a reivindicacdo 117 ou 118,
caracterizado pelo fato de que dito sitio alvo estd em uma

célula.

120. Método de acordo com a reivindicagao 119,
caracterizado pelo fato de que dito sitio alvo &

estavelmente incorporado no genoma da célula.

121. Método de acordo com a reivindicacdo 75, 76, 717, 79,
82, 90, 91, 119 ou 120, caracterizado pelo fato de que dita

célula é uma célula vegetal.

122 . Método de acordo com a reivindicacéo 119,

caracterizado pelo fato de que dito método ocorre em uma
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célula tendo estavelmente incorporado em seu gJgenoma uma

seqliéncia de nucleotideos codificando dita FLP recombinase.

123. Método de acordo com a reivindicagao 113, 117, 118, ou
122, caracterizado pelo fato de que a FLP recombinase &
codificada por um polinuclectideo tendo cbédons

preferenciais de milho.

124. Método de acordo com a reivindicagéo 113, 117 ou 118,
caracterizado pelo fato de que dita recombinase compreende

a FLP recombinase.

125. Método de acordo com a reivindicagao 119,
caracterizado pelo fato de que prover dito sitio alvo

compreende transformacéao.

126. Método de acordo com a reivindicacgao 119,
caracterizado pelo fato de que prover dito sitio alvo

compreende cruzamento sexuado.

127. Método de acordo com a reivindicagao 119,
caracterizado pelo fato de que prover dita FLP recombinase

compreende transformacao.
128. Método de acordo com a reivindicacéo 119,
caracterizado pelo fato de que prover dita FLP recombinase

compreende cruzamento sexuado.

129. Método de acordo com a reivindicacdo 113, 117 ou 118,
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caracterizado pelo fato de que dito primeiro e dito segundo
sitios de recombinacdo compreendem SEQ ID NO:21, 22, 23,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou 38
ou um variante funcional dessas, caracterizado pelo fato de
que dito variante funcional ¢é substancialmente idéntico a
SEQ ID NO:21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, ou 38.

130. Método de acordo com a reivindicacgéao 129,
caracterizado pelo fato de que dito primeiro e dito segundo'
sitios de recombinagdo compreendem uma sequéncia -de
nucleotideos selecionada do grupo ‘consistindo de SEQ 1ID
NOS: 21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, e 38.

131. Método de acordo com a reivindicacgdo 121,
caracterizado pelo fato de que dita célula vegetal € uma

célula de planta monocotileddnea.

132. Método de acordo com a reivindicacgao 131,
caracterizado pelo fato de que dita célula monocotileddnea
& de milho, cevada, milhete, trigo, sorgo, centeio, ou

arroz.

133. Método de acordo conl a reivindicacgéo 121,
caracterizado pelo fato de que dita célula vegetal ¢é uma

célula de planta dicotileddnea.
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134. Método de acordo  com a reivindicacgéao 133,
caracterizado pelo fato de que dita célula dicotileddénea de
soja, canola, alfafa, girassol, cdrtamo, tabaco,

Arabidopsis, ou algodao.

135. Método de acordo com a reivindicacgao 72, 117, ou 118,
caracterizado pelo fato de que dito primeiro e dito segundo

sitios de recombinacdo sdo correspondentes.

136. Método de acordo com a reivindicacdo 72 ou 135,
caracterizado pelo fato de que dito primeiro e aito segundo
sitios de recombinacdo compreendem SEQ ID NO: 21, 22, 23,
25, 26, 27,428, 29, 30; 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou 38
ou um variante funcional dessas, caracterizado pelo fato de
gue dito variante funcional é substancialmente idéntico a
SEQ ID NO: 21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, ou 38.

137. Método de acordo com a reivindicagao 136,
caracterizado pelo fato de que dito primeiro e dito segundo
sitios. de recombinacdo compreendem uma seqiiéncia de
nucleotideos selecionada do grupo consistindo de SEQ 1ID
NOS: 21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, e 38.

138. Método de acordo com a reivindicagao 73, caracterizado
pelo fato de que dito sitio alvo é operacionalmente ligado
a um primeiro e um segundo promotor convergente; dito

cassete de transferéncia compreendendo, na seguinte ordem,
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o primeiro sitio de recombinagao funcional, um
polinucleotideo de interesse orientado na diregdo 5' a 3',
um segundo polinucleotideo de interesse orientado na
direcdao 3' a 5‘, e o segundo sitio de recombinagao
funcional; caracterizado pelo fato de que a insercdo do
cassete de transferéncia no sitio alvo resulta no primeiro
polinucleotideo de interesse operacionalmenﬁe ligado ao
primeiro promotor convergente € O segundo polinucleotideo
de interesse operacionalmente ligado ao segundo promotor

convergente.

139. O 'polinucleotideo‘ isolado de acordo com a
reivindicagao 30, carécterizado pelo fato de que dito
polinucleotideo compreende um primeiro convergente, O
primeiro sitio de recombinacdo, © segundo sitio de

recombinacdo, e o segundo promotor convergente.

140. O polinucleotideo isolado de acordo com a
reivindicagcdo 139, caracterizado pelo fato de que dito"
polinucleotideo compreende O primeiro promotor convergente,
o primeiro sitio de recombinagdo, uma primeira seqliéncia de
polinucleotideos de interesse operacionalmente ligada a
dito primeiro promotor convergente, um segundo
polinucleotideo de interesse operacionalmente ligado a dito

promotor convergente e O segundo promotor convergente.

141. Método de excisar ou inverter um polinucleotideo de

interesse compreendendo:
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a) prover um polinucleotideo compreendendo, na
seguinte ordem, um primeiro sitio de recombinagao
funcional compreendendo uma seqiéncia de
espagamento selecionada do grupo consistindo de
SEQ ID NOS:1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17 e 18, o© polinucleotideo de
interesse, e um _segundo sitio de recombinagao
funcional, caracterizado pelo fato de que dito
primeiro e dito segundo sitios de recombinagdao

sdo recombinogénicos com respeito um ao outro; €,

b) prover uma recombinase} ou um variante
biologicamente ativo de dita recombinase,
caracterizado pelo fato de que dita recombinase
reconhece e implementa recombinagdo no primeiro e
no segundo sitios de recombinacdo, caracterizado
pelo fato de que a seqiiéncia de poLinucleotideos

de interesse é excisada ou invertida.

142. Método de acordo com a reivindicacgao 141,
caracterizado pelo fato de que dito primeiro e dito segundo

sitios de recombinacdo sdo idénticos.

143. Método de acordo com a reivindicacdo 141 ou 142,
caracterizado pelo fato de gue dito primeiro sitio de
recombinacdo, dito segundo sitio de recombinagao, ou ampbos,
compreendem SEQ ID NO:21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou 38 ou um yariante funcional

dessas, caracterizado pelo fato de que dito variante
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funcional é substancialmente idéntico a SEQ ID NO: 21, 22,
23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, ‘31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou
38.

144. Método de acordo com a reivindicacgéo 143,
caracterizado pelo fato de que dito primeiro- sitio de
recombinacdo, dito segundo sitio de recombinacdo, ou ambos,
compreendem uma seqiiéncia de nucleotideos selecionada do
grupo consistindo de SEQ 1ID NOS: 21, 22, 23, 25, 26, 27,

28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, e 38.

145}_Método de acordo com a reivindicacdo 1 a 11, 46, 48,
52 a 82, 84, 85, 89,- 94, 95, 98 a 138 .ou 141 a 144,
caracterizado pelo fato de que dita recombinase ¢é um

variante biologicamente ativo da recombinase nativa.

Varias populacdes de sitios de recombinagéo FRT
modificados sdo providas, incluindo, por exemplo, uma
biblioteca isolada de>moléculas compreendendo uma populagao’
de plasmidios onde cada plasmidio na populagao compreende

um marcador de selecdo comum; e, cada plasmidio na

'populagéo compréende um membro de uma populagdo de sitios

de recombinacdo FRT modificados. A populagdo pode
compreender pelo menos cerca de 5 membros distintos da
populacdo de plasmidios. Outras composi¢des incluem, uma
biblioteca isolada onde os membros da populagdo de sitios
de recombinacdo FRT modificados compreendem um variante de
uma regido de espacamento, como relatado em SEQ ID NO: 43,

caracterizado pelo fato de que o variante compreende pelo
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menos uma alteracdo de nucleotideo em SEQ ID NO: 43,
Outras composic¢des incluem uma biblioteca isolada onde os
sitios de recombinacdo FRT modificados compreendem uma
populagdo de sitios de recombinacdo FRT modificados

funcionais.

Composigdes incluem ainda kits compreendendo duas
popula¢des de plasmidios. Os plasmidios na primeiré
populagdo compreendem um primeiro marcador de selegao
éomum; e, cada dos' plasmidios na primeira populagéo
compreende um membro de uma populagcdo de sitios de
recombinacdo FRT modificados. A segunda populagédo de
plasmidios compreende .um segundo e distinto marcador de
selecdo comum; e, cada dos plasmidios na segunda populacgdo
compreende um membro da populagao de sitios de recombinagao
FRT modificados. O kit por compreender, ainda, uma FLP
recombinase, um variante biologicamente ativo da FLP
recombinase, um polinucleotidéo codificando uma FLP
recombinase, ou um polinucleotideo codificando um varianté'

biologicamente ativo da FLP recombinase.

Métodos para selecionar um sitio de recombinagdo FRT
modificado recombinogénico sdo também providos. O método
compreende prover uma primeira populagdo de plasmidios onde
cada dos plasmidios na primeira populacéao compreenda um
primeiro marcador de selegao comum; &, cada dos plasmidios
na primeira populacdo compreenda um membro de uma populagdo
de sitios de recombinagdo FRT modificados. Uma segunda

populacdo de plasmidios é provida onde cada dos plasmidios



®

10

15

20

25

46/180

na segunda populagao compreende ﬁm segundo distinto
marcador de selecdo comum; e, cada dos plasmidios na
segunda populagao compreende um membro da ‘populagdo de
sitios de recombinacdo FRT modificados. A primeira
populacdo de plasmidios & combinada com a segunda populagéao
de plasmidios na presenca de uma FLP recombinase ou um
variante biologicamente ativo da FLP recombinase, sob
condigdes que permitem a integracgao mediada por
recombinase. Um plasmidio co-integrante compreendendo
ambos primeiro e segundo marcadores de selegcdo é
selecionado, caracterizado pelo fato de que o plasmidioc co-
integrante compreende pelo menos um sitio de recombinagao

FRT modificado.

Métodos compreendem, ainda, isolar o plasmidio co-
integrante e/ou caracterizar o sitio de recombinagdao FRT
modificado do plasmidio co-integrante. Caracterizar o
sitio de recombinacdo FRT modificado pode compreender
determinar a eficiéncia de excisdo de recombinagao e/oﬁ'
determinar a. seqgiiéncia do sitio de recombinagao FRT

modificado.

Um método para gerar uma bibliotecé de moléculas &
ainda provido. O método compreende prover uma populagao de
sitios de recombinacdo FRT modificados; e, promover O
contato da populagdo de sitios de recombinagdo FRT
modificados com uma populacdo de plasmidios tendo um
marcador de selecdo comum sob condigdes que permitem a

insercdo da -populagdo de sitios de recombinag¢do FRT
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modificados na populacdo de plasmidios, de forma que cada
dos plasmidios da populagéado compreenda um membro da

populacdo de sitios de recombinacdo FRT modificados.

Composicdes adicionais incluem um polinucleotideo
isolado compreendendo pelo menos um sitio de recombinagio
FRT modificado fﬁncional, onde o sitio de recombinacgdo FRT
modificado funcional compreende uma seqiéncia de
espacamento selecionada do grupo consistindo de SEQ ID
NOS:1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
e 18. Outras composicdes incluem um polinucleotideo
isolado compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideos
compreendendo pelo mehos um sitio de recombinagdo FRT
modificado funcional compreendendo a seqiiéncia de
nucleotideos relatada em SEQ ID NOS: 21, 22, 23, 25, 26,

27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou 38 ou um

. variante funcional dessas, onde '} variante possui

identidade de seqiiéncia substancial a SEQ 1ID NOS:21, 22,
23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou
38.

Sdo também providos organismos, inqluindo, por
exemplo, procariotos, tais como bactérias, e eucariotos,
tais como leveduras, mamiferos, insetos, vermes, plantas,
células vegetais, e sementes compreendendo os
polinucleotideos citados compreendendo um sitio de
recombinacdo FRT modificado. Em exemplos especificos, o0s
polinucleotideos sdo estavelmente integrados no genoma do

organismo.
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Métodos sdo também providos, incluindo métodos para
produzir recombinagdo sitio-especifica de DNA. Em alguns
exemplos, a recombinagdo sitio-especifica é uma reagao
intramolecular, em outros exemplos a recombinagdo sitio-
especifica é uma reagdo intermolecular. A recombinagdo
sitio-especifica pode ser feita in vitro ou in vivo. A
reacdo de recombinagdo sitio-especifica in vivo pode ser
feita em qualquer célula, incluindo células procariontes ou
eucariontes. Em alguns exémplos, as células sdo de uma
planta. Métodos adicionais empregam varios métodos de
recombinacdo para permitir a insergdo direcionada, troca,
alteracdo, expresséo, 'exciséo e/ou inversdo de qualquer
polinucleotideo(s) de interesse. Em um exemplo, a método
para direcionar a insercdo de um polinucleotideo de
interesse a um sitio alvo é provido. b método compreende
prover o sitio alvo, caracterizado pelo fato de que o sitio
alvo compreende um primeiro e um segundo sitios de
recombinacdo funcionais, o primeiro e o segundo sitios de
recombinacgao funcionais sdo dissimilares e nao
recombinogénicos com respeito um ao outro; e pelo menos um
do primeiro e segundo sitios de recombinagdo compreende um
sitio de recombinacdo FRT modificado aqui descrito. Um
cassete de transferéncia é provido, caracterizado pelo fato
de que o cassete de transferéncia compreende o
polinucleotideo de interesse flanqueado pelo primeiro e
segundo sitios de recombinagdc. Pelo menos uma recombinase
é provida. A recombinase reconheqe e implementa

recombinacdo no primeiro e segundo sitios de recombinacdo.
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O método pode ocorrer in vitro ou in vivo. Em exemplos
especificos, o sitio alvo & estavelmente incorporado no

genoma -de um organismo.

Em outro exemplo, um método para direcionar a insercgdao
de um polinucleotideo de interesse é provido. O método
compreende prover um sitio alvo tendo pelo menos um
primeiro sitio de recombinagdo funcional. Um cassete de
transferéncia é provido compreendendo um polinucleotideo de
interesse e pelo menos um segundo sitio de recombinagado
funcional, caracterizado pelo fato de que o segundo sitio
de recombinacdo funcional é recombinogénico com o primeiro
sitio de recombinagéo funcional, e o primeiro e/ou segundo

sitio de recombinacdo compreendem um sitio FRT modificado

aqui descrito. Em alguns exemplos, o primeiro e o segundo
sitios de recombinacdo tém a mesma segiiéncia. Pelo menos
uma recombinase é provida. A recombinase reconhece e

implementa recombinagdo no primeiro e segundo sitios de
recombinagdo. 0O método pode ocorrer in vitro ou 1in vivo;
Em exemplos especificos, o primeiro sitio de recombinagéo
funcional ¢é estavelmente incorporado no genoma de um
organismo. Em alguns exemplos, o polinucleotideo de
interesée e/ou o alvo pode ser, mals tarde, excisado,
invertido, ou modificado de outra forma, por exemplo, pela
adicdo de um segundo polinucleotideo de interesse no sitio

alvo.

Em outros exemplos, métodos para avaliar a atividade

promotora, métodos para selecionar diretamente organismos
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transformados, métodos para minimizar ou eliminar a
expressdo resultante de integragdo randdémica no genoma de
um organismo, tal como uma planta, métodos para excisar ou
inverter um polinucleotideo de interesse, métodos para
combina multiplos cassetes de transferéncia, métodos para
determinar a eficiéncia de excisd3o ou eficiéncia de co-
integracdo de um grupo de sitios de recombinacdo FRT,
métodos para identificér sitios de recombinagdo
recombinogénicos ou ndo recombinogénicos, métodos para
localizar sitios de integracdo preferidos no genoma:de um
organismo, métodos para recombinar moléculas de DNA:ambos
in vitro e in vivo, métodos para reduzir impacto agrondémico
ndo especifico da insercdo de um polinucleotideo de
interesse, tais como reduzir a dificuldade de producdo, e,
métodos para identificar elementos reguladores cis em um

organismo, tal como uma planta, sdo também providos.

O sitio de recombinagdo FRT de tipo.selvagem minimo
foi caracterizado e compreende uma série de dominioé>
incluindo a seguinte seqliéncia de nucleotideos
5! —AGTTCCTATTCTCTA_GAAAGTATAGGAACT—3 ' (SEQ 1ID NO:39). Os
dominios do sitio de recombinagdo FRT minimo compreende um
par de elementos de simetria de 11 pares de base que sdo os
sitios de ligac&o FLP (nucleotideos 1-11 e 20-30 de SEQ ID
NO:39)ﬁ;é regido nucleo de 8 pares de base, ou regido de
espacamento (nucleotideos 12-19 de SEQ ID NO:39); e, os
tragos de polipirimidina (nucleotideos 3-14 e nucleotideos
16-29 de SEQ ID NO:39). Um sitio de recombinagéo FRT

modificado pode compreender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10



10

15

20

25

51/180

ou mais alteragdes que incluem substituig¢des, adigdes, e/ou

delegdes em um ou mais desses dominios.

Sitios de recombinag¢do FRT modificados s&o providos.
Um sitio de recombinacdo FRT modificado €& uma seqiéncia de
nucleotideos que é similar, mas ndo idéntica - ao sitio de
recombinacdo FRT nativo minimo relatado em SEQ ID NO:39.
Enquanto o sitio de recombinagéo FRT modificado pode ser
funcional, um sitio de recombinacdo FRT modificado néo
precisa reter atividade. A menos que notado de outra
forma, um sitio de recombinacdo FRT modificado retém a
atividade bioldégica do sitio de recombinagdo FRT de tipo
selvagem e compreende um sitio de recombinag¢do funcional
que ¢é reconhecido por uma FLP recombinase e capaz de uma
reacdo de recombinacdo mediada por recombinase. Assim, um
sitio de recombinacdo FRT modificado pode compreender uma
delecao, adicéao, e/ou substituicdo de um  ou mais
nucleotideos na extremidade 5' ou 3' do sitio de
recombinacdo FRT nativo minimo, em um ou mais sitioé'
internos no sitio de recombinacdo FRT nativo minimo.
Geralmente, sitios de recombinacdo modificados terdo pelo
menos cerca de 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 76%,
77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou
mais de identidade de seqiéncia ao sitio de recombinacdo
nativo minimo pelo seu comprimento completo ou em relacgéoc a
qualquer dominio ai contido. Por exemplo, um sitio de
recombinacdo FRT modificado teréd a % de identidade de

sequéncia citada em relacdo a seqliéncia de nucleotideos FRT
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nativa minima; em relagao aos elementos ‘de simetria da
seqiiéncia FRT nativa minima; em relacdo a seqiiéncia de
espacamento da seqiiéncia FRT de tipo selvagem; e/ou, em
relacdo ao(s) traco(s) de polipirimidina do sitio FRT
nativo minimo, como determinado por programas de
alinhamenfo de seqgiiéncias e parametros aqui descritos em
outra parte. O sitio de recombinagdo FRT modificado

poderia, portanto, incluir 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 12, 13,

14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 29 ou

mais substituicgdes, adicées, e/ou delecdes de nucleotideos
através de todo O comprimento do sitio de recombinagado
minimo, ou alternativamente, em cada dos varios dominios do

sitio de recombinagao COmMoO ressaltado acima.

Um fragmento ¢é uma porgdo de uma seqiiéncia de
nucleotideos, ou de qualquer dominio caracterizado al
contido. Pbr exemplo, um fragmento de um sitio de
recombinacdo FRT modificado poderia ser uma porgao do sitio -
de recombinagdo FRT nativo minimo, uma porgao de um ou
ambos elementos de simetria, uma  porgdo da regido de
espacamento e/ou uma porgao do(s) traco(s) de
polipirimidina do sitio FRT nativo. Enquanto 0s fragmentos
de um sitio de recombinagao modificado ndo precisam ter
atividade biolégica, em alguns exemplos, os fragmentos dos
sitios de fecombinagéo podem reter a atividade bioldgica do
sitio de recombinacgao, € dessa forma, os fragmentos podemnm
ser funcionais. A menos que notado de outra forma, um
frégmento de sitio de recombinagao FRT modificado retém a

atividade bioldgica do sitio de recombinagdo FRT de tipo
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selvagem. . por exemplo, fragmentos de um sitio de
recombinacdo FRT modificado podem variar de pelo menos
cerca de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, ou
30 nucleotideos. Fragmentos de um sitio de elemento de
simetria modificado podem variar de pelo menos cerca de 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, ou 11 nucleotideos, fragmentos de
uma segqiiéncia de espagamento podem variar de pelo menos
cerca de 1, 2, 3, 5, 6, ou 7 de uma regido de espagamento
FRT de tipo selvagem minima, e fragmentos de um traco de
polipirimidina podem variar de pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6,

7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, ou 14 nucleotideos.

Em outros exemplos, citios de recombinagdo FRT
modificados possuem mutagles, tais como alteracdes,
adicdes, delegbes no dominio de espacamento de 8 pares de
base. Exemblos nio limitantes de dominios espacadores
modificados sdo relatados em SEQ ID NO:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
g, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 ou  18. Em exemplos
especificos, o©Os sitios FRT modificados sdo funcionais. Em
outros exemplos, sitios de recombinacdo FRT modificadcs
compreendem as regides de espagamento relatadas em SEQ 1ID
NOS:1-18 e compreendem adicionalmente sitios de ligagédo FLP
de elemento de simetria que correspondem aqueles
encontrados no sitio de recombinacdo FRT nativo minimo.
Ver, SEQ ID NOS:19 e 20 mostrando seqgiiéncias de elementos
de simetria dé tipo selvagem. Tais sitios de recombinagao
FRT modificados sdo relatados em SEQ ID NOS:21-38. Em

exemplos especificos,  ©0S sitios FRT modificados sao
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" funcionais. Em outros exemplos, sitios de recombinagdo FRT

modificados podem compreender a seqiiéncia de espacamento
relatada em SEQ 1ID NOS:1—18 e compreendemn, ainda, uma ou
mais modificacdes dos elementos de simetria relatados em
SEQ ID NOS:19 e 20. Em exemplos especificos, os sitios FRT
modificadés sio funcionais. Modificagdes dbs elementos de

simetria (seqiiéncias de nucleotideos na posigdo 1 a 11 e 20

4 30 de SEQ ID NOS:21-38) podem incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6,

7, 8, 9, 10 ou mais substituicdes, adigdes, delecgdes, ou

modificacdes da segliéncia de nucleotideos dos elementos de
simetria de tipo selvagem relatados em SEQ ID NOS:19 e 20.
Em outros ‘exemplos, as modificacdes dos elementos de
simetrié sio substancialmente idénticas a SEQ ID NOS:21—28;
Tdentidade de seqiiéncia substancialmente idéntica ou
substancialmente similar refere-se a uma seqiiéncia de
nucleotideos tendo pelo menos uma, duas, ou trés
substituigées; delecdes, e/ou adicles se comparado a uma
reference ‘ seqgiiéncia. " Assim, por um variante
substancialmente ‘idéntico de um sitio de recombinagao FRT
modificado pretende-se um variante de um sitio de
recombinacdo FRT modificado funcional compreendendo a
seqiiéncia de nucleotideos relatada em SEQ ID NO:21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 43, 35, 36, 37, ou
38, caracterizado pelo fato de que O variante funcional
compreende A) uma, duas ou trés alteracgdes, substituig¢des,

adicdes e/ou delecgles entre as posigdes de nucleotideo 1 a

11 de SEQ ID NO:21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,

32, 33, 43, 35, 36, 37, ou 38; B) uma, duas ou trés

alteracdes, substituigdes, adicdes e/ou delecgdes entre as
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posicdes de nucleotideo 20 a 30 de SEQ ID NO:21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 43, 35, 36, 37, ou
38:; e/ou C) qualquer combinacao de A e B. Em exemplos
especificos, o sitio de recombinagdo FRT modificado
compreende as seqgiiéncias de espacamento de SEQ ID NOS:1-18
e variaﬁtes funcionais dos elementos de simetria.
Variantes funcionais de FRT elementos de simetria sao

conhecidos, ver, por exemplo, Senecoff et al. (1988) J Mol

Biol 201:406-421 e Voziyanov et al. (2002) Nucleic Acid Res

30:7. Em certos exemplos, mais de um sitio de recombinagao

pode ser usado em uma composigdo ou método.

Como discutido acima, um. sitio de recombinagaé
modificado pode ser funcional. Um sitio de recombinagéo
funcional é um sitio de recombinacdo que é recombinogénico
com um sitio de recombinagao na presenca da recombinase
apropriada, a.n@nos gue notado ao contrario, um sitio de
recombinagdo é funcionai e inclui sitios de tipo selvagem,
sitios modificados, variantes, e fragmentos. Métodos para
determinar se um sitio de recombinagao modificado é
recombinogénico sdo conhecidos. Como aqui usado, um sitio
de recombinacio variante funcional compreende um sitio de

recombinacdo modificado funcional.

Os sitios de recombinagdo empregados nos métodos podem
ser sitios correspondentes ou sitios dissimilares. Sitios
de recombinacdo correspondentes, Ou um Jgrupo de sitios de
recombinagao correspondentes refere-se a sitios de

recombinacdo tendo a mesma seqliéncia de nucleotideos. Em
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outros  exemplos, os sitios de rec¢ombinagao sao
dissimilares. ‘_Sitios de recombinagao dissimilares, ou um
grupo de sitios de recombinacdo dissimilares, sdao sitios de
recombinacdo que sdo distintos um do outro por possuirem
pelo menos uma diferenca de nucleotideo. Os sitios de
recombinacdo em um Jgrupo de sitios de recombinagao
dissimilares podem ser tanto recombinogénicos ou ndo
recombinogénicos com respeito um ao outro. Recombinogénico
refere-se a sitios de recombinacdo capazes de se recombinar
um com o outro. A menos gue declarado ao contrario, sitios
de recombinacgdo recombinogénicos ou um grupo de sitios de

recombinagao recombinogénicos incluem aqueles sitios onde a

eficiéncia relativa de excisdao de recombinagdo entre OS

sitios & maior do que 2%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 505, 75%,
100%, ou maior. Como.aqui definido, a eficiéncia relativa
de excisdo de recombinagao & a eficiéncia de excisé@o na
presenca da Irecombinase nativa de um primeiro sitio de
recombinacgao modificado com  um segundo sitio. de
recombinacdo modificado divido pela eficiéncia de excisao
de um par dos sitios-de recombinagéo nativos apropriados X
100%. Por exemplo, gquando trabalhando com sitios FRT
modificados, a eficiéncia relativa de excisdo de
recombinacdo é definida como a eficiéncia de excisdo na
presenca de FLP nativa (SEQ ID NO:49) de um primeiro sitio
FRT modificado com um segundo sitio FRT modificado divido
pela eficiéncia excisio de um par de sitios FRT nativos
(FRT1, SEQ 1D NO:39) . Nio recombinogénico refere-se a
sitios de recombinagdo que na presenca da recombinase

apropriada néo recombinard um com O outro, ou a
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recombinacdo entre os sitios ¢é minima. A menos que
deciarado ao contréario, sitios de recombinagdo nao
recombinogénicos, ou um grupo de sitios de recombinagao
recombinogénicos incluem aqueles sitios onde a eficiéncia
relativa de excisdao de recombinagao entre os sitios é menor
do que 2%, 1,5%, 1%, 0,75%, 0,5%, 0,25%, O0,1%, 0,075,
0,005%, 0,001%. Consegqiientemente, qualquer grupo adequado
de sitios de recombinagdo nao recombinogénicos e/ou
recombinogénicos pode ser utilizado, incluindo um sitio FRT
ou variante funcional desseé, um sitio LOX ou variante
funcional desse, qualquer combinagcdo desses, Ou qualquer
outra combinagéo de nido recombinogénicos e/ou sitios de

recombinacdo conhecida.

Métodos para identificar sitios de recombinagao
dissimilares e ndo recombinogénicos s&o providos. Em um
método, um primeiro sitio de recombinacdo FRT compreendendo
uma seqiiéncia de espacamento selecionada do grupo
consistindo de SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 5, 6,;7,78, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, e 18 é provido. Um segundo sitio
de recombinacdo FRT dissimilar é provido, junto com uma FLP
recombinase sob condigdes que permitem dita FLP recombinase
implementar um evento de recombina¢éo. A recombinacdo é
testada para determinar se o primeiro e o segundo sitios de
recombinacdo sdo ndo recombinogénicos com respeito um ao
outro. Em exeﬁplos especificos, o primeiro e O segundo
sitios de recombinacgdao sao providos no me smo

polinucleotideo, enquanto em oOutros exemplos, o primeiro e
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o segundo sitios de recombinacao sao providos em

polinucleotideos distintos.

Em um exemplo, um método para determinar a eficiéncia
de recombinacdo, tal como eficiéncia relativa de excisdo ou
eficiéncié relativa de co-integragdo de um primeiro e um
segundo sitios de recombinacdo FRT, ¢é provido. Por

exemplo, um método para determinar a eficiéncia de exciséo

compreende prover um polinucleotideo compreendendo ©

primeiro e o segundo sitio de recombinagao FRT
caracterizado pelo fato de que a seqiiéncia de espacgamento
para pelo menos O primeiro e/ou o segundo sitio FRT ¢
selecioﬁada do grupo consistindo de SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4,>
5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, e 18 ou um
variante dessas; e,' prover uma FLP recombinase sob
condicdes que permitem a FLP recombinase implementar um
evento de exciséo mediado por recombinase. A eficiéncia de
excisdo de recombinacdo é determinada. Métodos para testar
eficiéncia de excisdo de recombinagao sdo conhecidos. Por
exemplo, no Exemplo 3, vetores de excisdo compreendendo
duas copias de um sitio de recombinacdo FRT modificado em
orientacido direta sdo usados. Testes 1in vivo ou - in vitro
podem _ser. usados. para determinar se OS dois sitios de
recombinacdo FRT modificados sao capazes de mediar a

excisdo na presencga de FLP recombinase.

Em outro exemplo, um método para determinar a
eficiéncia relativa de co-integragdo ¢ provido. O método

compreende prover um primeiro polinucleotideo compreendendo
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um primeiro sitio de recombinagcdo FRT e piover um segundo
polinucleotideo compreendendo um segundo sitio de
recombinagdao FRT, _caracterizado pelo fato de que a
seqiiéncia de espacamento de um deles ou ambos primeiro e
segundo sitios de recombinacdo ¢é selecionada do grupo
consistiﬁdo de SEQ ID NOS: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 1leo, 17, e 18 ou uma variante dessas; e,
prover uma FLP recombinase sob condicdes que permitem que a
FLP recombinase implemente um evento de integracao mediado
por recombinase. A eficiéncia relativa de co-integragdo é
determinada. A eficiéncia relativa de co-integragéo de um
grupo de sitios FRT é definida como a eficiéncia de co-
integracdo do primeiro sitio FRT modificado com um segundd
sitio FRT comparada a eficiéncia de co-integracgdao de
gqualquer dado sitio FRT escolhido como um padréao
apropriado, tal como um FRT1 minimo de tipo selvagem (SEQ
ID NO: 39). | Um sitio de recombinacdo FRT modificado
funcional pode ter uma eficiéncia de co-integracdo de cerca
de 2%, 10%, 20%, 25%, 30%, 40%, 40%, 50%, 60%, 70%, B80%,
90%, 95%,- ou 100%, ou maior para o padrao relativo,

mostrado, por exemplo, no Exemplo 4.

Em um exemplo, o primeiro e o segundo sitios de
recombinacao FRT possuem seqliéncias de nucleotideos
correspondentes. Ainda em outro exemplo, © primeiro e ©
segundo sitios de recombinagao FRT sdo dissimilares.
Portanto, varios grupos e combinacdes de sitios de
recombinacdo FRT podem ser identificados, tais como grupos

de sitios FRT funcionais, dissimilares, sitios FRT nao
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recombinogénicos, funcionais, dissimilares, sitios
recombinogénicos, e/ou grupos de sitios FRT funcionais

recombinogénicos correspondentes.

Um ou mais dos sitios de recombinagao FRT modificados
podem esfar contidos em um polinucleotideo. Em um exemplo,
o polinucleotideo compreende uma ou mais unidades de
expressao. Uma unidade de expressdo é uma seqiéncia de
nucleotideos compreendendo uma unidade de DNA caracterizado
por ter um unico promotor transcricional.
Alternativamente, o polinucleotideo contendo o© sitio de
recombinagép FRT modificado ndo necessita conter um
promotor e/ou seqliéncias reguladoras abaixo. Em outroé
exemplos, o polinucleotideo compreendendo o sitio de
recombinagao modificad§ podé ser projetado de forma que com
integragao no genoma, as sequéncias contidas no
polinucleotidéo estejam operacionalmente ligadas a um
promotor ativo. E reconhecido que um polinucleotideo pode
ter elementos adicionais incluindo, mas nao limitando-se a,

segiiéncias de nucleotideos de interesse, genes marcadores,

sitios de recombinacdo, regides de terminagado, etc. Como
ilustrado abaixo, o polinucleotideo pode compreender
cassetes de transferéncia, sitios alvo, ou quaisquer

porcdes desses.

Um polinucleotideo, ou proteina, isolado ou
purificado, ou 'porgdo biologicamente ativa desse, &
substancialmente ou essencialmente sem componentes que

normalmente acompanham ou interagem com O polinucleotideo
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ou proteina, como encontrado em seu ambiente naturalmente
ocorrente. Um polinucleotideo, ou proteina, isolado ou
purificado ¢é substancialmente livre de outro material
celular, ou meio de cultura quando produzido por técnicas
recombinantes, ou substancialmente livre de precursores
quimiéos. ou outros quimicds quando quimicamente
sintetizados. Tipicamente, um polinucleotideo isolado ¢&
livre de seqliéncias due naturalmente flangueiam as
extremidades 5' e/ou 3' no DNA gendémico do organismo do
qual o polinucleotideo é derivado. Por exemplo, em Varios
exemplos, o polinucleotideo isoladd pode conter menos do
que cerca de 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb, ou 0,1
kb de seqgiiéncia de nucleotideos que naturalmente flanqueiam
o polinucleotideo no DNA gendmico da célula do qual o
polinucleotideo é derivado. Uma proteina que é
substancialmente livre de material celular inclui
preparagdes dé proteina tendo menos do que cerca de 30%,
20%, 10%, 5%, ou 1% de peso seco de proteina contaminante.
Quando a proteina ou porgao biologicamente ativa dessa €
recombinantemente produzida, geralmente o meio de cultura
representa menos do dJue cerca de 30%, 20%, 10%, 5%, ou 1%
(por peso seco) de precursores quimicos ou quimicos que nao

da proteina de interesse.

Polinucleotideos podem compreender ribonucleotideos e
combinacdes de ribonucleotideos e desoxirribonucleotideos.
Tais desoxirribonucleotideos e ribonucleotideos incluem
ambas moléculas naturalmente ocorrentes e analogas

sintéticas. Polinucleotideos . também englobam todas as
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formas de seqiéncias incluindo, mas néo ‘limitando-se a,
formas de fita simples, formas de dupla-fita, hairpins,

estruturas stem-and-loop, e similares.

Em um exemplo, um polinucleotideo isolado é provido,
caracteriéado pelo fato de que o polinucleotideo compreende
aum sitio de recombinagdo FRT modificado. Em exemplos
especificos, o sitio de recombinacido FRT modificado & a
sequéncia de polinucleotideos. Por exemplo, é¢ provido um
polinucleotideo isolado pode compreender pelo menos um
sitio de recombinagdo FRT modificado funcional, onde ©
sitio de recombinagéo FRT modificado funcional compreende
uma seQuéncia de espagamento selecionada do grupd
consistindo de SEQ ID NOS:1, 2, 3, 4, 5, 6, 71, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,.e 18. Em exemplos especificos,
o sitio de recombinagdo FRT modificado é heterdlogo ao

polinucleotidéo.

Heterdlogo refere-se a um _polipeptideo ou uma
seqiiéncia de nucleotideos que se origina de uma espécie
diferente, ou se da mesma espécie, & substancialmente
modificado de sua forma nativa em composigao e/ou 1lobcus
genémico. Por exemplo, um sitio de recombinacdo heterdlogo
¢ um polinucleotideo néao encontrado no polinucleotideo
nativo ou ndo & encontrado na mesma localidade no
polinucleotideo nativo, e/ou é modificado de sua composigao

nativa.

Em outros exemplos, um polinucleotideo isolado ¢&
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provido compreendendo  uma seqiiéncia de nucleotideos
relatada em SEQ ID NO:21, 22, 23, 24, 25, 2¢, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou 38 ou um variante

funcional dessas. Em exemplos especificos, o variante

funcional compreende pelo menos um, dois, trés, quatro,

cinco, seis ou mais alteracbes entre as posigdes de
nucleotideo 1 a 11 e/ou entre as posigbes de nucleotideo 20
a 30 de SEQ ID NO:21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 37, ou 38. Em outros exemplos, o
variante funcional é substancialmente idéntico a seqiiéncia
relatada'em SEQ ID NO:21, 22, 23, 24, 25, 2%, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou 38.

Um sitio de recombinagcdo FRT modificado podé ser
introduzido em um organismo de interesse. Introduzir
compreendé apresentar ao oréanismo pelo menos uma molécula,
composigéao, polinucleotideo, ou. polipeptideo, de tal
maneira que a composigdo ganhe acesso ao interior de uma
célula. Os métodos ndo dependem de um método em particular
para introduzir um polinucleotideo ou polipeptideo em um
organismo, apenas que O polinucleotideo ou polipeptideo
ganhe acesso ao interior de pelo menos uma célula do

organismo.

Organismos de interesse incluem, mas ndo sdo limitados
a ambos organismos procariontes e eucariontes incluindo,
por exemplo, bactérias, leveduras, insetos, mamiferos
incluindo camundongos, humanos, € plantas. Em um exemplo,

o organismo é uma planta.
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Métodos para prover oOu introduzir uma composigdo em
varios organismos s&o conhecidos e incluem, mas ndo s&ao
limitados a, métodos de transformacao estavel, métodos de
transformacdo transiente, métodos mediados por vifus, e
cruzamenfo sexuado. Transformacdo estdvel indica que O
polinucleotideo introduzido se integra no genoma do
organismo e é capaz de ser herdado pela progénie desse.
Transformagao transiente indica que a composigao
introduzida é apenas temporariamente expressada ou presente

no organismo.

Protocolos para introduzir polinucleotideos e
polipeptideos em plantas podem variar dependendo do tipo de
planta ou célula vegétal visado para transformagdo, tal
como monocotileddnea ou dicotileddnea. Métodos adequados
para introduzir polinucleotideos e. polipeptideos em células
vegetais e subseqgliente insercdo no genoma vegetal incluem
micro injegao (Crossway et al. (1986) Biotechniques
4:320-334; e U.S. Patent 6.300.543), transformacdo de
meristema (U.S. Patent 5.736.369), eletropofagéo (Riggs et
al. (1986) Proc Natl Acad Sci USA 83:5602-5606,
transformacdo mediada por Agrobacterium (U.S. Patents
5.563.055; e 5.981.840), transferéncia direta de gene
(Paszkowski et al. (1984) EMBO J 3:2717-2722), e aceleragdo
balistica de particulas (U.S. Patents 4.945.050; 5.879.918;
5.886.244; 5.932.782; Tomes et al. (1995) "Direct DNA
Transfer into Intact Plant Cells via Microprojectile

Bombardment," in Plant Cell, Tissue, and Organ Culture:
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Fundamental Methods, ed. Gamborg and Phiilips (Springer-
Verlag, Berlin); McCabe et al. (1988) Biotechnology
6:923-926; Weissinger et al. (1988) Ann Rev Genet
22:421-477; Sanford et al. (1987) Particulate Science and
Technology 5:27-37 (cebola); Christou et al. (1988) Plant
Physiol 87:671—674 (soja); Finer & McMullen (1991) In Vitro
Cell Dev Biol 27P:175-182 (soja); Singh et al. (1998) Theor
Appl Genet 96:319-324 (soja); Datta et al. (1990)
Biotechnology 8:736-740 (arroz); Klein et al. (1988) Proc
Natl Acad Sci USA 85:4305-4309 (milho); Klein et al. (1988)
Biotechnology 6:559-563 (milho); U.S. Patents 5.240.855;
5.322.783, and 5.324.646; Klein et al. (1988) Plant Physiol
91:440-444 (milho); Fromm et al. (1990) Biotechnology
8:833-839 (milho); Hooykaas—Van Slogteren et al. (1984)
Nature 311:763-764; U.S. Patent No. 5.736.369 (cereais);
Bytebier et al. (1987) Proc Natl Acad Sci USA 84:5345-5349
(Liliaceae); De Wet et al. (1985) in The Experimental
Manipuiation of Ovule Tissues, ed. Chapman et al. (Longman,
New York), pp. 197-209 (pdlen); Kaeppler et al. (1990)
Plant.Cell Rep 9:415-418) e Kaeppler et al. (1992) Theor
Appl Genet 84:560-566 (transformagdo mediada por fios de
carbeto de silicio); D'Halluin et al. (1992) Plant Cell
4:1495-1505 (eletroporacdo); Li et al. (1993) Plant Cell
Rep 12:250-255; Christou & Ford (1995) Annals of Botany
75:407-413 (arroz); e, Osjoda et al. (1996) Nat Biotechnol

14:745-750 (milho via Agrobacterium tumefaciens).

Alternativamente, 0os polinucleotideos podem ser

introduzidos em plantas levando as plantas em contato com
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um virus ou acidos nucléicos virais. Geralmente, tais
métodos envolvem incorporar um polinucleotideo em um DNA
viral ou molécula de RNA. E reconhecido que um
polipeptideo de interesse pode ser inicialmente sintetizado
como parte de uma poliproteina viral, que mais tarde pode
ser processada por protedlise in vivo ou in vitro para
produzir a proteina recombinante desejada. Ainda, ¢&
reconhecido que promotores também englobam promotores
utilizados para transcrigdo por RNA polimerases virais.

Métodos para introduzir polinucleotideos em plantas e

* . expressar um proteina ai codificada, envolvendo moléculas

15

20

25

de DNA ou RNA viral, sdo conhecidos, ver, por exemplo, U.S.
Patents 5.889.191, 5.889.190, 5.866.785, 5.589.367 e
5.316.931.

Métodos de trahsformagéo transiente incluem, mas nao
sao limitadosAa, a introducdo de polipeptideos, tais como
proteina recombinase, diretamente no organismo, a
introdugé§ de polinucleotideos, tais como polinucleotideos
de DNA e/ou RNA, e a introdugdo do transcrito de RNA, tal
como um RNAm codificando uma recombinase, no organismo.
Tais métodos incluem, por exemplo, micro injegdo ou
bombardeamento de particulas. Ver, por exemplo, Crossway
et al. (1986) Mol Gen Genet 202:179-185; Nomura et al.
(1986) Plant Sci 44:53-58; Hepler et al. (1994) Proc Natl
Acad Sci USA 91:2176-2180; e, Hush et al. (1994) J Cell Sci
107:775-784.
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As células tendo a segqiiéncia introdﬁzida podem ser
cultivadas em plantas de acordo com meios convencionais,
ver, por exemplo, McCormick et al. (1986) Plant Cell Rep
5:81-84. Essas plantas pode ser, entao, cultivadas, e
tanto polinizadas com a mesma linhagem transformada ou com
uma linhégem diferente, e a progénie resultante expressar a
caracteristica fenotipica desejada e/ou compreender o
polinucleotideo ou polipeptideo introduzido identificado.
Duas ou mais geracdes podem ser cultivadas para assegurar
que o polinucleotideo estd estavelmente mantido e herdado,
e sementes colhi@as. Dessa maneira, sdo providas sementes
transformadas, témbém referidas como sementes transgénicas,
tendo um polinucleotideo, por exemplo, compreendendo um
sitio FRT modificado, estavelmente incorporado em seu

genoma.

Exemplos de géneros e espécies de plantas de interesse
incluemnm, mas nido sdo limitados a, monocotileddneas e
dicotiledéneas, tails como milho (Zea mays), Brassica sp.
(e.g., B. napus, B. rapa, B. juncea), particularmente
aquelas espécies de Brassica uteis como fontes de bleo de

semente, alfafa (Medicago sativa), arroz (Oryza sativa),

centeio (Secale cereale), sorgo (Sorghum bicolor, Sorghum
vulgare), milhete (e.g., milheto (Pennisetum glaucum),
paingo (Panicum miliaceum), paingo portugués (Setaria

italica), capim (Eleusine coracana)), girassol (Helianthus
annuus), cartamo (Carthamus tinctorius), trigo (Triticum
aestivum), soja (Glyéine max), tabaco (Nicotiana tabacum),

batata (Solanum tuberosum), amendoim (Arachis hypogaea),
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algoddo (Gossypium barbadense, Gossypium hirsutum), batata-
doce (Ipomoea batatus), mandioca (Manihot esculenta), café
(Coffea spp.), coco (Cocos nucifera), abacaxi (Ananas
comosus), A&arvores citricas (Citrus spp.), cacau (Theobroma
cacao), cha (Camellia sinensis), banana (Musa spp.), abacate
(Persea émericana), figo (Ficus casica), goiaba (Psidium
guajava), manga (Mangifera indica), oliveira (Olea
europaea), mamdo papaia (Carica papaya), caju (Anacardium

occidentale), macadamia (Macadamia integrifolia), améndoa

(Prunus amygdalus), beterraba (Beta vulgaris), cana-de-

*  acgucar (Saccharum spp.), aveia (Avena), cevada (Hordeum),

palmeiras, ;eguminosas incluindo feijdes e ervilhas, tais
como guér, alfarrobeira, feno grego, soja, feijdes dé
jardim, caupi, feijdo mungo, feijdo manteiga, fava,
lentilhas, gréo—de—biéo, e ricino, Arabidopsis, verduras,
ornamentais, gramineas, coniferas, plantas de cultivo e
grados que pro&ém sementes de interesse, plantas de 6leo de
sementes, e outras plantas leguminosas. Verduras incluem
tomates (Lycopersicop esculentum), alface (e.g., Lactuca
sativa), ﬁeijées (Phaseolus vulgaris e Phaseolus limensis),
ervilhas (Lathyrus spp.), € membros do género Cucumis, tal
como pepino (C. sativus), cantalupo (C. cantalupensis), e
meldo (C. melo). Ornamentais incluem azaléia (Rhododendron
spp.), horténsia (Macrophylla hydrangea), hibisco (Hibiscus
rosasanensis), rosas (Rosa spp.), tulipas (Tulipa spp. ),
narcisos (Narcissus spp.), petunias (Petunia hybrida), cravo
(Dianthus caryophyllus), bico-de-papagaio (Euphorbia
pulcherrima), e crisantemo. Coniferas incluem, por exemplo,

pinheiros, tais como pinheiro da variedade loblolly (Pinus
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taeda), pinheiro slash (Pinus elliotii), pihheiro ponderosa
(Pinus ponderosa), pinheiro lodgepole (Pinus contorta), e
pinheiro de Monterey (Pinus radiata):; Pseudotsuga
(Pseudotsuga menziesil); cicuta do oeste (Tsuga
canadensis); espruce Sitka (Picea glauca); sequbia (Sequoia
sempervifens); abetos verdadeiros, tais como abeto prateado
(Abies amabilis) e balsamo (Abies balsamea); e cedros, tais
como cedro vermelho (Thuja plicata) e cedro-amarelo do

Alasca (Chamaecyparis nootkatensis).

O termo planta inclui células vegetais, protoplastos
vegetals, culturas de tecidos de células vegetals das quais
plantas podem ser regenéradas, calos vegetails, moitas, e
células vegetais que sdo intactas em plantas ou partes de
plantas, tais como embrides, podédlen, Ovulos, sementes,
flores, grdos, espigas, sabugos, cascas, caules, raizes,

pontas de raizes, anteras, e similares.

Células procariontes , podem ser também wusadas nos
métodos. Procariontes incluem varias linhagens de E. coli;
contudo, outras linhagens microbianas podem ser também
usadas, incluindo, por exemplo, Bacillus sp, Salmonella, e
Agrobacterium. Exemplos de linhagens de Agrobacterium
incluem C58cl (pGUSINT), Agtl2l (pBUSINT), EHA101
(pMTCA23GUSINT) , EHAlOS (pMT1), LBA4404 (pTOK233), GU2260,
BU3600, AGL-1, e LBA4402. Tais linhagens sao descritas em

detalhe em Chan et al. (1992) Plant Cell Physiol 33:577;

~Smith et al. (1995) Crop Sci 35:301; e Hiei et al. (1994)

Plant J -6:271-282. Exemplos de linhagens bacterianas
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incluem, mas ndo sdo limitados a, C60d (ATCC 23724),
C600hfl, DH1 (ATCC 33849), DH5«, DH5aF', ER1727, GM31,
GM119 (ATCC 53339), GM2163, HB101 (ATCC 33694), JM83 (ATCC
35607), JM101 (ATCC 33876), JM103 (ATCC 39403), JM105 (ATCC
47016), JM107 (ATCC 47014), JM108, JM109 (ATCC53323), JM110
(ATCC 47013), LE392 (ATCC 33572), K802 (ATCC 33526), NM522
(ATCC 47060), RR1 (ATCC31343), x1997 (ATCC 31244), e Y1088
(ATCC 37195). Ver também, Jendrisak et al. (1987) Guide to
Molecular 'Cloning Techniques, Academic Press, 359-371,
Hanahan et al. (1983) J Mol Biol 166:557-580, Schatz et al.
(1989) Cell 59:1035, Bullock et al. (1987) BioTechniques
5:376-378, ATCC Bacteria and Bacteriophages (1996) 9th

Edition, and Palmer et al. (1994) Gene 143:7-8.

Exemplos néollimitantes de linhagens virais incluem,
mas nao sao, mas nao sdo limitados a, geminivirus,
begomovirus, curtovirus, mastrevirus, banda (-} de RNA
virus, banda (+) de RNA virus, potivirus, potexvirus,
tobamovirus, ou outros virus, nanovirus, viréides, e
similares, por exemplo, virus de mosaico de mandioca
africana (ACMV) (Ward et al. (1988) EMBO J 7:899-904 e
Hayes et al. (1988) Nature 334:179-182) , virus de mosaico

estriado de cevadas (BSM) (Joshi et al. (1990) EMBO J

-9:2663—2669),- virus de mosaico de couve-flor (CaMV)

(Gronenborn et al. (1981) Nature 294:773-776 e Brisson et
2l. (1984) Nature 310:511-514), virus da listra do milho
(MSV) (Lazarowitz et al. (1989) EMBO J 8:1023-1032 e Shen
et al. (1994) J Gen Virol 76:965-969), virus de mosaico de

tabaco (TMV) (Takamatsu et al. (1987) EMBO J 6:307-311 e
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Dawson et al. (1989) Virology 172:285;292), virus de
mosaico dourado de tomate (TGMV) (Elmer et al. (1990)
Nucleic Acids Res 18:2001-2006), e virus anado do trigo

(WDV) (Woolston et al. (1989) Nucleic Acids Res 17:6029-
6041) e derivados desses. Ver também, Porat et al. (1996)

Mol Biotechnol 5:209-221.

Seqiiéncias controle procariontes comumente usadas
incluem promotores para iniciacgdo de transcricgado,
opcionalmente com um operador, junto com seqléncias de
ligacdo de ribossomos, incluem tais promotores comumente
usados como sistemas promotores de beta lactamase
(penicilinase) e lactose (lac) (Chang et al. (1977) Nature
198:1056), o sistema promotor de triptofano (trp) (Goeddel
et al. (1980) Nucleic Acids Res 8:4057) e o promotor P L
lambda derivado e o sitio de ligagéo de'ribossomo N-gene

(Shimatake et al. (1981) Nature 292:128).

O vetor é selecionado para permitir a introdug¢dao na
célula hospedeira apropriada. Vetores bacterianos s&o
tipicamente de origem de plasmidio ou fago. Células
bacterianas apropriadas sdo infectadas com particulas de
vetor de. fago ou transfectadas com DNA sem histonas de
vetor de fago. Se um vetor de plasmidio ¢é wusado, as
células bacterianas sao transfectadas com o DNA de vetor de
plasmidio. Sistemas de expressao prbcariontes/bacterianos
para expressar uma proteina estdo disponiveis usando

Bacillus sp. e Salmonella (Palva et al. (1983) Gene 22:2209-
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235; Mosbach et al. (1983) Nature 302:543;545). O operon

Tet e o operon Lac podem ser também empregados.

Uma variedade de sistemas de expressdo eucariontes,
tais como leveduras, linhas celulares de insetos, células
vegetais ou de mamiferos, s&o conhecidas pela expressdo de
um polinucleotideo de interesse. Em alguns exemplos,
células vegetais transformadas/transfectadas sdo empregadas

como sistemas de expressao. A sintese

(introducdo/expresséao) de seqiliéncias de nucleotideos

heterélogas em leveduras é bem conhecida (Sherman et al.
(1982) Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor
Laboratdry). Duas leveduras largamente utilizadas para
producgdo de proteinas eucariontes sdo Saccharomyces
cerevisiae e Pichia pastoris. Vetores, linhagens, e
protocolos para expressdo em Saccharomyces e Pichia séao
conhecidos e disponibilizados pelos fornecedores comerciais
(e.g., InVitrogen). Vetores adequados possuem usualmente
seqliéncias de controle de expressdo, tais como promotores,
incluindo 3—fosfoglicerato quinase ou alcool oxidase, e uma
origem de replicagdo, seqiiéncias de terminacdo e similares,

como desejado.

Bacilovirus recombinantes sdo gerados inserindo-se as
seqliéncias de interesse particulares no genoma do
bacilovirus usando protocolos estabelecidos com vetores e
reagentes de fornecedores comerciais (e.g., InVitrogen,
Life Technologies Incorporated). Vetores cbmerciais estao

sdo prontamente disponibilizados com varios promotores,
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tais como polihedrina e pl0O, seqiéncias "sinal opcionais
para secregdo de proteinas, ou marcas de afinidade, tais
como 6X histidina. Esses virus recombinantes sao
cultivados, mantidos e propagados em linhas celulares
comercialmente disponiveis derivadas de diversas espécies
de insetés, incluindo Spodoptera frugiperda e Trichoplusia
ni. As células de insetos podem ser cultivadas usando
protocolos bem estabelecidos em uma variedade de meios
diferentes, por exemplo, com ou sem suplementacao de soro
bovino. As células cultivadas sdo infectadas com os virus
recombinantes e a seqiiéncia de interesse & expressada.
Proteinas expressadas com O sistema de bacilovirus foram

extensivamente caracterizadas e, em vVvarios casos, suas

modificacdes pds traducgdo, tais como fosforilacao,
acilacéo, etc., sao idénticas a proteina expressa
naturalmente.

Composicdes compreendem, ainda, populacgdes de sitios
de recombinacdo FRT modificados. Uma populagdo é um grupo
ou colecdo que compreende dois ou mais (i.e., 5, 10, iOO,
300, 500, 700, 900, 1100, 1300, 1500, 1700, 1900, 2100,
2300, 2500, 2700, 2900, 3100, 3300, 3500, 3700, 3900, 4000,
4096, 10%, 10%, 10%, 107, 10%, 10° ou mais) sitios de
recombinacdo FRT modificados dissimilares. Em exemplos
especificos, os sitios de recombinagdo FRT modificados sao
heterélogos ao polinucleotideo. Varias populagdes de
sitios de recombinacdo FRT modificados sdo providas,
incluindo, por exemplo, uma biblioteca de sitios de

recombinacdo FRT modificados randomizados. A biblioteca de
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sitios de recombinacdo FRT modificados pode ser usada via
técnicas de selecdo para a identificacdo de populagdes de
sitios de recombinag¢ao FRT modificados funcionais,

recombinogénicos e/ou nado recombinogénicos.

Em ﬁm exemplo, a populacdo de sitios de recombinagao
FRT modificados compreende uma biblioteca. Uma biblioteca
de sitios de recombinacdo FRT modificados compreende uma
populacdo de plasmidios, caracterizada pelo faté de que
cada dos plasmidios na populagdo compreende um marcador de
selecdo comum. Além disso, cada dos plasmidios na
populagéao compreende um membro da populagéd de sitios de
recombihagéo FRT modificados randomizados.
Conseqiientemente, cada plasmidio na populagdo da biblioteca
tem o potencial de coﬁter um membro dissimilar do sitio de
recombinacdo FRT modificado randomizado. Populagdes de
varios sitioé de recombinacdo FRT modificados diferentes
podem ser rastreadas para identificar sitios de

recombinacdo FRT modificados recombinogénicos.

Métodos de produzir ou formar uma popuiagéo de sitios
de recombinacdo FRT modificados randomizados incluem
identificar a regido do sitio de recombinagdo FRT na qhal
alteracdo sao desejadas, tais como todo o comprimento do
sitio FRT, a regido de simetria, a regido de espacamento, o
traco de polipirimidina, ou qualquer combinagao desses, e,
por exemplo, gerar uma populagdo de oligonucleotideos gque
possui os nucleotideos randomicamente modificados na regiédo

desejada. As seqiiéncias randomizadas na biblioteca de
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sitios de recombinag¢do FRT modificados podém ser de varios
comprimentos e compreendem varios dominios. As reagdes
enzimdticas pelas quais segmentos de seqiiéncia aleatérios
sdo feitos podem ndo produzir matematicamente seqiéncias
aleatodrias devido a tendéncias desconhecidas ou
preferénéias de nucleotideos que possam existir. O termo
randomizado, ou aleatdério, reflete a possibilidade de tais
desvios de ndo idealidade. Conseqgientemente, o termo
randomizado é usado para descrever um segmento de acido

nucléico . tendo, em principio, qualquer seqiiéncia de

nucleotideos possivel contendo bases naturais ou
modificadas por um dado comprimento. Além disso, uma
tendéncia pode ser -deliberadamente introduzidas na

seqgiliéncia randomizada, por exemplo, alterando-se as razdes
molares de nucleosideos precursores ou desoxinucleosideos
trifosfatos da reacdo de sintese. Uma tendéncia deliberada
pode ser désejada, por exemplo, para aproximar as
proporcdes de bases individuais em um dado organismo, ou
para afetar a estrutura secundaria. Ver, Hermes et al.
(1998) Gene 84:143-151 e Barril et al. (1991) Cell 67:529-
536. Ver também, Davis et al. (2002) Proc Nétl Acad
Sci.UsA 99:11616-11621, que geraram uma populacao
randomizada tendo uma tendéncia compreendendo uma estrutura
desejada. Portanto, uma populag¢do randomizada de sitios de’
recombinacdo FRT modificados pode ser gerada para contem
uma tendéncia desejavel na estrutura primdria e/ou

secundaria do sitio, ou varios dominios do sitio.
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Nio ¢é necessario dque a biblioteéa inclua todas
seqiiéncias variantes possiveis. A biblioteca pode incluir
tanto quanto um numero possivel de variante de seqgiéncia
como é pratico para selegdo, para assegurar gue um numero
suficiente de sitios de recombinacdo FRT modificados
funcionais potenciais sejam identificados. Por exemplo, se
a seqgiiéncia randomizada no sitio de recombinagdo FRT
modificado inclui os residuos internos de espacamento 6
(ver, Tabela 1), ela conteria aproximadamente 4% (ou 4096)
permutacdes de sequéncia usando as 4 bases naturalmente
ocorrentes. Contudo, ndo é necessario para a biblioteca
incluir todas seqiiéncias possiveis para permitir a selegdo

de sitios de recombinacdo FRT modificados funcionais.

Uma vez que oOs -membros da populacdo dos sitios de
recombinac¢do FRT modificados randomizados s&o gerados, as
seqliéncias séo empacotadas em plasmidios usando métodos
padréo. Em alguns exemplos, a populagdo de plasmidios pode
ser intfoduzida em células adequadas tanto para
amplificagdo como armazenamento. Apesar de ‘"clonagem e
amplificacdo serem tipicamente conseguidas usando células
bacterianas, qualquer combinag¢do funcional de plasmidio e
célula pode ser usada. As células clonadas podem ser
congeladas para futura amplificacdo e uso, ou a biblioteca
de plasmidio empacotada pode ser isoladal e ela proépria

armazenada em qualquer forma que preserve viabilidade.

Plasmidios de interesse tipicos incluem vetores tendo

sitios de .clonagem definidos,‘ origens de replicagao e
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marcadores de selecéo. O plasmidio pode incluir ainda
seqléncias de iniciacao de transcricgéao e traducgao,
terminadores de transcricdo e traducdo, e promotores uteis
para a regulacao da exéfesséo do acido nucléico em
particular. Plasmidios podem incluir também cassetes de
expressdo genéricos contendo pelo menos uma seqiéncia de
terminacido independente, seqliéncias permitindo a replicacéo
do cassete em eucariotos, ou procariotos, ou ambos, tais
como vetores de embaralhamento, e marcadores de selegao
para ambos sistemas procariotos e eucariotos. Vetores
podem ser adequados para replicagdo e integracdao em
eucariotos, ou procariotos, ou ambos. Para descrigdes
gerais de clonagem, empacotamento, e sistemas de expressdao
e métodos, ver Giliman & Smith (1979) Gene 8:81-97; Roberts
et al. (1987) Nature 328:731-734; Berger & Kimmel (1989)
Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in

Enzymology, Vol. 152, Academic Press, Inc., San Diego,

.Calif, (Berger) ; Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning--

- A Laboratory Manual (2nd ed.) Vols. 1-3, Cold Spring Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor Press, N.Y., (Sambrook); e
F. M. Ausubel et al. (eds.) (1994) Current Protocols in
Molecular Biology, Current .Protocols, a joint venture

between Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley &

Sons, Inc. (1994 Supplement) (Ausubel).

Em um exemplo, os membros da populagdo de sitios de
recombinacdo FRT modificados randomizados sdo introduzidos
em uma populagdo de plasmidios, caracterizado pelo fato de

que cada dos plasmidios na populacdo compreende um marcador
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de selecdo comum. Nesse exemplo, uma populagdo de sitios
de recombinacdo FRT modificados randomizados & colocada em
contato com uma populagdo de plasmidios sob condig¢des que
permitem a insercdo da populacgdo de sitios de recombinagao
FRT modiﬁicados randomizados em cada plasmidio da populagao
de plasmidios, tal como cada dos plasmidios de dita
populacdo compreendem um Unico membro da populagdo de
sitios de recombinacdo FRT modificados randomizados. Em um
exemplo, o marcador de selecdo é operacionalmente ligado a
um promotor ativo em uma célula hospedeira de interesse.

Varios marcadores de selecdo podem ser usados no método.

Um marcador seleciondvel ou rastredvel compreende um
segmento de DNA que permite que se identifique ou selecione
para ou contra uma molécula ou uma célula que o contenha,
freqientemente sob condi¢des em particular. Qualquer
marcador de selecdo pode ser usado. Esses marcadores podem
codificar uma atividade, tal como, mas nio limitando-se a,
producao de RNA, pepiideo, ou proteina, ou pode prover um
sitio de lidagéo pafa RNA, peptideos, proteinas, compostos
inorgadnicos e orgédnicos ou composig¢des e similares.
Exemplos 'de marcadores de selegdo incluem, mas ndo sao
limitados a, segmentos de DNA que compreendem sitios de
enzimas de restricdo; segmentos de DNA que codificam
produtos que provém resisténcia contra compostos toxicos
incluindo antibidéticos, tais como, espectinomicina,
ampicilina, canamicina, tetraciclina, Basta, neomincina
fosfotransferase II (NEO) e higromiciné fosfotransferase

(HPT)); segmentos de DNA gque codificam produtos que sao,
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pelo contrario, sem a célula recipiente (e.g., genes de
RNAt, marcadores auxotrdficos); segmentos de DNA que
codificam produtos que podem ser prontamente identificados
(e.g., marcadores fenotipicos, tais como B-galactosidase,
GUS; proteina fluorescentes, tais como proteina verde
fluorescente (GFP), ciano (CFP), amarela (YFP), vermelha
(RFP), e proteina de superficie celular); a geracdo de
novos sitios de primer para PCR (e.g., a justaposicdo de
duas sequéncias de DNA ndo justapostas previamente), a
inclusdo de seqiiéncias de DNA ndo acionadas ou acionadas
por uma endonuclease de restrigdo ou outra enzima
modificadora de DNA, quimico, etc.; e, a inclusdo de
seqliéncias de DNA requeridas para uma modificagéo

especifica (e.g., metilagdo) que permite sua identificacéao.

Marcadores de selegcdo adicionais incluem genes que
conferem resisténcia a compostos herbicidas, tais como
aménio glufosinato, bromoxinil; imidazolinohas, e 2,4-
diclorofenoxiacetato (2,4-D). Ver, em geral, Yarranton
(1992) Curr Opin Biotech 3:506-511; Christopherson et al.
(1992) Proc Natl Acad Sci USA 89:6314-6318; Yao et al.
(1992) Cell 71f63—72; Reznikoff (1992) Mol Microbiol
6:2419-2422; Barkley et al. (1980) in The Operon, pp. 177-
220; Hu et al. (1987) Cell 48:555-566; Brown et al. (1987)
Cell 49:603-612; Figge et al. (1988) Cell 52:713-722;
Deuschle et al. (1989) Proc Natl Acad Sci USA 86:5400—5404;
Fuerst et al. (1989) Proc Natl Acad Sci USA 86:2549-2553;
Deuschle et al. (1990) Science 248:480-483; Goésen (1993)

Ph.D. Thesis, University of Heidelberg; Reines et al.
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(1993) Proc Natl Acad Sci USA 90:1917—19é1; Labow et al.
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Os sitios de recombinacdo FRT modificados, sitios de
recombinacdo FRT modificados funcionais, e as varias
populacdes de tais moléculas incluindo as bibliotecas e
populacdes plasmidios podem ser usadas, “também, como
reagentes em kits. Por exemplo, kits que podem ser
empregados nos varios métodos aqui descritos sdo providos.
Em um exemplo, o kit compreende uma primeira populacgdo de

plasmidios caracterizada pelo fato de que <cada dos

plasmidios na primeira populagdo compreende um primeiro

marcador de selecdo comum; e, cada dos plasmidios na
primeira populagdo compreende um membro de uma populagdo de
sitios de recombinacgdo FRT modificados. O kit pode incluir
ainda uma segunda populacdo de plasmidios caracterizada

pelo fato de que cada dos plasmidios em dita segunda
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populagdo compreende um segundo marcador de selecdo comum,
caracterizado pelo fato de que O primeiro e o segundo
marcadores de selegcdo sdo distintos; e, cada de ditos
plasmidios na segunda populagdo compreende um membro da
populacdo de sitios de recombinacdo FRT modificados. Em
outros exemplos, os kits podem compreender ainda uma FLP
recombinase. Ainda em outros exemplos, o kit podem
compreender um polinucleotideo, opcionalmente integrado no
genoma de um organismo, tendo pelo menos um sitio alvo
flanqueado por sitio de recombinacdo FRT modificado
funcional, dissimilares, nao recombinogénico. Qualquer kit

pode ser ainda acompanhado por instrugdes para uso.

Adicionalmente, providos sdo kits tendo um
polinucleotideo compfeendendo pelo menos um sitio de
recombinacdo FRT modificado funcional heterdélogo, dito
sitio de recémbinagéo FRT modificado funcional compreende
uma sequéncia de espacgamento selecionada do grupo
consistindo de SEQ 1ID NOS:l, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13; 14, 15, 16, 17 e 18. Kits tendo qualquer dos
outros polinucleotideos aqui deScritos sdo ainda providos,
Em exemplos ' especificos, Neo) polinucleotideo no kit
compreende, ainda, pelo menos um sitio de recombinagao
adicional. Em exemplos especificos, os sitios de
recombinacdo sdo dissimilares e nao recombinogénicos com
respeito um ao outro, dissimilares e recombinogénicos com
respeito um ao outro, ou correspondentes e

recombinogénicos. Kits podem incluir, ainda, um ou mais
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das recombinases apropriadas ou um polinucleotideo

codificando a mesma.

Populacées de plasmidios compreendendo um membro de
uma populagéo de. sitios de recombinacdo FRT modificados
podem sef geradas. Sdo providos métodos para selecionar,
identificar e/ou caracterizar sitios de recombinagcao FRT
modificados recombinogénicos da populagdo de sitios de
recombinacdo FRT modificados. Em um exemplo, a selegdo de
um sitio de recombinagdao FRT recombinogénico compreende
prover uma primeira populagao de plasmidios, caracterizado
pelo fato de que cada dos plasmidios na primeira populagéao
compreende um primeiro marcador de selegao comum; €, Cadé
dos plasmidios na primeira populagao compreende um membro
heterdélogo de uma poﬁulagéé de sitios de recombinagdo FRT
modificados. Uma segunda populagdo de plasmidios &
provida. A éegunda populagdo de plasmidios compreende um
segundo marcador de selegdo comum, caracterizado pelo fato
de que o primeiro e © segundofnmrcadores de selegdo sao
distintos; e, cada dos plasmidios na segunda populagéao
compreende um membro da populacdo de sitios de recombinacgao
FRT modificados. Um marcador de selecdo distinto indica
que o marcador presente na primeira populacdo de plasmidios
emprega um esquema de selecgdo diferente ou agente do que o
marcador de selecdo presente na segunda populagdo de
plasmidios. Em outras palavras, a presenca de um marcador
de selecdao distinto nas duas populacdées de plasmidios

permitird o rastreamento de populacdes de plasmidios para
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determinar se nenhum, um, ou ambos marcadores de selecgao

estdo presentes.

Em um método, a primeira populagdo de plasmidios &
combinada com a segunda populagdo de plasmidios na presenga
de uma FLP recombinase. Os componentes sdo combinados in
vivo ou in vitro sob condigdes que permitem que ocorra a
integragdo mediada por recombinase. A integracdo mediada
por recombinase resulta em um evento de recombinacgdo entre
um sitio FRT recombinogénico modificado em um plasmidio e
um sitio FRT recombinogénico modificado em um segundo
plasmidio. O evento de recombinacdo resulta na geragdo de
um plaémidio co-integrante. Um co-integrante & umé
molécula de 4acido nucléico que contém ambas moléculas
parentais, o plasmidio da primeira biblioteca e © plasmidio
da segunda biblioteca. Isto seria usualmente circular, mas
pode ser também linear. Um co-integrante pode compreender
plasmidios da primeira e segunda bibliotecas e, portanto,
ter dois marcadores de selegdo distintos. Piasmigios co-.
integrantes adicionais podem se formar entre plasmidios da
mesma populagao. Esses co-integrantes compreendem
marcadores de selec¢cdo comuns. Esquemas de selecgdo que
permitem a selegdo de co-integrantes gerados via um evento
mediado por recombinase entre plasmidios da primeira e
segunda populacdes de plasmidios s&do discutidos em detalhe

abaixo.

As condicdes nas quais as duas populagoes de

plasmidios s&do combinadas permitirdo que FLP recombinase
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medie um evento de recombinagao entre um sitio de
recombinacdo FRT recombinogénico modificado contido em um
plasmidio da primeira populacao com um sitio de
recombinacao FRT recombinogénico modificado contido em um
plaémidio da segunda populagdo e, portanto, formem um
plasmidid co-integrante. Condig¢des que permitem a o evento
de integracdo mediada por recombinase podem variar. Por
exemplo, a quantidade de recombinase adicionada para
dirigir a reacdo integracao mediada por recombinase pode
ser determinada usando testes conhecidos, tais como testes
de titulacdo, para determinar a quantidade apropriada de
recombinasev sob dadas condicdes. Similarmente, a
concentracdo de ambas populagdes de plasmidios pode'.sei
variada, junto com o tempo, temperatura e outras condigdes
de reacdo para permitir uma reacao desejada. Em um
exemplo, as populagdes de plasmidios sdo adicionadas em uma

razdo equimolar.

Qualquer método que permita a selecdo, enriquecimentd{
ou identificacdo de um plasmidio co—integrante -pode sef
usado nos métodos. Em um exemplo, © co—integrahte
compreenderd dois marcadores de selegao- distintos.
Consequentemehte, métodos para selecionar co-integrantes
fora dos plasmidios que tanto falharam tanto para sujeitar
um evento de integracdo mediado por recombinase ou sujeitar
um evento entre plasmidios da mesma populacao podem
introduzir a mistura compreendendo os co-integrantes e OS
outros plasmidios que né&o reagiram em uma célula hospedeira

e selecionar células hospedeiras tendo ambos marcadores.
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Apdés a formagao do co-integrante, a etapa de selegao
pode ser conduzida tadto in vivo ou in vitro dependendo do
esquema de selegao em particular sendo empregado, ver por
exemplo, U.S. Patent 6.277.608. Os esquemas de selegdao que
podem sef empregados nos meétodos e composicdes irdo variar
dependendo do marcador de selecdo empregado nas populacgdes

de plasmidios.

Esquemas de selegdo in vivo podem ser usados com uma
variedade de células hospedeiras incluindo, por exemplo? E.
coli. Segue um exemplo ndo limitante de um plasmidio co-
integrante junto com um esquema de selecdo ndo limitante in
vivo. Nesse exemplo, um plasmidio A compreende um'marcador
de selecdo de ampicilina e um sitio FRT modificado e
plasmidio B compreende um marcador de selecdo de
espectinomicina e um sitio de recombinacdo FRT modificado
correspondente. Com a adicao de FLP recombinase, OCOrre um
evento de recombinagido entre o sitio FRT modificado dé
plasmidio A e plasmidio B. O plasmidio co-integrante
resultante compreende ambos marcador de ampicilina do
plasmidio A e o marcador espectinomicina de plasmidio B.
Os plasmidios da mistura de reacdo sdo introduzidos em E.
coli competente. E. <coli contendo co—integréntes sao
resistentes a ambas ampicilina e espectinomicina. Segﬁindo
a selecdo de co-integrantes, Os sitios de recombinagédo FRT
modificados contidos’ no co-integrante podem ser
caracterizados, e os sitios de recombinagdo FRT modificados

contidos nos plasmidios A e B podem ser, entéao,
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determinados. - Por exemplo, 0s sitios podem ser
seguienciados. Além disso, a eficiéncia de excisao de
recombinacdo pode ser também determinada. Em alguns

exemplos, o sitio FRT modificado de plasmidio A e de
plasmidio B pode ser também dissimilares e
recombinogénicos. Em tais instancias, os sitios de
recombinacdo aparecendo no plasmidio co-integrante podem
ser seqlienciados para determinar os sitios
dissimilares/recombinogénicos aparecendo no plasmidio A e

plasmidio B.

Outros esquemas para selecdo incluem testes in vitro
que testam para a selecdo dos co-integrantes através da
geracdo de novos sitios de primer para PCR; inclusdo de
seqgiiéncias de DNA aéionadas ou ndo acionadas por uma
endonuclease de restrigdo ou outras enzima modificadora de
DNA, quimicos} etc.; a selecdo do produto desejado por
tamanho ou outra propriedade fisica da molécula; e a
inclusdo de uma seqiiéncia de DNA requerida para uma

modificacdo especifica (e.g., metilacao) .

Sitios de recombinagao FRT modificados
recombinogénicos podem ser usados em varios métodos de
recombinacdo sitio especificos in vitro e 1in vivo que
permitem a integracdo direcionada, troca, modificacao,
alteracao, excisao, inversao, e/ou expressdo de uma
seqiiéncia de nucleotideos de interesse, ver, por exemplo,
W099/25821, W099/25854, W099/25840, W099/25855, e
W099/25853. '



10

15

20

25

87/180

Os métodos empregam um sistema de recombinacdo sitio
especifico. Uma recombinase sitio especifica, também
referida como uma recombinase, €& um polipeptideo que
catalisa a recombinagdo conservativa sitio especifica entre
seus sitios de recombinagao compativeis, portanto, uma
recombinase inclui polipeptideos nativos, assim como
variantes e/ou fragmentos que retém atividade, e
polinucleotideos nativos e variantes e/ou fragmentos que
codificam uma recombinase que retém atividade. A
recombinase usada nos métodos podem ser uma recombinase
nativa ou um fragmento biologicamente ativo ou variante da
recombinase. Um polipeptideo ou polinucleotideo nativo
compreende uma segiiéncia de aminodcidos ou “seqiéncia de
nucleotideos naturalmente -ocorrente. Para revisdes de
recombinases sitio especificas, ver Sauer (1994) Curr Op
Biotechnol 5{521—527; e Sadowski = (1993) FASEB 7:760-767.
Recombinases Uteis nos métodos e composigdes incluem
recombinases das familias Integrase e Resolvase, variantes
biologicamente ativos e fragmentos dessas, e qualquer outra
enzima naturalmente ocorrente ou | produzida
recombinantemente ou variante dessa, que catalisam
recombinacdo conservativa sitio especifica entre sitios de

recombinacdo de DNA especificados.

A familia de recombinases Integrase possui mais de cem
membros e inclui, por exemplo, FLP, Cre, lambda integrase,
e R. Para outros membros da familia Integrase, ver, por

exemplo, Esposito et al. (1997) Nucleic Acids Res 25:3605-
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3614 e Abremski et al. (1992) Protein Eng 5:87-91. Outros
sistemas de recombinacdo incluem, por exemplo, phi C31
estreptomiceto bacteriéfago (Kuhstoss et al. (1991) J Mol
Biol 20:897-908); o sistema de recombinacgao SSV1l sitio
especifico de Sulfolobus shibatae (Maskhelishvili et al.
(1993) Mol Gen Genet 237:334-342); e um sistema de
integracdo retroviral baseado em integrase (Tanaka et al.
(1998) Gene 17:67-76). Em outros exemplos, a recombinase &
uma que ndo reguer cofatores ou um substrato super
helicoidal. Tais recombinases incluem a Cre nativa (SEQ ID
NOS:45 e 46), a FLP nativa (SEQ 1ID NOS:48 e 49), ou

variantes ou fragmentos ativos dessas (SEQ ID NOS:47 e 50).

A FLP recombinase ¢é uma proteina que catalisa uma
reacdao sitio especifiéa gue é envolvida em amplificar o
ﬁﬁﬁero de cobpias do plasmidio de dois micron de S.
cerevisiae dufante a replicagdo de DNA. FLP recombinase
catalisa a recombinacdo sitio especifica entre dois sitios
FRT. A proteina FLP foi clonada e expressada (Cox (1993)
Proc Natl Acad Sci USA 80:4223-4227). A FLP recombinase
para uso nos métodos e com as composigdes pode ser derivada
do género Saccharomyces. Pode-se também sintetizar um
polinucleotideo compreendendo a recombinase usando cdédons
preferenciais de planta para étimé expressdo em uma planta’
de interesse. Uma enzima FLP recombinante codificada por
uma seqiéncia de nucleotideos compreendendo cbédons
preferenciais de milho (FLPm) que catalisam eventos de
recombinacdo sitio especificos é conhecida (SEQ ID NO:50, e

US Patent 5.929.301). Variantes funcionais adicionais e
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fragmentos de FLP séo conhecidos (Buchholé et al. (1998)
Nat Biotechnol 16:617-618, Hartung et al. (1998) J Biol
Chem 273:22884-22891, Saxena et al. (1997) Biochim Biophys
Acta 1340:187—204f e Hartley et al. (1980) Nature 286:860-
864) .

A  recombinase Cre de Dbacteriéfago catalisa a
recombinacdo sitio especifica entre dois sitios lox. A Cre
recombinase é conhecida (Guo et al. (1997) Nature 389:40-
46; Abremski et al. (1984) J Biol Chem 259:1509-1514; Chen
et al. (1996) Somat Cell Mol Genet 22:477-488; Shaikh et
al. (1977) d Biol . Chem 272:5695-5702; e, Buchholz et al.
(1998) Nat Biotechnol 16:617-618. Seqliéncias dé
nuéleotideos Cre podem ser tambémn sintetizadas .usando
cbédons preferenciais de plantas, por exemplo tais
seqiiéncias (moCre) sdo descritas em WO 99/25840 e relatadas

em SEQ ID NO:47.

£ ainda reconhecido que uma recombinase guimérica pode
ser usada nos métodos. Uma recombinase quimérica € uma
proteina de fusdo recombinante que & capaz de catalisar a
recombinacdo sitio especifica entre sitios de recombinagao
que se originam de diferentes sistemas de recombinagao.
Por exemplo, se um grupo de sitios de recombinagao
funcionais, caracterizada como sendo dissimilares e nao
recombinogénicos com respeito uma a outra, é utilizado nos
métodos e composig¢des, e O grupo comp;eende um sitid FRT e
um sitio Lox?, uma FLP/Cre recombinase quimérica ou

variante ou fragmento ativo dessa serd necessario ou ambas
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recombinases podem ser providas separadamente. Métodos
para a produgdo € uso de tais recombinases gquiméricas ou
variantes ou fragmentos ativos dessas sdo descritos em WO

99/25840.

Fragﬁentos e variantes dos polinucleotideos
codificando recombinases e fragmentos e variantes das
proteinas recombinase sao também englobados. Um fragmento
¢ uma porgao do polinucleotideo e/ou qualquer proteina
codificada dessa forma ou uma porgdo do polipeptideo.
Fragmentos de um polinucleotideo podem codificar fragmentos
de proteina que retém a atividade bioldégica da proteina
nativa e, assim, implementar um evento de recombinagéo;
Assim, fragmentos de um polinucleotideo podem variar de
pelo menos cerca dé 20 nucleotideos, a cerca de 30
nucleotideos, a cerca de 100 nucleotideos, e até o
polinucleotidéo de comprimento total codificando uma

recombinase.

Um fragmento de um polinucleotideo que codifica -uma
porgdo biologicamente ativa de uma proteina recombinase
codificard pelo menos 15, 25, 30, 50, 100, 150, 200, 250,
300, 320, 350, 375, 400, ou 420 aminodcidos contiguos, ou
até o numero total de aminodcidos presentes em uma proteina
recombinase de comprimento total (i.e., 423 aminoacidos
para a FLP recombinase e 338 aminoacidos para a Cre

recombinase) usada nos métodos.
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Uma porcdo biologicamente ativa dé uma proteina
recombinase pode ser preparada isolando uma porgdo de um
dos polinucleotideos codificando a porgao do polipeptideo
recombinase e expressando a porcdo codificada da proteina
recombinase, e avaliando a atividade da porcdo da
recombinése. Polinucleotideos que codificam fragmentos de

um polipeptideo recombinase podem compreender seqiiéncias de

nucleotideos compreendendo pelo menos 16, 20, 50, 75, 100,

150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700,
800, 900, 1.000, 1.100, ou 1.200 nucleotideos, ou até o
numero total de nucleotideos presentes em uma seqliéncia de
nucleotideos de recombinase de comprimento total (i.e.,
1032 nucleotideos para a FLP recombinase eJ 1260

nucleotideos para a Cre recombinase) aqui descrita.

Seqgiiéncias variantes possuem um alto grau de
similaridade | de seqliéncia. - Para polinucleotideos,
variantes conservativos incluem aquelas seqiiéncias que, pPOr
causa da degeneragdo -do cédigo genético, codificam a
seqiiéncia de aminoacidos de um  dos polipeptideos
recombinase nativos. Variantes, tals como esses, podem ser
identificado com o uso de técnicas de biologia molecular
bem conhecidas, como, PpOr exemplo, com reagao de cadeia de
polimerase (PCR) e técnicas de hibridizagdo.
Polinucleotideos variantes também incluem segiiéncias de
nucleotideos sinteticamente derivadas, tais como aquelas
geradas, Ppor exemplo, usando mutagénese sitio-direcionada,
mas - que ainda codificam ~uma proteina recombinase.

Geralmente, variantes de um polinucleotideo em particular
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terdo pelo menos cerca de 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 975,
98%, 99% ou mais de identidade de segiiéncia aquele
polinucleotideo em particular, como determinado  por
programas de alinhamento de segliéncias e paradmetros

conhecidos.

variantes de um polinucleotideo em particular (a

seqiiéncia de nucleotideos referéncia) pode ser também

avaliada por comparagao da identidade de segiiéncia

percentual entre o polipeptideo codificado por um
polinucleotideo variante e o polipeptideo codificado pelo
polinucleotideo referéncia. Assim, .por exemplo,
polinudiéotideos isolados que codificam um polipeptideo com
uma dQAa identidade de seqiiéncia percentual a recombinase
sio conhecidos. A identidade de seqiiéncia percentual entre
dois polipeptideos pode ser calculada usando programas de
alinhamento de seqliéncias e parametros descritos. Onde
qualquer par de polinucleotideos é avaliada por comparagao
da identidade de“séquéncia percentual compartilhada pelos
dois polipeptideos que codificam, a identidade de seqgiéncia
percentual entre os dois polipeptideos é pelo menos cerca
de 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 965%, 97%, 98%, 99% ou mails de

identidade de seqiiéncia.

Uma proteina variante deve significar uma proteina
derivada da proteina nativa por delecdo, -‘adigdo, e/ou

substituicdo de um ou mais aminoadcidos a(s) regido(des) N-
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terminal, interna , e/ou extremidade C-terminal da proteina
nativa. Proteinas variantes sdo biologicamente ativas,
isto &, continuam a possulr a atividade bioldgica desejada
da proteina nativa, por exemplo, uma recombinase variante
implementard um evento de recombinacdo entre sitios de
recombinacdo apropriados. Tais variantes podem resultar
de, por exemplo, polimorfismo genético ou de manipulagao
humana. - Variantes biologicamente ativos de uma proteina

recombinase nativa terd pelo menos cerca de 40%, 45%, 50%,

55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 945%,

95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais de identidade de segiiéncia
a seqiiéncia de aminodcidos para a proteina nativa, como
determinado por programas de alinhamento de seqiiéncias e
parémetfos conhecidos. Um variante biologicamente ativo de
uma proteina pode diferir daquela proteina por tao pouco
quanto 1-15 residuos de aminocadcidos, tado pouco gquanto 1-10,
tal como 6—10, tao pouco quanto 5, tao pouco quanto 4, 3,

2, ou até 1 residuo de aminoéacido.

Relacdes de seqgiéncia podem ser anélisaaaé e descritas
usando algoritmos implementados pof computador. A relagao
de segiiéncia entre dois ou mais polinucleotideos, ou dois
oﬁ mais polipeptideos, pode ser determinada gerando O
alinhamento oétimos das seqiéncias, e pontuando as
correspondéncias e Os espagos no alinhamento, que resulta
na identidade de seqiéncia percentual, e a similaridade de
seqiiéncia percentual. Relacdes de polinucleotideo pode ser
também descritas baseadas em uma comparagao dos

polipeptideos que cada um codifica. Varios programas e
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algoritmos para a comparagao e analise de seqiiéncias estéo

disponiveis.

A menos que declarado ao contrario, o©os valores
identidade/similaridade de seqiiéncia aqui providos referem-
se ao valor usando GAP Version 10 (GCG, Accelrys, San
Diego, CA) usando Os seguintes parametros: % identidade e %
similaridade para uma seqliéncia de nucleotideos usando um
peso de penalidade de criacdo de espago de 50 e um peso de
penalidade de extensao de espago de 3, e a matriz de
pontuagdo nwsgapdna.cmp; g identidade e % similaridade para
uma seqﬁénqia de aminoacidos usando um peso de penalidade
de criacdo de espago de 8 e um pesb de penalidade de
extensio de espaco de 2, e a matriz de pontuagdo BLOSUM62
(Henikoff & Henikoff (198%) Proc Natl Acad Sci USA

89:10915).

GAP usa o algoritmo de Needleman and Wunsch (1970) J.
Mol. Biol. 48: 443-453, para encontrar O alihhamento de

duas segqgiiéncias completas que maximiza - o numero de

correspondéncias e minimiza O nimero de espagos. GAP

considera todos alinhamentos possiveis e posigdes de espago

" possiveis e cria o alinhamento com o maior numero de bases

com correspondéncia e O menor de espagos. Isto permite a
provisdo de uma penalidade por criagao de espag¢os € uma
penalidade por extensdo de espagos em unidades de bases com
correspondéncia. GAP deve fazer um saldo de numero de
penalidade de criacado de espagos de correspondéncias para

cada espag¢o que insere. Se uma penalidade por extensdo de
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espago maior que zero é escolhida, GAP deve,
adicionalmente, fazer um saldo para cada espac¢o inserido do
comprimento do espago vezes a penalidade por extensao de
espa¢co. GAP apresenta um membro da familia de alinhamentos

étimos.

Identidade de seqiiéncia, ou identidade, é uma medida
dos residuos nas duas seqiiéncias que sido a mesma quando

alinhadas para méaxima correspondéncia. Seqiéncias,

particularmente polipeptideos, que diferem por

substituicdes conservativas sao ditas por ter similaridade
de sequéncia ou similaridade. Meios para fazer esse éjuste
séo conhecidos, e tipicamente envolvem pontuar uma
substituicdo conservativa como uma parcial, ao invés de uma
falta de corfespondéncia cémpleta. Por exemplo, onde um
aminodcido idéntico recebe uma pontuacao de 1 e uma
substituigéo nio conservativa recebe uma pontuacdo de zero,
uma substituicdo conservativa recebe uma pontuagdo entre
zero e 1. A pontuagao de substituicdes conservativas é
calculada, -usando a matriz de pontuagdo selecionada

(BLOSUM62 por padrdo para GAP) .

Proteinas podem ser " alteradas em varios meios
incluindo substituigdes, delecgdes, truncacdes, e insercgdes
de aminoacidos. Métodos para tais manipulagdes sdo
geralmente - conhecidos. Por exemplo, variantes de
seqiiéncias de aminoacidos das proteinas recombinase podem
ser preparados por 'mutagées no DNA. Métodos para

mutagénese e alteragdes de seqiiéncias de nucleotideos
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incluem, por exemplo, Kunkel (1985) Proc Natl Acad Sci USA
82:488-492; Kunkel et al. (1987) Methods in Enzymol
154:367-382; U.S. Patent 4,873,192; Walker & Gaastra, eds.
(1983) Techniques in Molecular Biology (MacMillan
Publishing Company, New York) e as referéncias ai citadas.
Direcgdes éomo para substituigdes de aminodcidos apropriadas
gue ndo afetam a atividade biolégica da proteina de
interesse podem ser encontradas no modelo de Dayhoff et al.
(1978) Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl Biomed

Res Found, Washington, D.C.). Substituicdes conservativas,

- tais como permuta de um aminoadcido por outro tendo
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propriedades similares, podem ser preferiveis.

Os polinucleotideosvrecombinase usados incluem ambas
seqgiiéncias nativas naturaimente ocorrentes, assim como
formas mutantes ou modificadas. Da mesma maneira, as
proteinas usadas nos métodos englobam ambas proteinas

naturalmente ocorrentes, assim como variagdes e formas-

modificadas dessas. Tais variantes continuam a possuir a

‘habilidade de implementar um evento de recombinagao.

Geralmente, as mutagoes feitas no polinucleotideo
codificando o polipeptideo variante nao posicionam a
seqiiéncia foram do gquadro de leitura ou criam regides

complementares que poderiam = produzir estrutura de RNA

secundéaria. Ver, EP Patent Application Publication No.
75.444.
N&o espera-se que as delecgodes, insercg¢des, e

substituicdes das seqiiéncias de proteinas aqui englobadas
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produzam mudangas radicais nas caracteristicas da proteina.
Contudo, gquando & dificil prever o efeito exato da
substituicdo, delecdo, ou insercdo antes de fazé-la, o©
efeito serad avaliado por testes de rastreamento de rotina.
Testes para atividade de recombinase sdo conhecidos e
geralmente medem a atividade total da enzima em substratos
de DNA contendo sitios de recombinagado. Por exemplo, para
testar atividade FLP, inversao de uma seqiéncia de DNA em
um plasmidio circular contendo dois sitios FRT invertidos
podem ser detectados como uma mudanca em posigdo de sitios
de enzima de restrigdo. Esse teste é descrito em Vetter et
al. (1983)'PNAS 80:7284. Alternativamente, a excisdo de
DNA de uma molécula ou frequéncia de recombinagao
intermolecular induzida pela enzima podem ser testadas,
como descrito, por eéemplo; em Babineau et al. (1985) J
Biol Chem 260:12313; Meyer-Leon et al. (1987) Nucleic Acid
Res 15:6469; e Gronostajski et al. (1985) J Biol Chem
260:12328. Alternativamente, atividade de recombinase pode
ser também testada por excisdo de uma seqiiéncia flanqueada
por sitios FRT recombinogénicos que cOm remogao ativardo um
gene marcador testavel. Estratégias de teste similares

podem ser usadas pra Cre ou outras enzimas recombinase.

Polinucleotideos e proteinas variantes também englobam
seqiiéncias e proteinas derivadas de um procedimento
mutagénico e/ou recombinogénico, tal como embaralhamento de
DNA. Com tal procedimento, uma ou mais seqliéncias
codificadoras de recombinase diferentes  podem  ser

manipuladas para criar uma nova proteina recombinase
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possuindo as propriedades desejadas. Dessa maneira,
pibliotecas de polinucleotideos recombinantes sdo geradas a
partir de uma populagao de polinucleotideos relacionados
compreendendo regides de seqiéncia que possuem identidade
de seqiiéncia substancial e podem ser homologamente
recombinaaas in wvitro ou in vivo. Estratégias para tal
embaralhamento de DNA sdo conhecidas e incluem, por
exemplo, Stemmer (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:10747-
10751; Stemmer (1994) Nature 370:389-391; Crameri et al.

(1997) Nat Biotech 15:436-438; Moore et al. (1997) J Mol

©  Biol 272:336-347; Zhang et al. (1997) Proc Natl Acad Sci
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USA 94:4504f4509; Crameri et al. (1998) Nature 391:288-291;
o U.S. Patents 5.605.793 e 5.837.458. |

Os métodos e composigéés podem empregar, ainda, sitios
de recombinacdo que ndo os sitios FRT modificados aqui
providos. | Um sitio de recombinagao é qualquer
polinucleotideo nativo ou sintético/artificial que &
reconhecidé pela enzima recombinase de interesse. Varios
sistemas de recombinagdo sao conhecidos, como é o sitio(s)

de recombinacdo apropriado a ser usado com O sistema de

recombinagao de interesse, incluindo variantes
biologicamente ativos e fragmentos de sitios de
recombinacdo. Exemplos de sitios de recombinagdao para -uso

sio conhecidos e incluem sitios FRT incluindo o sitio FRT
nativo (FRT1, SEQ ID NO:39), e varios variantes funcionais
de FRT, incluindo mas nao limitando-se a, FRT5 (SEQ 1ID
NO:40), FRT6 (SEQ 1ID NO:41), FRT7 (SEQ 1ID NO:42), FRT87

(SEQ ID NO:24), e outros sitios FRT modificados funcionais
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aqui descritos. Ver, por exemplo, WO 03/054189, WO
02/00900, WO 01/23545, e, Schlake et al. (1994)
Biochemistry 33:12745-12751.

sitios de recombinagcdo do sistema de recombinagao
Cre/Lox éitio especifico podem ser também usados. Tais
sitios de recombinagdo incluem, por exemplo, sitios LOX
nativos e varios variantes funcionais de LOX. Uma analise
da atividade de recombinagdo de sitios LOX variantes &
apresentada em Lee et al. (1998) Gene 216:55-65 e em U.S.
Patent 6.465.254. Também, ver por exemplo, Schlake & Bode
(1994) Bioqhemistry 33:12746-12751; Huang et al. (1991)
Nucleic Acids Res 19:443-448; Sadowski (1995) In Progress
in Nucleic Acid Research and Molecular Biology Vol. 51, pp.
53-91; U.S. Patent 6.465.254; Cox (1989) In Mobile DNA,
Berg and Howe (eds) American Society of Microbiology,
Washington D.C., PPp. 116-670; Dixon et al. (1995) Mol

Microbiol 18:449-458; Umlauf & Cox (1988) EMBO J 7:1845-

©1852; Buchholz et al. (1996) Nucleic Acids Res 24:3118-

3119; Kilby et al. (1993) Trends Genet 9:413-421; Rossant &
Geagy (1995) Nat Med 1:592-594; Albert et al. (1995) Plant
J 7:649-659; Bayley et al. (1992) Plant Mol Biol 18:353-
361; Odell et al. (1990) Mol Gen Genet 223:369-378; Dale &
Ow (1991) Proc Natl Acad Sci USA 88:10558-10562; Qui et al.
(1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:1706-1710; Stuurman et al.
(1996) Plant Mol Biol 32:901-913; Dale et al. (1990) Gene

91:79-85; e WO 01/111058.

Qualquer sitio de recombinacdo adequado ou grupo de
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sitios de recombinagdo podem ser utilizado nos métodos e
composicdes, incluindo um sitio FRT, um variante funcional
de um sitio FRT, um.sitio LOX, e variante funcional de um
sitio LOX, qualguer combinacdo desses, ou qualquer outra

combinacdo de sitios de recombinagdo conhecidos.

Diretamente repetido indica que . OS sitios de
recombinacdo em um grupo de sitios de recombinagao
recombinogénicos sdo arranjados na mesma orientacdo, de
forma que a recombinagdo entre esses sitios resulte em
excisao, ao 1invés de 1inversao, da seqiéncia de DNA
intervenienﬁe. Sitio(s) de recombinagdo invertido(s)
indica que o os sitios de recombinagdo em um grupo de
sitios de recombinagao recombinogénicos.séo arranjados na
orientacdo oposta, de forma que a recombinacdo entre esses
sitios resulta em inversdo, ao 1invés de excisdo, da

seqiiéncia de DNA interveniente.

0 sitio alvo e cassete de transferéncia compreendem

‘pelo menos um sitio de recombinacgéao. A(s) recombinase(s)

sitio-especifica(s) wusada(s) dependerd dos sitios de
recombinacdo presentes no sitio alvo e no cassete de
transferéncia, por exemplo se sitios FRT sdo utilizados,
uma FLP recombinase ou variante ativo dessa sera provida.
Da mesma maneira, onde sitios Lox sao utilizados, uma Cre
recombinase ou variante ativo dessa €& provido. Se 0 grupo
de sitios de recombinacdo funcionais compreende ambos sitio-
FRT e um sitio Lox, serdo providos tanto uma FLP/Cre

recombinase quimérica ou um variante ativo ou ambas FLP e
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Cre recombinases ou variantes ativos dessas. Em um
exemplo, peio menos um dos sitios de recombinacgao
empregados no sitio alvo, cassete de transferéncia, ou
ambos compreenderdo pelo menos um sitio de recombinagdo FRT

modificado funcional aqui descrito.

Prover inclui qualquer método que permite que um
polipeptideo e/ou a polinucleotideo, tal como uma
recombinase, sitio alvo, cassete de transferéncia,
polinucleotideo de interesse, sejam trazidos juntos com Os
componentes citados. Por exemplo, uma célula pode ser
provida com esses varios componentes via uma variedade de
métodos. incluindo métodos de transformagao transiente e
estavel; co-introduzir um DNA de recombinase, RNAm ou
proteina diretamente na célula; empregar um organismo,
célula, linhagem ou linha que expresse a recombinase para a
transformagéQAinicial; ou cultivar o organismo carregando ©O
sitio alvo e cruzando-o a um organismo que expresse uma’
proteina recombinase ativa e selecionar eventos na
progénie. = Qualquer promotor incluindo promotor
constitutivo, induzido, regulado por
desenvolvimento/temporal, ou espacialmente regulado, capaz
de regular a expressao no organismo de interesse pode ser

usado para expressar a recombinase apropriada.

Composicdes compreendendo sitios de recombinagdo FRT
modificados recombinogénicos sao providas, junto com
variantes biologicamente ativos e fragmentos dos sitios FRT

recombinantes modificados recombinogénicos. O sitio de
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recombinacdo FRT modificado recombinogénico pode ser usado

em varios métodos de recombinagdo sitio especificos.

Os métodos podem empregar sitios alvo e cassetes de
transferéncia para permitir a manipulagéb, troca, excisdo,
alteragéo; inversiao e/ou introdug¢ao de uma seqliéncia de
nucleotideos in vivo ou in vitro. Um sitio alvo compreende
pelo menos um sitio- de recombinagéo. Em exemplos
especificos, o sitio alvo compreende um polinucleotideo que
& imediatamente flanqueado por pelo menos dois sitios de
recombinacdo, incluindo grupos de sitios de recombinagao
funcionais que sdo dissimilares e nao recombinogénicos com
respeito um ao outro; correspondentes e recombinogénico$
respeito um ao outro; ou dissimilares e recombinogénicos
respeito um ao odtro. Uma ou mais seqiiéncias
intervenientes podem estar presentes entre oOs sitios de
recombinagdo do sitio alvo. Seqiiéncias intervenientes de
particular interesse incluem ligantes, adaptadoras, regides
reguladoras, introns, sifios de restricéo,
intensificadores, isolantes, marcadores de selecao, .
seqiiéncias de nucleotideos de interesse, promotores, e/ou
outros sitios que auxiliam na construgdo ou anadlise de
vetor. E ainda reconhecido que um sitio de recombinagao
pode estar contido na seqgiiéncia de nucleotideos de
interesse incluindo introns, seqgliéncia codificadora, UTRs

5', UTRs 3', e/ou regides reguladoras.

Em exemplos especificos, o sitio alvo estd em uma

célula ou um organismo de interesse. Em outros exemplos, ©
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sitio alvo estad estavelmente integrado no Qenoma da célula
ou no organismo de interesse. E reconhecido que a célula
ou o organismo podem compreender multiplos sitios alvo, os
quais podem ser localizados em um ou maltiplos loci nos
Cromossomos ou através dos Cromossomos. Maltiplas
manipulaéées independentes de cada sitio alvo no organismo
estao disponibilizadas. Adicionalmente, o sitio alvo pode
compreender, também, um cassete de expressao compreendendo
uma seqiiéncia de nucleotideos codificando uma recombinase
apropriada. Em outro exemplo, a seqiiéncia de nucleotideos
codificando a recombinase ¢é estavelmente integrada no

genoma do organismo.

Os métodos empregam, ainda, cassetes de‘transferéncia.
Um cassete de transferéncia compreende pelo menos um sitio
de recombinacgdo. Em exemplos especificos, o cassete de
transferéncia compreendendo um polinucleotideo flanqueado
por pelo menos um primeiro sitio de recombinagdao e um’
segundo sitio de recombinagdo, caracterizado pelo fato de
gue o primeiro e o segundo 'sitios de recombinagao
correspondem aos sitios de recombinagdo no sitio alvo.‘ 0
primeiro e o segundo sitios de recombinagéo funcionais do
cassete de +transferéncia podem ser dissimilares e néo
recombinogénicos com respeito um ao outro. Quando um sitio
alvo e um cassete de transferéncia compreendendo sitios de
recombinacdo compativeis e a recombinase sao combinados, a
seqiiéncia de nucleotideos entre os sitios de recombinacgao
do sitio alvo serd trocada com a seqgiiéncia de nucleotideos

entre os sitios de recombinacao do cassete de
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transferéncia. Flanqueado por, gquando usaao em referéncia
a posicdo dos sitios de recombinagdo do sitio alvo ou o
cassete de transferéncia, refere-se a uma posicgao
imediatamente adjacente a seqiéncia que pretende ser

trocada ou inserida.

O cassete de transferéncia pode ainda compreender um
polinucleotideo de interesse. Os sitios de recombinacao
podem ser diretamente contiguos com o polinucleotideo de
interesse ou pode existir uma ou mais seqiiéncias
intervenientes presentes entre uma ou ambas extremidades do
polinucleotideo de interesse e o0s sitios de recombinagdo.
Seqiiéncias intervenientes de particular interesse incluem
ligantes, adaptadores, intensificadores, introns,
isolantes, sitios de ©restricdo, marcadores de selecdao,
polinucleotideos de interesse, promotores, e/ou outros
sitios que auxiliam na construgdo ou analise de vetor. Os
sitios de recombinacdo podem = estar ‘contidos no
polinucleotideo de  interesse incluidos . nos : introns,
seqiiéncia codificadora, e/ou regides’ '5' e 3' nao

traduzidas.

-Em um exemplo, -0 cassete de transferéncia e/ou o sitio
alvo comoreendem pelo menos um sitio de recombinagdo FRT
modificado funcional, onde o de recombinacdo FRT modificado
funcional compreende uma seqiéncia de espagamento
selecionada do grupo consistindo de SEQ ID NOS:1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, e 18. Em

outros exemplos, o cassete de transferéncia e/ou sitio alvo
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compreende pelo menos um sitio de recombinacdo FRT
modificado funcional compreendendo SEQ- ID NO:21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, ou
38 ou um variante funcional dessas. O variante funcional
podem compreender uma, duas, trés, quatro, cinco, ‘seis ou
mais altéragées entre as posic¢gdes de nucleotideo 1 a 11
e/ou entre as posicdes de nucleotideo 20 a 30 de SEQ 1ID
NO:21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, ou 38. Ainda em outros exemplos, o variante

funcional é substancialmente idéntico & seqiiéncia de SEQ ID

©. NOS:21-38.
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Quaisquer meios podem ser usados para juntar os varios
componentes do sistema de recombinacéio. Por exemplo, em
sistemas in vitro, a recombinase e o(s) polinucleotideo (s)
compreendendo os sitios de recombinagdo podem ser providos
promovendo o. contato dos componentes sob condicédes
apropriadas para permitir um evento de recombinacgéo.
Alternativamente uma variedade de métodos é conhecida para
a introducdo de seqiéncias de nucleotideds e polipeptideos
em um organismo, incluindo, por exemplo, transformacéo,
cruzamento sexuado, e a introdugdo do polipeptideo, DNA, 6u

RNAm na célula. Ver, também, W099/25884.

Os métodos s&o uteis em varias aplicacdes. Por

exemplo, os métodos podem empregar o uso de dois sitios de

recombinacdo FRT modificados funcionais e permitir troca,

insercdo, inversdo, ou excisdo in vivo e in vitro de uma

seqiéncia de nucleotideos de interesse. Por exemplo, a
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célula ou o organismo de interesse pode  compreender um
primeiro polinucleotideo compreendendo um sitio alvo
compreendendo um primeiro sitio de recombinacdo funcional
FRT modificado. A célula, ou © organismo, € provida com um
segundo polinucleotideo compreendendo um cassete de
transferéhcia compreendendo tanto um segundo sitio de
recombinacao FRT correspondente e funcional ou um segundo
sitio FRT dissimilar que é recombinogénico com respeito ao

primeiro sitio. Uma FLP recombinase ¢é provida sob

condicdes que permitem um evento de recombinagdo. O evento

- de recombinagdo entre OS dois sitios de recombinacgao
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recombinogénicos resulta na insercdo do cassete de
transferéncia junto com todo o segundo polinucleotideo que
estd contido no primeiro polinucleotideé. ~ Em alguns
exemplos, © primeiro‘ polinucleotideo esti estavelmente
integrado no genoma do organismo. 0 método podem ser
também empregado em um contexto in vitro. Por exemplo, P
primeiro e O segundo polinucleotideos podem compreender
polinucleotideos, tais como plasmidios combinados in vitro
na presenca de uma recombinase apropriada. Nesse exemplo,
um evento de recombinagao produzira um plasmidio co-
integrante. Tals métodos séo‘ﬁteis, por exemplo, em varias
tecnologias de clonagem, incluindo amplificacgao de
fragmentos por PCR (Sadowski et al. (2003) BMC Biotechnol
18:9), vetores de clonagem (Snaith et al. (1995) Gene
166:173-174 e U.S. Patents 6.140.129, 6.410.317, 6.355.412,
5.888.732, 6.143.557, 6.171.861, 6.270.969, e 6.277.608) e

vetores virais (U.S. Patent 6.541.245).
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Em outros exemplos, o método compreende prover um
sitio alvo tendo um primeiro e um segundo sitio de
recombinacdo funcional, caracterizado pelo fato de que O
primeiro e o segundo sitios de recombpinacac sao
dissimilares e ndo recombinogénicos com respeito um ao

outro, e pelo menos um do primeiro ou segundo sitios de

.recombinacido compreendem um sitio de recombinagao FRT

modificado funcional aqui descrito; prover um cassete de

transferéncia compreendendo um polinucleotideo de interesse

flanqueado pelo primeiro e segundo sitio de recombinagao;

e, prover uma recombinase. A recombinase reconhece e
implementa recombinagdo no primeiro e segundo sitios de

recombinagao.

Em exemplos especificos, o sitio alvo estd em uma
célula ou organismo hospedeiro; e, em outros exemplos, ©

sitio alvo esta estavelmente integrado no genoma da célula

ou do organismo hospedeiro. Ainda em outros exemplos, o

sitio alvo compreende um polinucleotideo de interesse.
Nesse exemplo, se o sitio alvo e cassete de transferéncia
compreendem o primeiro e O segundo sitios de recombinagao
que sdo dissimilares e nao recombinogénicos com respeito um
ao outro, a'seqﬁéncié de interesse no sitio alvo é trocada
por um segundo polinucleotideoA de interesse contido no

cassete de transferéncia.

Em outros exemplos, as composigdes aqui providas sao

usadas em métodos para reduzir a complexidade de integragao

de transgenes no genoma de uma célula ou organismo, tal
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como uma célula vegetal ou uma planta. " Nesse método,
organismos tendo padrdes de integragdo simples em seus
genomas sdo selecionados. Um padrdo de integragdo simples
indica que o cassete de transferéncia se integra:
predominantemente apenas no sitio alvo, e a menos do que
cerca de' 25, 20, 15, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, ou 1
posicdo (des) randdmica(s) que nido o sitio alvo no genoma.
Métodos para determinar os padrdes de 1integragdo sao

conhecidos na arte e incluem, por exemplo, analise de

Southern blot e andlise RFLP.

E proyido um método para selecionar diretamente uma
célula transformada ou um organismo, tal como uma planta ou
célula vegetal. O método compreende prover uma populagao
de células ou organismos tendo um polinucleotideo
compreendendo um sitio alvo. O polinucleotideo compreende,
na seguinte ordem, um  promotor e um sitio alvo
compreendendo  um primeiro ~ e um segundo sitios de
recombinacdo funcionais, cafactepizado pelo‘fato de que o
primeiro e o éegundq sitios Vde. recombinagdo sdo
dissimilares e ndo recombinogénicos com respeito um ao
outro, e pelo menos um do primeiro ou © segqundo sitios de
recombinacdo compreendem um sitio de recombinagdo FRT
modificado funcional agui provido. Um cassete de
transferéncia é introduzido na. populacdo de células ou
organismos, onde o cassete de transferéncia compreende, na
seguinte ordem, o primeiro sitio de recombinag¢ao, um
polinucleotideo compreendendo um marcador de selecao nao

operacionalmente ligado a um promotor, e o segundo sitio de



10

15

20

25

109/180

recombinacdo. ' Uma recombinase, ou um fragmento
biologicamente ativo, & provida, que reconhece e implementa
recompbinagao no primeiro e sequndo sitios de recombinagao,
e, dessa forma, liga operacionalmente O marcador de selecgdo
ao promotor. A populagdo de células ou organismos € entao
cultivada no agente seletivo apropriado para recuperar O
organismo que sofreu com de forma bem-sucedida a integragao
do cassete de transferéncia no sitio alvo. Em outros
exemplos, a populagdo de células ou organismos foi

estavelmente incorporada em seus genomas no sitio alvo.

A atividade de varios promotores em uma localidade
caracterizada no genoma de uma célula ou organismo podem
secr determinadas. Assim, a atividade e/ou nivel de
expressdo desejados de umar seqiiéncia de nucleotideos de
interesse podem ser alcancados, assim como, a
caracterizagéb de promotores para expressao na célula ou
organismo de interesse. Em um exemplo, o métcdo para
avaliar a atividade promotora em uma célula ou um organismo
compreende prover uma célula ou um organismo compreendendo
em seu genoma um polinucleotideo édmpreendendo um sitio
alvo tendo um primeiro e um segundo sitios de recombinagao
funcional, caracterizado pelo fato de que o primeiro e o
segundo sitios de recombinagao sao dissimilares. e nao
recombinogénicos com respeito um ao outro, caracterizado
pelo fato de que pelo menos um do primeiro ou segundo
sitios de recombinacdo funcionais compreende um sitio de
recombinacdo FRT modificado funcional aqui provido. Um

cassete de transferéncia é introduzido na célula ou
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organismo, onde o cassete de transferéncia compreende um
promotor operacionalmente ligado a um polinucleotideo
compreendendo um marcador de selecdo e o cassete de
transferéncia é flanqueado pelo primeiro e © segundo sitios
de recombinacdo funcionais. Uma recombinase ¢é provida,
caracteriéada pelo fato de que dita recombinase reconhece e
implementa recombinagao no primeiro e segundo sitios de
recombinacgao. A atividade promotora é avaliada

monitorando-se a expressdo do marcador de selecgéo. Dessa

maneira, promotores diferentes podem ser integrado na mesma

posig¢do no genoma e sua atividade comparada.

Em‘ alguns exemplos, o <cassete de transferéncia
compreende na seguinte ordem: o primeiro sitio de
recombinagéo,' um promotor operacionalmente ligado a um
terceiro sitio de recombinagdo operacionalmente ligado a um
polinucleotidéo compreendendo um marcador de selegdao, € O
segundo sitio de recombinacao, onde o primeiro, o segundo e
o) terceiro . sitios de recombinacgao funcionais sao
dissimilares e nao recombinogénicos com respeito. um ou
outro. Esse cassete de transferéncia pode sér
genericamente representado como RSa-P1::RSc::S81-RSb. Apds
a introducdo do cassete de transferéncia no sitio alvo, a
atividade do promotor (Pl) pode ser analisada wusando
métodos conhecidos na arte. Uma vez gque a atividade do
promotor é caracterizada, cassetes de transferéncia
adicionais compreendendo um polinucleotideo de interesse
flanqueado pelo segundo e pelo terceiro sitio de

recombinacdo pode ser introduzido no organismo. Com
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recombinacdo, a expressdo do polinucleotideo de interesse
sera regulada pelo promotor caracterizado.
Conseqﬁentemeﬁte, organismos, tais como linhas de plantas,
tendo promotores que alcancam Os niveis de expressao
desejados nos tecidos desejados podem ser construicos de
forma qué seqiiéncias de nucleotideos de interesse possam
ser prontamente inseridas abaixo do promotor e
operacionalmente ligadas ao promotor e, dessa forma,

expressadas de uma maneira previsivel.

Em alguns exemplos, multiplos promotores podem ser

Ps

empregados para regular a transcrig¢dao em um tnico sitio
alvo. Nesse método, o sitio alvo compreendendo o primeird
e o segundo sitios de recombinacdo ¢& flanqueado por dois
promotores convergenteé. Promotores convergentes refere-se
a promotores que sdo-orientados em ambos terminais do sitio
alvo. O mesmé promotor, ou promotores diferentes podem ser
usados no sitio alvo. Cada dos promotores convergentes é&
operacionalmente ligado tanto ao primeiro ou o segundo
sitio de recombinagdo. Por exemplo, o sitio alvo
flanqueado pelos promotores convergentes pode compreender
Pl-):Rl—RZ:(—PZ, onde P é um promotor, a seta indica a
direcdo de transcrigdo, R & um sitio de recombinacao, € ©
célon indica que os componentes estao operacionalmente

ligados.

O cassete de transferéncia empregado com o sitio alvo
tendo os promotores convergentes pode compreender, na

seguinte ordem, o primeiro sitio de recombinagdo, um
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primeiro polinucleotideo de interesse orientado na direcgao
5' a 3', um segundo polinucleotideo de interesse orientado
na direcdo 3' a 5', e um segundo sitio de recombinagado. A
insercdo do cassete de transferéncia no sitio alvo resulta
no primeiro polinucleotideo de interesse operacionalmente
ligado ao primeiro promotor convergente, e o segundo
polinucleotideo de  interesse operacionalmente ligado ao
segundo- promotor convergente. A expressdo do primeiro e/ou
segundo polinucleotideo de interesse pode ser aumentada ou
diminuida na célula ou organismo. A expressdo do primeiro
e/ou segundo polinucleotideo de interesse pode ser também
independentemente regulada dependendo de quais promotores
sdao usados. E reconhecido que sitios alvo podem sef
flanqueédos por outros elementos que influenciam a
transcrigao. Por éxemplo, elementos isolantes podem
flanquear o sitio alvo para minimizar efeitos de posigdo.

Ver, por exemplo, U.S. Publication.No. 2005/0144665.

Qualquer promotor pode ser usado, e é tipicamente
selecionado baseado no resultado desejado. - Um promotor &
uma regido de DNA envolvida no reconhecimento e ligacg¢do de
RNA polimerase e outras ‘proteinas para iniciar a
transcricdo. Um promotor vegetal & um promotor capaz de
iniciar a transcricdo em uma célula vegetal, para uma
revisdo de promotores vegetais, ver Potenza et al. (2004)

In Vitro Cell Dev Biol 40:1-22.

Promotores constitutivos incluem, por exemplo, o}

promotor nicleo do promotor 'Rsyn7 e outros promotores
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constitutivos descritos em WO 99/43838 'e U.S. Patent
6.072.050; o promotor nucleo CaMV 35S (Odell et al. (1985)
Nature 313:810-812); actina de arroz (McElroy et al. (1990)
pPlant Cell 2:163-171); ubiquitina (Christensen et al.
(1989) Plant Mol Biol 12:619-632 e Christensen et al.
(1992) Plént Mol Biol 18:675-689); pEMU (Last et al. (1991)
Theor Appl Genet 81:581-588); MAS (Velten et al. (1984)
EMBO J 3:2723-2730); promotor ALS (U.S. Patent 5.659.026),

e similares. Outros promotores constitutivos sao descritos

em, por exemplo, U.S. Patents 5.608.149; 5.608.144;

5.604.121; 5.569.597; 5.466.785; 5.399.680; 5.268.463;
5.608.142; e 6.177.611.

Em alguns exemplos um promotor induzido pode ser
usado. Promotores indﬁzidos por patégenos induzidos apds a
infeccdo por um patdgeno incluem, mas ndo sdo limitados
aqueles regulando a expressao de proteinas PR, proteinas
SAR, beta-1,3-glucanase, guitinase, etc. Ver, por exemplo, =
Redolfi et él, (1983) Néth J Plant Pathol 89:245-254; Uknes
et al. (1992) Plant Cell 4:645-656; Van Loon (1985) Plant
Mol Virol 4:111-116; WO 99/43819; Marineau et al. (1987)
plant Mol Biol 9:335-342; Matton et al. (1989) Mol Plant-
Microbe Interact 2:325-331; Somsisch et al. (1986) Proc
Natl Acad Sci USA 83:2427-2430; Somsisch et al. (1988) Mol
Gen Genet 2:93-98; Yang (1996) Proc Natl Acad Sci USA
93:14972-14977; Chen et al. (1996) Plant J 10:955-966;
zhang et al. (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:2507-2511;
Warner et al. (1993) Plant J 3:191-201; Siebertz et al.

(1989) Plant Cell 1:961-968; U.S. Patent No. 5.750.386
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(induzido por nematddeo); e as referéncias ai citadas; e
Cordero et al. (1992) Physiol Mol Plant Path 41:189-200
(induzido  por Fusarium) . Promotores induzidos  por
ferimento incluem gene proteinase inibidora de batata (pin
II) (Ryan (1990) Ann Rev Phytopath 28:425-449; Duan et al.
(1996) Naf Biotechnol 14:494-498); wunl e wun2 (U.S. Patent
5.428.148); winl e win2 (Stanford et al. (1989) Mol Gen
Genet 215:200-208); sistemina (McGurl et al. (1992) Science
225:1570-1573); WIP1 (Rohmeier et al. (1993) Plant Mol Biol

22:783-792; Eckelkamp et al. (1993) FEBS Lett 323:73-76);

. MPI gene (Corderok et al. (1994) Plant J 6:141-150); e

15

20

25

similares. Promotores regulados quimicamente podem ser
usados para modular a expressao de um gene em uma planté
através da aplicagdo. de um regulador quimico exdégeno. 0
promotor pode ser um promotor induzido por quimico, onde a
aplicagdo do quimico induz a expressdo génica, ou um
promotor reprimido por quimico, onde a aplicagédo do quimico
reprime a expressdo génica. Promotores induzidos por
quimicos incluem, mas nao sao limitados a, promotor In2-2
de milho, defensores herbicidas ativados por
penzenosul fonamida (De Veylder et al. (1997) Plant Cell
Physiol 38:568-77), promotor GST de milho (GST-II-27, WO
93/01294) ativado por compostos hidrofdbicos eletrofilicos
usados como herbicidas pré-emergentes, e promotor PR-1la de
tabaco (Ono et al. (2004) Biosci Biotechnol Biochem 68:803-
7) ativado por acido salicilico. Outros promotores

regulados por quimicos de interesse incluem promotores de

resposta a esterdides (ver, por exemplo, promotor induzido

por glucocorticéide em Schena et al. (1991) Proc Natl Acad
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Sci USA 88:10421-10425; e McNellis et al.‘(1998) Plant J
14:247-257); promotores induzidos por tetraciclina e

reprimidos por tetraciclina (Gatz et al. (1991) Mol Gen

Genet 227:229-237; U.S. Patents 5.814.618, e 5.789.150) .

Proﬁotores preferenciais de tecido podem ser
utilizados para direciona expressdo intensificada de uma
seqiiéncia de interesse em um tecido vegetal em particular.
Promotores preferenciais de tecidos incluem Kéwamata et al.

(1997) Plant Cell Physiol 38:792-803; Hansen et al. (1997)

* Mol Gen Genet 254:337-343; Russell et al. (1997) Transgenic

15

20

25

Res 6:157-168; Rinehart et al. (1996) Plant Physiol
112:1331-1341; Van Camp et al. (1996) Plant Physiol
112:525-535; Canevascini et al. (1996) Plant Physiol
112:513-524; Lam (1994) Results Probl Cell Differ 20:181-

196; e Guevara-Garcia et al. (1993) Plant J 4:495-505.

Promotores preferenciais de folhas sdo conhecidos e
incluem, por exemplo, Yamamoto et Eal. (1997) Plant J
12:255-265; -Kwon et al. (l994)v Plant Physiol 105:357—67;
Yamamoto et al. (1994) Plant Cell Physiol 35:773-778; Gotor
et al. (1993) Plant J 3:509-18; Orozco et al. (1993) Plant
Mol BRiol 23:1129-1138; Matsuoka et al. (1993) Proc Natl
Acad Sci USA 90(20):9586-9590; e promotores cab e rubisco
(Simpson et al. (1958) EMBO J 4:2723-2729; Timko et al.
(1988) Nature 318:57-58).

Promotores preferenciais de raiz sao conhecidos e

incluem, por exemplo, Hire et al. (1992) Plant Mol Biol
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20:207-218 (gene de glutamina sintase espeéifico de raiz de
soja); Miao et al. (1991) Plant Cell 3:11-22 (glutamina
sir-ase citosoélico (GS) expressado em raizes e noédulos de
raiz de soja; Keller & Baumgartner (1991) Plant Cell
3:1051-1061 (elemento controle especifico de raiz de gene
GRP 1.8 de feijdo francés); Sanger et al. (1990) Plant Mol
Biol 14:433-443 (promotor especifico de raiz de A mancpina
sintase de . tumefaciens (MAS)); Bogusz et al. (1990) Plant
Cell 2:633-641 (promotores especificos de raiz isolados a
partir de Parasponia andersonii e Trema tomentosa); Leach &
Aoyagi (1991) Plant Sci 79:69-76 (genes indutores de raiz
rolC e rolD de A. rhizogenes); Teeri et al. (1989) EMBO J
8:343—350 (genes TR1' e TR2’ induzidos por ferimento de
Agrobdcterium); gene promotor VfENOD-GRP3 (Kuster et al.

(1995) Plant Mol Biol 29:759-772); e promotor rolB (Capana

et al. (1994) Plant Mol Biol 25(4):681-691; gene de

faseolina (Murai et al. (1983) Science .23:476-482;

Séngopta—Gopalen et al. (1988) Proc Natl Acad Sci USA
A82:3320—3324); Ver também U.S. Patents 5.837.876;

5.750.386; 5.633.363; 5.459.252; 5.401.836; 5.110.732; e
5.023.179.

Promotores preferenciais de sementes incluem ambos
prcmotores especificos de sementes ativos durante o
desenvolvimento de sementes, assim como promotores de
germinagdo de sementes ativos durante a germinacdo da
semente. Ver Thompson et al. (1989) BioEssays 10:108.
Promotores preferenciais‘de semente incluem, mas ndo sao

limitados a, Ciml (mensagem induzida por citocinina);
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cZ19B1 (zeina de 19 kDa de milho); e milps (mio-inositol-1-
fosfato sintase); (ver WO 00/11177 e U.S. Patent
6.225.529). Para dicotileddéneas, promotores preferenciais
de semente incluem, mas nadoc sdo limitados a, ﬁ—faseolina de
feijdo, - napina, B-conglicinina, lectina de soja,
cruciferina, e similares. Para monocotileddneas,
promotores de sementes incluem, mas nao sdo limitados a,
zeina de 15 kDa de milho, zeina de 22 kDa, gama zeina de 27
kDa, waxy, shrunken 1, shrunken 2, globulina 1, oleosina, e
nucl. Ver também WO 00/12733, onde  promotores
preferenciais de semente de genes endl e endZ2 sao

descritos.

o . . ~ N
Em exemplos adicionais, métodos sao providos para to
identificar uma regido reguladora transcricional cis em um
organismo. Uma regido reguladora transcricional é qualquer

elemento cis atuante que modula o nivel de um RNA. Tais

elementos incluem, mas ndo sdo limitados a, um promotor, um. -

elemento de um promotor, um intensificador, um isolante, um

intron, ou uma regido de terminagdo que é capaz de modular

o0 nivel de RNA em uma célula. Os métodos podem ser usados

para gerar aparatos intensificadores ou promotores. Em um
exemplo, o gene repérter ou marcador do sitio alvo &
expressado apenas quando insere outro gene proéximo a
(aparato intensificador) ou (aparato promotor). O padréo
de expressdo do gene repdérter dependerd dos elementos
intensificadores do gene préximo ou no qual o gene repdrter
se insere. Nesse exemplo, o sitio alvo introduzido na
célula ou ‘organismo pode compreender um gene marcador

operacionalmente ligado a um sitio de recombinagao. Em
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exemplos especificos, o gene marcador é flanqueado por
sitios de recombinacdo dissimilares e nao recombinogénicos.
O gene marcador é tanto nao operacionalmente ligado a um
promotor (aparato promotor) ou o gene marcador é
operacionalmente ligado a um promotor que ndo possul
elementos intensificadores (aparato intensificador). Apdbs
a insercdo do sitio alvo no genoma da célula ou organismo,
o padraoc de expressdo do gene marcador é determinado para
cada transformante. Quando um transformante com um padrao
de expressdo de gene marcador de interesse é éncontrado, as
seqiéncias aparato intensificadora/promotora podem ser
usadas como uma sonda para clonar o gene que possui aquele
padrdo de expressao, oOu alternativamente para identificar o

promotor ou intensificador regulando a expressdo. - Além

‘disso, uma vez dque um sitio alvo é integrado sob controle

transcricional de um elemento regulador transcricional, os
métodos podeﬁ ser ainda empregados para introduzir um
cassete de transferéncia tendo um polinucleotideo de
interesse nagquele alvo.na Cé¥ula ou organismo. Um evento
de recombinagéo entré o Sitio alvo e o cassete de
transferéncia permitirdo a seqgiéncia de nucleotideos de
interesse a Qir sob o controle transcricional do elemento
promotor e/ou intensificado. Ver, por exemplo, Geisler et
al. (2002) Plant Physiol 130:1747-1753; Topping et al.
(1997) Plant Cell 10:1713-245; Friedrich et al. (1991)
Genes Dev 5:1513-23; Dunn et al. (2003) Appl Environ
Microbiol 1197-1205; e von Melchner et al. (1992) Genes Dev
6:919-27.
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Em outros exemplos, o sitio alvo é construido para ter
maltiplos grupos funcionais de sitios de recombinagao
dissimilares e ndo recombinogénicos. Assim, multiplos
genes ou polinucleotideos podem ser arranjados ou
ordenados. Em exemplos éspecificos, esse método permite o
arranjo de seqgiiéncias de interesse nas localidades precisas
no genoma de uma céu lua ou organismo. Da mesma forma, uma
vez que um sitio alvo foil estabelecido em uma célula ou

organismo, sitios de recombinacdo adicionais podem ser

introduzidos incorporando tais sitios no cassete de

transferéncia. Assim, uma vez que um sitio alvo tenha se
estabelecido, é possivel, subseqgiientemente, adicionar
sitios ou alterar sitios através de recombinagdo. Tais

métodos sido descritos em detalhe em WO 99/25821.

Em um exemplo, métodos para combinér maltiplos
cassetes de transferéncia s&o . providos. 0O método
compreende prover um sitio alvo compreendendo pelo menos um’
primeiro e um segundo sitios de recombinacdo funcional,
caracterizado pelo fato de que o primeiro e segundo sitios
de recombinagao séo dissimilares.e ndo recombinogénicos com
respeito um ao outro. Um primeiro cassete de transferéncia
compreendendo, na seguinte ordem, pelo menos o primeiro, um
terceiro, e o segundo sitio de recombinagdo funcional é
provido, caracterizado pelo fato de que o primeiro e o
terceiro sitios de recombinacdo do primeiro cassete de
transferéncia flanqueiam um primeiro polinucleotideo de
interesse, e caracterizado pelo fato de que o primeiro, o

segundo, e o terceiro . sitios de recombinagdo sdo
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dissimilares e ndo recombinogénicos com ‘respeito um ao
outro, e uma primeira recombinase ¢ provida, onde o
primeiro cassete de transferéncia estd integrado no sitio
alvo. Pelo menos um do primeiro, segundo, ou terceiro
sitios de recombinacdo compreendem um sitio de recombinacgéo

FRT modificado funcional aqui provido.

Um segundo cassete de transferéncia compreendendo pelo

menos o segundo e o terceiro sitios de recombinacdo &

provido, caracterizado pelo fato de que o segundo e O
terceiro sitios de recombinacdo do segundo cassete de
transferéncia flanqueia um segundo polinucleotideo de
interesée e uma segunda é provida. A segunda recombinase
reconhece e implementa recombinagao no segundo e no
terceiro sitios de recombinacdo e o segundo cassete de
transferéncia ¢é inserido no sitio alvo, de forma que,
agora, O priﬁeiro e o segundo cassetes de transferéncia
seja combinados no sitio alvo. Em alguns exemplos, o sitio
alvo estd em.um organismo. Em outros exemplos, O -sitio
alvo estad estavelmente incorporado no gehoma do brganismo,
por exemplo uma planta. Nesse exemplo, mualtiplos
polinucleotideos de interesse sdo arranjadas na posigédo

alvo pré-determinada no genoma do organismo.

Varias alteracdes podem ser feitas ao método de
arranjar para alcangcar o resultado desejado tendo as
seqiiéncias de nucleotideos de interesse arranjadas. Por
exemplo, é provido um sitio alvo compreendendo, na seguinte

ordem, pelo menos um primeiro, um segundo e um terceiro
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sitio de recombinagdo funcional, caracterizado pelo fato de
gue os sitios de recombinagdo sao dissimilares e nao
recombinogénicos com respeito um ao outro. Um primeiro
cassete de transferéncia compreendendo pelo menos O
primeiro e segundo sitios de recombinagao é provido,
caracterizado pelo fato de que o primeiro e o segundo
sitios de recombinacado do primeiro cassete de transferéncia
flanqueiam um primeiro polinucleotideo de interesse e uma
primeira recombinase é provida e reconhece e implementa
recombinacdo no primeiro e segundo sitios de recombinacao.
Pelo menos um do primeiro, segundo, ou terceiro sitios de
recombinaqap compreende um sitio de recombinagdo FRT

modificado funcional aqui provido.

Um segundo cassete de fransferéncia compreendendo pelo
menos o segundo e o terceiro sitios de recombinégéo é
provido, onde o segundo e o terceiro sitios de recombinagéo
do segundo cassete de transferéncia flanqueia um segundo

polinucleotideo de interesse. Uma segunda recombinase ¢

provida. A recombinase reconhece e implementa recombinacgdo

no segundo e no terceiro sitios de recombinagao.

Em outros exemplos, métodos sdo providos para minimiza
ou eliminar a expressdo resultante de integracgao randdémica
de seqliéncias de DNA no genoma de uma célula ou organismo,
tais como uma planta. Esse método compreende prover a uma
célula ou organismo tendo estavelmente incorporado em seu
génoma um polinucleotideo compreendendo o} seguintes

componentes, na seguinte ordem: um promotor ativo na
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célula ou organismo operacionalmente ligado a uma seqgiiéncia
ATG de inicio de traducdo operacionalmente ligada a um
sitio alvo compreendendo um primeiro e um segundo sitios de
recombinacdo funcional, caracterizado pelo fato de que o
primeiro e segundo sitios de recombinagdo sao dissimilares
e nao récombinogénicos com respeito um ao outro, e pelo
menos um do primeiro ou segundo sitios de recombinagdao
compreende um sitio de recombinagao FRT modificado

funcional aqui provido. Um cassete de transferéncia

compreendendo um polinucleotideo de interesse e o primeiro

e o segundo sitios de recombinacdo é introduzido na célula
ou organismo. A seqiéncia de inicio de tradugao da
seqﬁéncia de nucleotideos de interesse no cassete de
transferéncia foi substituida com o primeiro sitio de
recombinagdo. Uma recombiﬁase é provida que reconhece e
implementa recombinagdo nos sitios de recombinag&o. A
recombinagao com o sitio alvo resulta no polinucleotideo de
interesse sendo operacionalmente ligado ao sitio ATG de
inicio de traducgdo do sitio alvo contido no
polinucleotideo. Operacionalmente ligado indica uma fusao
funcional entre elementos adjacentes, por exemplo a ligagao
entre o inicio de tradugdo, um promotor, e/ou um sitio de
recombinac¢do indica que as'sequénciés sdo colocadas juntas
para gerar uma fusdo em quadro que resulta em um produto

génico corretamente expressado e funcional.

Em um exemplo, um cassete de transferéncia

compreendendo RSc::S3(noATG)-R3d, inde RS representa um

sitio de recombinagdo e S representa um polinucleotideo de
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interesse, é introduzido em uma planta tendo estavelmente
incorporado em seu genoma um polinucleotideo compreendendo
Pl—RSa—Sl—Tl—RSb—PZ—ATG::RSC—SZ(no ATG)-T2-R&d, onde P
representa um promotor, T representa um terminador, RS
representa um sitio de recombinacdo, e o simbolo :: indica
elementoé adjacentes operacionalmente ligados. ATG::RS
indica que as seqiiéncias geram uma fusdo em quadro que
resulta em um produto génico corretamente expressado e
funcional. Uma recombinase apropriada é provida e a
recombinacdo ocorre nos sitios de recombinagdo, do forma
que a seqiiéncia entre os sitios de recombinacdo do cassete
de transfe:éncia substitua a seqiiéncia entre os sitios de
recombinacdo do sitio alvo, produzindo, dessa forma, umé
nova segiiéncia direcionalmente direcicnada e reintegrada.
O novo gene (S3) é agora dirigido para fora do promotor P2
no sitio alvo. Projetar construtos sem um cédon ATG de
inicio na seqiiéncia de nucleotideos de interesse resulta em
uma probabilidade de expressdo da seqiéncia introduzida
extremamente baixa se a integracdo aleatdéria ocorre, ja que
o cassete de transferéncia necessitaria se integrar atras
de uma regido promotora enddégena no quadro de leitura

correto.

Os sitios de recombinacdo FRT aqui providos podem ser
usados para excisar ou inverte um polinucleotideo de
interesse. Nessé método, um polinucleotideo ¢é provido
compreendendo, na seguinte ordem, um primeiro sitio de
recombinac¢do funcional, um'polinucleotideo de interesse, e

um segundo sitio de recombinagdo funcional, onde o primeiro
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e segundo sitios de recombinagdo séao recémbinogénicos com
respeito um ao outro. Dependendo da orientacdo dos sitios
de recombinagdo, o ©polinucleotideo de interesse seréa
excisado ou invertido quando a recombinase apropriada ¢é
provida. Por exemplo, sitios de recombinacdo diretamente
repetidos permitirdo a excisdo do polinucleotideo de
interesse e repetigdes invertidas permitirdo uma inversdo
do polinucleotideo de interesse. Tais métodos podem ser

empregados tanto in vivo ou in vitro.

Métodos sdo também providos para a alteracdo dos
sitios de recombinagédo. O método prové conversdo entre
sitios de recombinacédo diferentes e ¢é Dbaseado em
estratégias mediadas por oligonucleotideo previamente
descritas para fazer modificacdbes de nucleotideos
especificas direcionadas em uma seqiiéncia alvo especificada
extracromosémica ou gendémica (Yoon et al. (1996) Proc Natl
Acad Sci USA 93:2071-2076; Cole-Strauss et al. (1996)4'
Science 273:1386-1389; W099/25853; W099/25821; e WO
03/076574) . Usando esses métodos, 0s sitios de
recombinag¢do podem ser direcionados e hodificados de véarios
meios. Por exemplo, um sitio de recombinacdo poderia ser
modificado de forma que o par funcional de sitios de
recombinacdo dissimilares e ndo recombinogénicos é alterado
para gerar dois sitios de recombinagdo correspondentes e
recombinogénicos. A expressdo subseqliente ou concomitante
da recombinase apropriada em células com os sitios
modificados correspondentes/recombinogénicos levariam a

excisdo ou inversdo das seqiiéncias entre esses novos sitios
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de recombinagdo, dependendo da orientacdo dos sitios, dessa
forma, especificamente removendo ou desligando a expressdo
das seqliéncias de DNA indesejéaveis ‘do construto previamente
criados contendo essas seqgiéncias. Uma aplicagdo nao
limitante dessa abordagem seria, por exemplo, no caso de um
marcador de selecdo que é requerido durante etapas iniciais
de um programa de melhoramento ou cruzamento reverso para
manter e selecionar plantas individuais preferidas, mas que
ndo é desejado no produto final. Varias moléculas de
oligonucleotideos para modificacdo direcionada de sitios de
recombinacdo podem ser projetadas e irdo variar dependendo
do sitio de recombinacao sendo direcionado.
Oligonucleotideos exemplares projetados para modificar
sitios de recombinacdo sdo descritos em W099/25821 e WO

03/076574.

A conversdo de sitios de recombinacdo podem ser também
empregada nos métodos para arranjar varios polinucleotideos'
no genoma de um organismo, tal como -uma planta. Por
exemplo, as capacidades do sistema podem ser estendidas por
conversdo in vivo de sitios de recombinacdo para criar
novos sitios, ao invés de re-introduzir novos sitios de
recombinagdo no organismo. Por exemplo, a conversdo de
sitios de recombinag¢do dissimilares e ndo recombinogénicos
flanqueando um marcador de selegdo para sitios de
recombinag¢do correspondentes facilitaria a remocdo de um
marcador de selegdo, ou para permitir a re-utilizacdo do
mesmo marcador de selegcdo em transformagdes futuras,

provendo meios para reciclar marcadores de selecéao. Um
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sitio de recombinagao dissimilar com uma freqgiiéncia de
recombinacdo conhecida poderia ser também modificado in
situ para um sitio de recombinacdo diferente com uma
freqliiéncia de ‘recombinacgao similar ou alterada. Qutras
modificacdes para alterar a funcao, similaridade, ou

recombinogencidade podem ser conseguidas.

Fm outros exemplos, métodos para localizar sitios de

integragdo preferidos no genoma de uma célula ou organismo

sdo providos. O método compreende introduzir, em uma
célula ou organismo, um sitio alvo compreendendo uma
seqiiéncia de nucleotideos operacionalmente ligada a um
promotor ativo no organismo. Em exemplos especificos, ©
sitio alvo é flanqueado por um primeiro e um segundo sitios
de recombinacdo funcional, caracterizado pelo fato de que ©
primeiro e o segundo sitios de recombinagao sdo
dissimilares e nao recombinogénicos com respeito um ao
outro, e pelo menos um do primeiro e segundo sitios de
recombinacdo compreende um sitio FRT modificado aqui
provido. 0 nivel de expressdao do polinucleotideo é

determinado e o organismo expressando O polinucleotideo é

selecionado. A célula ou organismo ancorando esse
construto de DNA pode ser entao caracterizado para
potencial de integracgao sitio-especifica, potencial
agronémico, e nuUmero de cébpias. Em outros exemplos, um

cassete de transferéncia com o(s) sitio(s) de recombinagao

apropriado(s) é introduzido na célula ou organismo tendo o

sitio alvo descrito acima. Uma recombinase gque reconhece e .
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implementa recombinagao nos sitios de recombinagdo ¢€

provida.

Em outro exemplo, uma pluralidade de cbépias do
polinucleotideo de interesse é provida ao organismo, tal
como uma planta. Em alguns egemplos isso é conseguido pela
incorporagdo de um replicon'éxtracromossémico no cassete de
transferéncia (ver WO 99/25855). Em exemplos especificos,
o cassete de transferéncia compreende um replicon e um
polinucleotideo de interesse flanqueado por um primeiro e
segundo sitios de recombinacdo diretamente repetidos,
caracterizado pelo fato de que os sitios de recombinagao
sao recémbinogénicos com respeito um ao outro. Quando uma
recombinase apropriada é provida, o cassete  de
transferéncia flanqueado pelos primeiro e segundo sitios
de recombinacdo diretamente repetidos é excisado do genoma
do organismé, por -exemplo uma. planta, produzindo um
replicon viadvel contendo o polinucleotideo de interesse. A
replicagdo desse replicon resulta em um alto numero de
cbdpias do .replicon, o polinucleotideo de interesse, e/ou
prolonga a disponibilidade do cassete de transferéncia na
célula. Em outros exemplos, um terceiro sitio de
recombinacdo funcional & presente entre o replicon e O
polinucleotideo de interesse; caracterizado pelo fato "de
que o terceiro e O primeiro sitios de recombinagdo séao
sitios funcionais e dissimilares e nao recombinogénicos com
respeito um ao outro, e a presenga dav recombinase
apropriada permite a integracdo do polinucleotideo de

interesse em um sitio alvo flanqueado pelo terceiro e
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primeiro sitios de recombinagdo. Em um exemplo, pelo menos
um dos sitios de recombinagdo usados no método compreende
um sitio de recombinagcdo FRT modificado funcional aqui

provido.

Um feplicon compreende uma unidade autoreplicativa
extracromossdmica. O replicon pode se originar de um
virus, plasmidio ou célula e possui a capacidade de
autoreplicacdo. Nesse exemplo, O cassete de transferéncia.
compreende ampos um replicon e ©O polinucleotideo de
interesse. FEm um exemplo, um organismo tendo um sitio alvo
estavelmente incorporado em seu genoma € provido. Un
cassete de transferéncia compreendendo em uma direcgédo 5' a
3" ou 3' a 5': um primeiro sitio de recombinagdo funcional,
um replicon, um segundo sitio de recombinacdo funcional, o
polinucleotideo de interesse, e um terceiro sitio de
recombinacdo funcional é provido. O primeiro e terceiro
sitios de recombinacdo desse cassete de transferéncia sao’
repetidos diretamente, correspondentes e recombinogénicos
com respeito a cada um, e O segundo sitio de recombinagao é
dissimilar e ndo recombinogénico com respeito ao primeiro:e
terceiro sitios de recombinagao, caracterizado pelo fato de
que pelo menos um do primeiro, segundo, ou terceiro sitios
de recombinacdo compreende um sitio de recombinacao FRT
modificado funcional compreendendo  uma seqliéncia de
espacamento. selecionada do grupo consistindo de SEQ 1D
NOS:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17} e 18. O cassete de transferéncia pode estar contido em

um T-DNA. Em um exemplo, o replicon & um replicon viral.
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Um replicon viral é qualquer DNA ou RNA ~derivado de um
virus que passa por replicagdo episomal em uma célula
hospedeira. Ele contém viral seqliéncias virais cis
atuantes necessarias para replicagao, por exemplo a origem
de replicacgao. Ele pode conter ou nao conter trans-
atuantes seqiiéncias virais necessarias para replicagdo. O
DNA viral excisado é capaz de atuar como um replicon ou

intermediario de replicagdo, tanto independentemente, ou

com fatores fornecidos in trans. o) DNA viral pode

codificar ou ndo codificar particulas virais infecciosas e

adicionalmente pode conter inser¢des, delecdes,
substituigdes, rearranjos ou outras modificacgdes. O DNA
viral pode conter DNA heterdélogo. Nesse casa, DNA

heterdlogo refere-se a qualquer DNA ndo viral ou DNA de um
virus diferente. Por exemplo, o DNA heterdlogo pode
compreender um cassete de expressao para uma proteina ou

RNA de interesse.

Replicons virais adequados para uso nos métodos e
composigdes incluem aqueles de 'geminivifus, begomovirus,
curtovirus, ou mastrevirus, virus de banda de RNA (-),virus
de banda de RNA (+), potivirus, potexvirus, e tobamovirus.
Replicons virais podem incluir, também, aqueles de virus
tendo um genoma de DNA circular ou intermedidrio de
replicagao, tais como: virus de mosaico de Abuitilon
(AbMV), virus de mosaico de mandioca africana (ACMV) ,
banana virus da listra (BSV), mosaico ando de feijao
(BDMV), virus de mosaico de feijdo dourado (BGMV), virus

curly top de beterraba (BCTV), virus western amarelo de
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beterraba (BWYV) o outros luteovirus, virus latente de
mandioca (CLV), virus etch de cravo (CERV), virus de
mosaico de couve—flor (CaMV), wvirus de mosaico cloris
estriado (CSMV), virus da mancha amarela de commelina
(CoYMV), virus de mosaico de pepino (CMV), virus de mosaico
de délia'(DaMV), virus da listra de digitaria (DSV), virus
de mosaico de erva-de-Sdo Pedro (FMV) , virdide de
crescimento (HSV), virus da'listra de milho (MSV), virus de
mosaico de mirabilias (MMV), virus da listra de miscanthus
(MisVv), virus de crescimento de tubérculo de batata (PSTV),
virus da listra de panicum (PSV), virus de mosaico amarelo
de batata ‘(PYMV), virus X de batata(PVX), &irus tungro
pbaciliforme de arroz (RTBV), virus da mancha clordtica de
soja (SoyCMV), Virus da folha enrolada de abdbora (SqLCV),
Virus das bandas de vvasos de morango (SVBV), virus da
listra da cana-de-agucar (SSV), virus da mancha de thistle
(ThMV), virus de mosaico de tabaco (TMV), virus de mosaico

dourado de tomate (TGMV), virus da mancha de tomate (TMoV),

virus .da mancha anelada de tabaco (TobRV), virus anao

‘amarelo "de tabaco (TobYDV), virus da folha enrolada de

tomate (TLCV), virus da folha enrolada amarela de tomate
(TYLCV), virus da folha enrolada amarela de tomate-Thailand
(TYLCV-t) e virus anao de trigo (WDV) e derivados desses.
Em alguns exemplos, O replicon viral pode ser de ACMV, MSV,

WDV, TGMV ou TMV.

Em outros exemplos, a insergdo de um polinucleotideo
de interesse no genoma do organismo ocorre via um. GUnico

evento de cross over. Por exemplo, o cassete de
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transferéncia pode compreender um primeiro sitio de
recombinacdo, um replicon, um polinucleotideo de interesse,
e um segundo sitio de recombinacdao. O primeiro e segundo
sitios de recombinacdo do cassete de transferéncia sao
recombinogénicos dissimilares ou correspondentes, e
diretamente repetidos com respeito um ao outro. 0O sitio
alvo pode compreender um Gnico sitio de recombinagdo que é
recombinogénico para um dos sitios de recombinagdo do
cassete de tranéféréncia. Tais sitios de recombinagdo

recombinogénico podem ser projetado de forma que eventos de

" recombinacdo integrativo sao favorecidos por uma reagdo de

15

20

excisao. Tais sitios de recombinacdo recombinogénico sao
conhecidos, por exemplo, Albert et al. introduziu mudangaé
de nucleotideo no elemento da esquerda de 13 pb (LE sitio
lox mutante) ou elemento da direita de 13 pb (RE sitio lox
mutante) do sitio lox. A recombinagdo entre O sitio lox LE
mutante e o sitio lox RE mutante produz © sitio loxP de
tipo selvagem e um sitio mutante LE + RE que é pobremente
reconhecido pela recombinase Cre, resultando em um evento
de integragdo estavel (Albert et al. (1995) Plant J 7:649-
659) . Ver também, por exemplo, Araki et al. (1997) Nucleic

Acids Res 25:868-872.

O cassete de transferéncia é introduzido no organismo
compreendendo o sitio alvo. Quando uma recombinase
apropriada é provida, um evento de recombinagdo entre os
sitios de recombinacdo recombinogénicos do cassete de
transferéncia ocorre. Esse evento resulta em excisdo do

replicon, o que pode assumir uma forma circular. A
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replicacado da unidade replicon resulta em um alto numero de
cépias do replicon no organismo e prolonga a
disponibilidade do cassete de transferéncia na célula. Um
segundo evento de recombinacdo entre os sitios de
recombinacdo recombinogénicos do sitio alvo e o cassete de
transferéhcia permite a integracao estavel da unidade
replicon e do polinucleotideo de interesse no sitio alvo do

organismo.

Os métodos provém insergao direcionada de um
polinucleotideo de interesse. Se o polinucleotideo de
interesse é}introduzido em um organismo, ele pode provocar
varias .mudangas no organismo, particularmente plantas,
incluindo, mas nao limitando-se a, modificagao da
composicdo de éacidos graxos na planta, alterar © conteudo
de aminoadcidos da planta, alterando a resisténcia a
patdégenos, e similares. Esses resultados podem ser
alcancgados provendo a expressao de produtos heterdlogos,
expressdo aumentada de produtos enddégenos em plantas, ou

expressdo suprimida de produtos enddgenos em plantas.

Categorias gerais de leinucleotideos de interesse
incluem por exemplo, aqueles genes envolvidos em
informacdo, tais como dedos de zinco, aqueles envolvidos em
comunicacdo, tais como quinases, e aqueles envolvidos em
manutengao, tais como proteina de choque de calor.
Categorias mais especificas de transgenes incluem por
exemplo, seqgiiéncias codificando tragos para agronomia,

resisténcia a insetos, resisténcia a doencgas, resisténcia a
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herbicidas, esterilidade, caracteristica de graos, Oleo,
amido, carboidratos, fitato, proteinas, nutrientes,
metabolismo, digestibilidade, tamanho de grdo, carregamento
de sacarose, e produtos comerciais. Tracos, tais como
conteudo de 6leo, amido e proteina podem ser geneticamente
alterados; Modificacdes incluem aumentar o conteudo de
4cido oléico, 6éleos saturados e insaturados, aumentar OS
niveis de lisina e enxofre, prover aminoécidqs essenciais,
e também modificagdo de amido. Modificacdes em proteina

hordotionina para alterar Os niveis de aminoacidos sao

- descritas em U.S. Patents 5.703.049, 5.885.801, 5.885.802,

5.990.389. Outros exemplos sao uma proteina de semente
rica em lisina e/ou enxofre codificada pela albumina 2S5 de
soja descrita em U.S. Patent 5.850.016, e o inibidor de
quimotripsina de cevada, descrito em Williamson et al.

(1987) Eur J Biochem 165:99-106.

Derivados das segliéncias codificadoras podem ser
feitos para aumentar O nivel de aminocacidos  pré-
selecionados no polipeptideo codificado. Por exemplo,
polinucleotideos codificando um | polipeptideo de alta
lisina de cevada (BHL) sa&o derivados do inibidor de
quimotripsina de cevada (WO 98/20133). Outras proteinas
incluem proteinas vegetais ricas em metionira, tais como de
sementes de girassol (Lilley et al. (1989) Proceedings of
the World Congress on Vegetable Protein Utilization 1in
Human Foods and Animal Feedstuffs, ed. Applewhite (American
0il Chemists Society, Champaign, Illinois), pp. 497-502);

milho (Pedersen et al. (1986) J Biol Chem 261:6279;



10

15

20

25

134/180

Kirihara et al. (1988) Gene 71:3); e arroz (Musumura et al.

(1989) Plant Mol Biol 12:123).

Polinucleotideos de resisténcia & 1insetos podem
codificar resisténcia a pestes, tais como larva da raiz,
broca, larva de traca européia, e similares. Tais
polinucleotideos incluem, por exemplo, genes de proteina
téxica de Bacillus thuringiensis (U.S. Patents 5.366.892;
5.747.450; 5.737.514; 5.723.756; 5.593.881; e Geiser et al.

(1986) Gene 48:109); e similares.

Polinu;leotideos codificando tracos de resisténcia a
doencgas incluem génes de desintoxicacdo, tais como contra
fumonosina (U.S. Patent 5.792.931); aviruléncia (avr) e
genes de resisténcia a doencas (R) (Jones et al. (1994)
Science 266:789; Martin et al. {1993) Science 262:1432; e

Mindrinos et al. (1994) Cell 78:1089); e similares.

Tracos de resisténcia a herbicidas podem incluir genes
codificando resisténcia a herbicidas que atuam para inibir
a acado de acetolactato sintase (ALS), em particular os
herbicidas tipo sulfoniluréia, tais como clorosulfuron
(e.g., as mutacdes S4 e/ou Hra em ALS); genes codificando
resisténcia a herbicidas que atuam para inibir a acédo de
glutamina sintase, tais como fosfinotricina ou basta (e.g.,
o gene bar); glifosato (e.g., o gene EPSPS ou o gene GAT;
ver, por exemplo, publicacdes de patente US20040082770 e WO

03/092360) ou outros genes conhecidos. Resisténcia a

. antibiéticos pode ser também provida, por exemplo o gene
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nptII codifica resisténcia aos antibiéticos canamicina e

geneticina.

Genes de esterilidade podem ser também codificados em
um cassete de expressdo e provém ‘uma alternativa para a
retirada'de penddo fisica. Exemplos de genes usado em tais
meios incluem genes preferenciais de tecido masculino e
genes com fendétipos de esterilidade masculina, tais como
OM, descrito em U.S. Patent 5.583.210. Outros genes
incluem quinases e aqueles codificando compostos tbéxicos a

tanto desenvolvimento de gametéfito masculino ou feminino.

Trégos comerciais podem ser também codificados em um
gene ou genes due poderiam, por exemplo aumentar o amido
para producdo de etanol, ou prover a expressdo de
proteinas. Outro uso comercial de plantas transformadas & a
produgdo de polimeros e bioplasticos, tal como descrito em
U.S. Patent 5.602.321. Genes, tails como B-Ketotiolase,
PHBase (polihidroxiburirato sintase), e acetoacetil-CoA
redutase (ver Schubert et al. (1988) J Bacteriol 170:5837-
5847) facilitam a expressdo de polihidroxialcanoatos

(PHAs) .

A reducdo da atividade de genes especificos (também
conhecidos como silenciamento génico, ou supressao génica)
¢ desejavel para diversos aspectos de engenharia genética
em plantas. Varias técnicas para silenciamento  de denes
sdo bem conhecidas, incluindo, mas ndo limitando-se a,

tecnologia antisenso (ver, €.g., Sheehy et al. (1988) Proc
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Natl Acad Sci USA 85:8805-8809; e U.S. Patents 5.107.065;
5.453.566; e 5.759.829); co-supressado (e.g., Taylor (1997)
Plant Cell 9:1245; Jorgensen (1990) Trends Biotech 8:340-
344; Flavell (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:3490-3496;
Finnegan et al. (1994) Bio/Technology 12: 883-888; e
Neuhuber‘ et al. (1994) Mol Gen Genet 244:230-241);
interferéncia de RNA (Napoli et al. (1990) Plant Cell
2.279-289; U.S. Patent 5.034.323; Sharp (1999) Genes Dev

13:139-141; Zamore et al. (2000) Cell 101:25-33; Javier

4(2003) Nature 425:257—263; e, Montgomery et al. (1998) Proc

- Natl Acad Sci USA 95:15502-15507), silenciamento génico

15
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induzido por virus (Burton, et al. (2000) Plant Cell
12:691-705; e Baulcombe (1999) Curr Op Plant Bio 2:109-
113); ribozimas de direcionamento de RNA especifico
(Haseloff et al. (1988) Néture 334: 585-591); estruturas
(Smith et al. (2000) Nature 407:319-320; WO 99/53050; WO
02/00904; e WO 98/53083); ribozimas (Steinecke et al.
(1992) EMBO J 11:1525; U.S. Patent 4.987.071; e, Perriman
et al. (1993) Antisense Res Dev 3:253); -modificagéo
direcionada mediada por oligonucleotideo (e.qg., WO
03/076574 e WO 99/25853); moléculas dedo de zinco
direcionadas (e.g., WO 01/52620; WO 03/048345; e WO
00/42219); e outros métodos ou combinacdes conhecidas dos

métodos acima.

Os polinucleotideos podem ser providos em um construto
de DNA. Além disso, em exemplos especificos sitios de
recombinacgao e/ou o polinucleotideo codificando uma

recombinase apropriada é também contido no construto de



10

15

20

25

137/180

DNA. O cassete pode incluir seqiiéncias reguladoras 5' e 3
operacionalmente ligadas ao polinucleotideo de interesse.
Alternativamente, o construto de DNA flanqueado pelo sitio
de recombinacdo apropriado pode nao possuir os elementos
reguladores 5' e/ou 3'. Nessa instancia, o construto de
DNA & prbjetado de forma gque, na presenga da recompinase
apropriada, um evento de recombinacdo no sitio alvo resulte
nas regides reguladoras 5' e/ou 3' sendo operacionalmente
ligadas as seqliéncias do construto de DNA. Seqgiiéncias
intervenientes podem estar presentes entre elementds
operacionalmente ligados e nao rompem a ligacdo funcional.

O cassete pode conter, adicionalmente, pelo menos um dJgene

adicionél a ser introduzido no organismo.
Alternativamente, o(s) gene (s) adicional (is) pode ser
provido em miltiplos construtos de DNA. Tal construto de

DNA pode ser provido com uma pluralidade de sitios de
restricdo ou sitios de recombinacdo para insercgao da
seqliéncia de interesse a estar sob regulacgao transcricional
das regides.- ;eguladoras; O cassete de expressdo pode
conter, adicionalmente, genes marcadores de selecdo e/ou

rastreaveis.

Em alguns exemplos, O construto de DNA pode incluir na
direcdo 5' a 3' de transcricdo, uma regido de inicio de
transcricdo e tradugao, um polinucleotideo de interesse, €
uma regiéo' de terminacdo de transcrigao e tradugao
transcricional funéional no organismo de interesse. Em
outros exemplos, o construto ~de DNA compreende um

polinucleotideo de interesse 3° a um sitio de recombinagdao.
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Nesse exemplo, o sitio alvo pode compreender um promotor 5°
para o sitio de recombinacdo correspondente, dessa forma,
com a recombinagao, a seqiiéncia de nucleotideos de
interesse é operacionalmente ligada a seqléncia promotora.
Os varios sitios de recombinagdo aqui providos podem ser
ppsicionédos em qualquer lugar no construto de DNA,
incluindo 5' UTR,3' UTR, regides reguladoras, introns e/ou

segliéncia codificadora.

A regido de inciagao transcricional, o promotor, pode
ser nativa, analoga, estrangeira, ou heterbéloga para O
organismo _hospedeiro ou para o polinucleotideo de
interesse. Adicionalmente, o promotor pode ser a seqiéncia
natural ou, alternativamente, uma seqiiéncia sintética.
Tais construtos podem mudér os niveis de expressdo do
polinucleotideo de interesse no organismo. A regido de
terminacdo pode ser nativa ou heterdloga para a regido de
iniciacdo transcricional, podé ser nativa ou heterdloga
para o] polinucleotideo operacionalmente ligado de
interesse, ou pode ser —nativa ou heterbéloga "para O
organismo hospedeiro. Regides de terminagao convenientés
estao disponiveis a partir do plasmidio Ti de A.
tumefaciens, tais como as fegiées de terminacdo de octopina
sintase e nopalina sintase. Ver também Guerineau et al.
(1991) Mol Gen Genet 262:141-144; Proudfoot (1991) Cell
64:671-674; Sanfacon et al. (1991) Genes Dev 5:141-149;
Mogen et al. (1990) Plant Cell 2:1261-1272; Munroe et al.
(1990) Gene 91:151-158; Ballas et al. (1989) Nucleic Acids

Res 17:7891-7903; e Joshi et al. (1987) Nucleic Acids Res:
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15:9627-9639. A sequéncia de nucleotideos de interesse
pode ser também nativa ou analoga ou estrangeira ou

heterdloga para o organismo hospedeiro.

Quando apropriado, © uso de cédon na sequéncia de
nucleotidéos de interesse ou na recombinase pode ser
modificado para expressao no organismo transformado. Por
exemplo, os genes podem ser sintetizados usando coédons
preferenciais de plantas para expressao melhorada. Ver, por
exemplo, Campbell & Gowri (1990) Plant Physiol 92:1-11 para
uma discussao de uso de cbddon preferencial de hospedeiro.
Métodos estéo disponiveis para genes sintetizastes
preferenciais de plantas. Ver, por exemplo, -U.S. Patents
5.380.831, e 5.436.391, WO 99/25841, e Murray et al. (1989)

Nucleic Acids Res 17:477-498.

Modificacdes adicionais de seqiiéncias sao conhecidas
para intensificar a expressdo génica em um hospedeiro
celular. Essas incluem a eliminagao de ~seqgiéncias
codificando sinais espufibsos de poliadenilagdo, sinais de
sitio de splice éxon-intron, repetigdes tipo transposon, e
outras tais seqiéncias bem caracterizadas que podem ser
deletérias a expressdo génica. O conteudo G-C da seqgiiéncia
pode ser ajustada para niveis médias para um dado
hospedeiro celular, como calculado por referéncia a genes
conhecidos expressados na célula hospedeira. Quando
possivel, a seqiiéncia é modificada para evitar eétruturas

hairpin de RNAm secunddrio previstas.
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O construto de DNA pode adicionalmente conter
seqiiéncias lider 5'. Tais seqgiiéncias lider podem atuar
para intensificar a tradugao. Lideres de tradugdo sao
conhecidos e incluem lideres de picornavirus, por exemplo,
lider EMCV (regiao 5! nao codificadora de
encefaloﬁiocardite) (Elroy-Stein et al. (1989) Proc Natl
Acad Sci USA 86:6126-6130); lideres de potivirus, por
exemplo, lider TEV (Virus Etch de tabaco) (Gallie et al.
(1995) Gene 165:233-238), lider MDMV (Virus de mosaico anao
do milho) (Allison et al. (1986) Virology 154:9-20; e Kong
et al. (1988) Arch Virol 143:1791-1799), e proteina
imunoglobulina de cadeia pesada humana (BiP) (Macejak et

al. (1991) Nature 353:90-94); lider ndo traduzido de capa

de proteina de RNAm de virus de mosaico de alfafa (AMV RNA

4) (Jobling et al. (1987)' Nature 325:622-625); lider de

virus de mosaico de tabaco (TMV) (Gallie et al. (1989) in

Molecular Biology of RNA, ed. Cech (Liss, New York), pp.
237-256); ..e lider de virus clorético de milho (MCMV)
(Lommel et al. (1991) Virology 81:382-385). Ver também,
Della-Cioppa et al. (1987) Plant Physiol 84:965-968. .
Outros métodos ou segiliéncias conhecidas por intensificar a
traducdo também podem ser utilizados, por exemplo, introns,

e similares.

Na preparagdo do construto de DNA, os varios
fragmentos de DNA podem ser manipﬁlados para posicionar as
seqiiéncias na orientacgéao correta, se apropriado, no quadro
de leitura correto. Nessa direcdo, adaptadores ou ligantes

podem ser empregados para juntar os fragmentos de DNA ou
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outras manipulagdes podem ser envolvidas para prover sitios
de restricdo convenientes, remocdo de DNA supérfluo,
remocdo de sitios de restricdo, ou similares. Para esse
propdésito, mutagénese in vitro, reparo de primer,
restricdo, anelamento, re-substituicdes, transigdes e/ou

transversdes, podem ser envolvidas.

Geralmente, o construto de DNA compreendera um gene

marcador de selecdo para a selecao de células transformadas.

Genes marcadores de selegdo sao utilizados para a selegdo de

©  células transformadas ou tecidos e foram discutidos em
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detalhe aqui em outra parte, assim como, promotores de

interesse exemplares.

Os seguintes exemplos sao oferecidos por meio de

ilustracdo e ndo por meio de limitagao.
EXPERIMENTAL

Exemplo 1. ' Geragdo de bibliotecas compreendendo

sitios de recombinagdo FRT modificados.

Dois ~ oligonucleotideos complementares degenerados

contendo segiiéncias FRT, com as 6 posicgdes centrais de

espacamento  sendo randomicamente mutagenizadas, foram

sintetizados na Synthetic Genetics (San Diego, CA):

Oligo 1:57-

gccagcatgcaagcttgaattccgaagttcctatactNNNNNNagaataggaacttcga
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gatctggatccgcggaacg-3’ (SEQ ID NO:52); ‘e OligoZ: 5'-
cgttccgcggatccagatctcgaagttcctattctNNNNNNagtataggaacttcggaa

ttcaagcttgcatgetgge-3’ (SEQ ID NO:53) .

A regido de espagamento & de 8 pb. Nesse experimento,
a regiao vcentral de 6 pb foi visada para Inodifiéagéo, e
assim, os outros dois nucleotideos sdo mantidos sem
mudanga. Um pmol de oligo 1 e um pmol de oligo 2 foram
anelados por desnaturagdo por calor a 95°C por 2 minutos,

segquido por resfriamento gradual a temperatura ambiente.

" 0s oligonucleotideos anelados foram digeridos com EcoRI e

BamHI e ligados nos sitios EcoRI/BamHI de um vetor derivado
de pSportI, a qual 3 bases adicionais criaram um sitio de
restricado Hpal (BRL Life Technologies, Gaithersburg, MD) e
o vetor PHP13273 contendo um gene de resisténcia
espectinomicina para criar duas bibliotecas de plasmidios
FRT modificados. Uma razdo molar de 10:1 e 4:1 de
oligonucleotideo anelado para pSport e PHP13273 fol usada
para as respectivas reégéés; de ligacgéo. Sob essas
condigdes de ligaqéo; 10 de  10. coldnias randomicamente
escolhidas foram encontradas contendo uma insergao
monomérica de um sitio FRT modificado. A biblioteca de FRT
modificado referida como "biblioteca A" estd no vetor
pSport e carrega O marcador resistente a antibidtico
ampicilina. A biblioteca de FRT modificado, referida como
"biblioteca B" esta no vetor PHP13273 e carrega o marcador
resistente a antibiético espectinomicina. Um numero total
de 15.904 colénias foi coletado para fazer uma biblioteca A

FRT e 19.600 colénias foram coletadas para fazer ~uma
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biblioteca B FRT. Isso representou uma cobertura de 4x das
6 posicdes centrais (4°=4096) no sitio FRT. DNA de
plasmidio foi isolado dessas duas bibliotecas e usado para

o rastreamento na escala de biblioteca.
Exemplo 2. Rastreamento na escala de biblioteca para
identificar sitios de recombinagdo FRT modificados

recombinogénicos.

Uma quantidade molar igual de DNA de cada das

- bibliotecas FRT modificadas A e B foi misturada em um tubo
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contendo tampéo de reacdo para recombinagdo in vitro
mediada por FLP. Uma reacgdo de recombinagédo tipica de 20ul
compreende 25mM Tris'Cl a pH 7,5, 10mM MgCl,, 5mM DTT,
50fmol DNA de biblioteca A? 50fmol DNA de biblioteca B, e
2pl FLP (0,07ug/pl final). A reagdo & conduzida a 30°C, e
aliquotas tomadas em varios pontos do tempo. Em cada
momento, aliquotas de 2pl foram tomadas e a reagéo cessou
fervendo-se por 1 min . com resfriamento gradual a
temperatura ambiente. Tipicamente, amostras foram tomadas
a 0, 2, 5, 10, 30, 60, e 90 minﬁtos e poderiam ser usadas
para avaliar sitios FRT reativos rdapidos vs lentos. Se
apenas um ponto do tempo foi tomado, o ponto dos 90 minutos

foi usado.

"Amostras de reacdo foram transferidas em células de E.
coli DHS5a de acordo com procedimentos padrao. Aliquotas
iguais de cada mistura de transformacdo foram espalhadas em

uma placa cada contendo tanto apenas ampicilina, apenas



15

. 20

25

144/180

espectinomicina, ou contendo ambas ampicilina e
espectinomicina. O DNA co-integrante recombinado com
sucesso carregara ambos marcadores de selecdo e, assim,
ap6s transferéncia em E. coli, ira conferir resisténcia a

ambas ampicilina e espectinomicina.

Aquelas coldénias com resisténcia a ambos antibidticos
foram escolhidas e o DNA de plasmidio foi preparado usando

o kit de preparacdo de DNA de plasmidio Montage 96-well HTP

(Millipore, Billerica, MA USA). Sitios FRT candidatos

foram obtidos por PCR usando primers flanqueando sitios FRT
recombinados no DNA co-integrante. Os primers de PCR usado
foram primer Forward: 5’-gcacatacaaatggacgaacgga-3 (SEQ ID
NO:54) e primer Reverso: 5’ -cctcttcgctattacgeccaget-3’ (SEQ
ID NO:55). As condigbdes de PCR foram como se segue: um
ciclo: 95°C, 1 min; 20 ciclos: 95°C, 30 seg; 61°C, 2 min; um
ciclo: 67°C, 3 min; Espera: 4°C. A seqliéncia dos sitios FRT
candidatos amplificados foi determinada por sequenciémento

Cycle (essencialmente como descrito em Slatko et al. (1993)

DNA Sequencing. In, Current Protocols in Molecular

Biology, (ed. By Ausubel et al.) Ch. 7, pp 7.0.1-7.6.13.

New York: John Wiley & Sons).

Exemplo 3. Métodos para testar a eficiéncia de
excisao de sitios de recombinag¢do FRT modificados

recombinogénicos.

Para testar a eficiéncia de excisdo mediada por

recombinase de um sitio FRT candidato, vetores de excisado
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foram feitos, nos quais duas codpias de um sitio FRT
modificado recombinogénico candidato foram clonadas em
orientacdo direta flanqueando a seqléncia promotora de
ubiquitina de milho em pSport (BRL Life Technologies,
Gaithersburg, MD). Uma reagdo de excisdo foi conduzida sob
as seguiﬁtes condigdes: 3pl de minipreparado de DNA vetor
de excisédo (2mg/ml), lpl 10x tampdo (250mM Tris'Cl a pH
7,5, 100mM MgCl,, 50mM DTT), 5pl ddH;O0, e 1pul FLP (0,72

mg/ml) . A mistura de reacdo foi incubada a 30°C por 30

min, fervida por 2 min, resfriada a temperatura ambiente,

digerida com EcoRV e Xhol, e, entdo sujeita a eletroforese

de gel de agarose.

EcoRV gera um unicc corte na espinhé dorsal do vetor
pSport, enquanto Xhol gera um uUnico corte na seqliéncia de
promotor de ubiquitina de milho. A dupla digestdo do vetor
de excisdo ndo recombinado produz dois fragmentos de 4332
pb e 769 pb. A dupla digestdo do vetor produto, apdés a
excisdo ocorrer, produz um fragmento adicional de 952pb.
Os fragmentos de DNA foram quantificados usando software
Quantity One da Bio-Rad Laboratories. A medida que aA
excisdo ocorre, uma quantidade aumentada do fragmento de
952 pb é produzida e menos do fragmento de 769 pb é
produzido. Assim, a razao do‘fragmento de 952 pb para o
fragmento de 769 pb mede a eficiéncia absoluta de exciséo.
Nesse experimento, eficiéncia relativa de excisdo de
recombinacdo (% eficiéncia de excisdo) de um sitio FRT é
calculada como a eficiéncia de excisdo na presenga de FLP

nativa de levedura de um primeiro sitio FRT modificado com



10

.146/180

um segundo sitio FRT modificado divida peia eficiéncia de

excisdo de um par de sitios FRT de tipo selvagem

NO:39)

Varios
identificados nos métodos

para sua habilidade de reter atividade bioldgica.

X 100%.

sitios

de recombinagao

FRT

(SEQ 1ID

modificados

do Exemplo 2 foram analisados

A Tabela

1 apresenta varios sitios de recombinagdo FRT modificados

funcionais e sua eficiéncia relativa de recombinacdo
determinada como destacado acima.
Tabela 1
SEQ ID No
SEQ ID NO
para
para sitio Seqiéncia Eficiéncia
Sitios seqiéncia
FRT de de excisao
FRT : de
modificado | Espacamento (%)
espacamento
minimo
modificada
FRT1 39 TTTCTAGA 43 100
FRT12 21 TCTATGTA 1 102
FRTS57 22 TTTTCTAA 2 82
FRT85 23 TTTCTTGA 3 116
FRT87 24 TTTCTGGA 4 93
FRTS53 25 TGTARAAA 5 64
FRT62 26 TTTAGGTA 6 72
FRT78 27 TGAAAAGA 7 60
FRT34 28 TGTAATGA 8 34
FRT70 29 TATACAAA 9 25
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FRT76 30 TTCCATAA 10 30
FRT89 31 TCTCTAGA 11 39
FRT43 32 TTCCGAGA 12 14
FRT45 33 TCTCTTGA 13 5
FRT55 34 TCCACAGA 14 7
FRT65 35 TGATTGGA 15 18
FRT 69 36 TTTTGTGA 16 9
FRT74 | 37 TGAGAGAA 17 5
FRT86 38 TTTCTCGA 18 12
FRT5 40 CTTTTGAA 44 15

*As seqliéncias de espagamento foram flanqueadas pelo
elemento simétrico de tipo selvagem de 13 pares de base

relatado na Figura 1.

Exemplo 4. Métodos para testar a eficiéncia de co-
integragdo sitios de recombinagdo FRT modificados

recombinogénicos.

O experimento foi conduzido como descrito no Exemplo

2. Resumidamente, FRT1, 5, a 6 (SEQ ID NOS:39, 40, e 41)

foram individualmente clonados em sitios EcoRI/BamHI de

PHP13273 e modificaram o vetor pSportl. 50 fmol de DNA de
FRT1 em PHP13273 (Spec®) foi misturado com 50 fmol de DNA
de FRT1 em pSportl modificado (Ap") em 20pl de tampdo de
reacdo contendo 25mM Tris'Cl a pH 7,5, 10mM MgCl,, 5mM DTT,
e 2pl FLP (0,07pug/pul final). A cada ponto de tempo,
aliquotas de 2pl foram tomadas e a reacgao cessou fervendo-
se por 1 min com resfriamento gradual a temperatura

ambiente. Amostras de reacdo foram transferidas em células
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de E. coli DH5a de acordo com procedimentos padréo.

Aliquotas iguais de cada mistura de transformagao foram

espalhadas em uma placa cada contendo ampicilina apenas,

espectinomicina apenas, ©Ou contendo ambas ampicilina e
espectinomicina. O DNA co-integrado recombinado com
sucesso via sitios FRT1 carregara ambos marcadores de

selecdo e, assim, apds a transferéncia em E. coli, ira

conferir resisténcia a ambas ampicilina e espectinomicina.

Aguelas coldnias com resisténcia a ambos antibidéticos foram

escolhidas e DNA de plasmidio co-integrado foi preparado
para analise adicional. Clones que sdo resistentes a ambos
antibiéticos, mas nao abrigam DNA de plasmidio co-integrado

foram subtraidos no calculo da freqiiéncia de co-integragao.

A freqiiéncia de éo—integragéo de FRT1 foi determinada
calculando-se a porcentagem de coldnias abrigando DNA de
plasmidio co-integrado dentre as colénias resistentes a uma
das drogas antibioéticas. Similarmente, a integracgao in
vitro de FRTS5 ou FRT6 foi efetuadas e a freqiéncia de co-
FRT5 ou determinada

integragéo de FRT6 foi

conseqgiientemente. Os resultados sdo apresentados na Tabela

2.

Tabela 2. Porcentagem de co-integrantes recuperados a

partir de recombinagdo in vitro mediada por FLP (%)

Tempo (h) 0 0,5 1,0 1,5 2,0
FRT1 + FRT1| 0,01 0,32 0,70 0,98 1,03
FRTS5 + FRTS| 0,00 0,04 0,04 0,08 0,09
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FRT6 + FRT6| 0,02 0,20 0,18 0,28 0,27

Recombinacdo in vitro mediada por FLP foi efetuada
como descrito anteriormente. Quando o DNA contendo sitios
FRT dissimilares é misturado na reacdo, tal como no
rastreamento em escala de biblioteca previamente descrito,
a recombinacdo intermolecular entre dois sitios FRT
correspondentes é adicionalmente reduzida. Em reacgdes
contendo sitios FRT1 apenas, sitios FRTS5 apenas, ou sitios
FRT6 apenas, a recombinacdo entre sitios FRT1 ¢é de
aproximadamente 10 vezes mais eficiente do que entre sitios
FRT5 e aproximadamente 4 vezes mais eficiente do que entre

sitios FRT6 (Tabela 2).

Nesse exemplo, DNA de plasmidio contendo trés sitios
FRT diferentes (FRTI1, FRTS; e FRT6), cada um residindo em
pSportl modificado carregando marcador de selegao Ap" e
PHP13273 carregando ‘Specr, foram misturados na reagao.
Dentre ‘FRT1l, FRT5, e FRT6, dois sitios FRT diferentes néao

recombinam um com o outro. Na reacdo tendo quantidade

Aequimolar de DNA contendo sitios FRT de FRTI1, FRT5, e FRTo,

a eficiéncia de recombinacdo entre quaisquer dois sitios
FRT correspondentes ¢€ reduzida. Os resultados séo
apresentados na Tabela 3. A freqiiéncia de co-integragao
combinada entre dois sitios FRTI1, dois sitios FRTS5, e dois
sitios FRT6 foi de 0,09% apds 90 minutos, aproximadamente
10 vezes menos do que da reagdo tendo apenas o sitio FRTI.
A maioria dos co-integrantes & de recombinacdo via o©os

sitios FRT mais eficientes, FRT1, na reacdo como indicado
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pelo fato de que todos os 10 co-integrantes randomicamente
escolhidos foram produtos de recombinagado de sitios FRTI.
Na reacdo tendo menos guantidade molar de DNA contendo
sitio FRT1 (razdo molar dentre FRTI, FRT5, e FRT6 é:
0,04:1,00:1,00), a recombinacdo total foi adicionalmente
reduzida! Ainda, nenhum dos 10 co-integrantes
randomicamente escolhidos foi produto de recombinag¢do de

sitios FRT1.

Tabela 3
_ Co- FRT1 co-
Sitios FRT * integrante integrante/Total co-
(%) integrante analisado
FRT1 (Ap®", 50fmol) % |
FRT1 (Spec’, 50fmol) 0,98 10/10
FRT5 (Ap", 50fmol) +
= 0,08 NA
FRT5 (Spec®, 50fmol)
FRT6 (Ap", 50fmol) +
4 0,28 NA
FRT6 (Spec®, 50fmol)
FRT1 (Ap", 16fmol) +
FRT1 (Spec’, l16fmol) +
FRTS5 (Ap®, l6fmol) +
FRT5 (Spec®, 16fmol) + 0,09 10/10
FRT6 (Ap", l6fmol) +
FRT6 (Spec®, 16fmol)
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Co- " FRT1 co-
Sitios FRT * integrante integrante/Total co-
(%) integrante analisado
FRT1 (Ap®, 0,8fmol) +
FRT1 (S@ecr, 0,8fmol) +
FRT5 (Ap®, 20fmol) +
FRT5 (Spec®, 20fmol) + 0,07 0/10
FRT6 (Ap®, 20fmol) +
FRT6 (Spec®, 20fmol)

* O Marcador de selecdo e a quantidade molar de DNA usado

na reagdo estao incluidos nos parénteses.
Exemplo 5: Transformagdo vegetal

A. Transformacdo por Bombardeamento de Particulas e

Regeneracdo de Calo de Milho

Embrides imaturos de 'milﬁo; oriundos de estufa ou
cultivados no campo de plaﬁtas doadoras do tipo High type
II (HiII) sao pombardeados com um polinucleotideo isolado
compreendendo  um sitio del recombinagao, cassete de
transferéncia, sitio alvo, e/ou recombinase aqui providos.
Se o polinucleotideo nao inclui um marcador de selegao,
outro polinucleotideo contendo um gene marcador de selegado
pode ser co-precipitado nas particulas usadas para
bombardeamento. | Por exemplo, um plasmidio o gene PAT

(Wohlleben et al. (1988) Gene 70:25-37) que confere
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resisténcia ao herbicida Bialaphos pode "ser usado. A

transformacao é efetuada com se segue.

As espigas s&o esterilizadas na sua superficie em 50%
alvejante Chlorox mais 0,5% Micro detergente por 20
minutos, ve enxaguado duas Vvezes com agua estéril. Os
embrides imaturos sdo excisados e colocado com o eixo do
embrido para baixo (lado do escutelo para cima), 25
embrides por placa. Esses sdo cultivados em meio de &gar
560L, 4 dias antes do bombardeamento no escuro. O meio
560L é um meio baseado em N6 contendo vitaminas Eriksson's,
tiamina, sacarose, 2,4-D, e nitrato de prata. No dia de
bombardéamento, os embrides sdo transferidos para meio 560Y
por 4 horas e sdo arranjados na zona alvo de 2,5 cm. Meio
560Y ¢é um meio altamente osmético (560L. com alta

concentracdo de sacarose).

Um vetor de plasmidio compreendendo um polinucleotideo
de interesse operacionalmente ligado ao pxomotor
selecionado é construido. ESse DNA de plasmidio, maerNA
de plasmidio contendo um marcador de selegdo PAT se
necessario, é precipitado em pelotas de 'ouro de 1,0 um
(diémetro.médio) usando um procedimento de precipitacdo com
CaCl2 com se segue: 100 pl preparado de particulas de ouro
(0,6 mg) em &gua, 20 pl (2 pg) DNA em tampdo TrisEDTA (1 ug
total), 100 ul 2,5 M CaCl2, 40 pul 0,1 M espermidina.

Cada reagente é adicionado segliencialmente a suspensao

de particulas de ouro. A mistura final ¢é brevemente
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sonicada. Apbds © periodo de precipitacgdo, os tubos sao
centrifugados brevemente, © liquido removido, lavados com
500 pl 100% etanol, e centrifugados novamente por 30
segundos. Novamente, o liquido € removido, e 60 pl 100%
etanol é adicionado a pelota de particulas de ouro final.
para o bombardeamento de particulas com pistola, as
particulas ouro/DNA sdo brevemente sonicadas ¢ 5 pl

colocadas no centro de cada macrocarregador e deixadas

secando por cerca de 2 minutos antes do bombardeamento.

As placas de amostras sdo bombardeadas a uma disténcia
de 8 cm a partir da tela de parada ao tecido, usando uma
pistola biolistica DuPont de particulas de hélic. Todas as
amostras recebem um uUnico tiro a 650 PSI, com um total de
dez aliquotas tiradas de cada tubo de preparado

particulas/DNA.

De quatro a 12 horas apbés o bombardeamento, 0S-
embrides sdo movidos para 560P (um meiovde iniciagdo de
calo pouco osmético similar a 560L mas com menos nitrato de
prata), por 3-7 dias, entao transferidos a meio de sélegéb
560R, um meio baseado em N6 similar a 560P . contendo
Bialaphos a 3 mg/litro, e subcultivado a cada 2 semanas.
Apds aproximadamente 10 semanas de selecdo, clones de calos
sio amostrados para PCR e/ou atividade do polinucleotideo
de interesse. Linhas positivas sao transferidas para meio
288J, um meio baseado em MS com menos sacarose e niveis de
horménio, para iniciar a regeneragao vegetal. Seguindo o

amadurecimento de embrido somatico (2-4 semanas), embrides
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somaticos bem desenvolvidos sao transferidos para meio para
germinacdo e transferidos para a sala de cultura iluminada.
Aproximadamente 7-10 dias depois, as plantulas em
desenvolvimento sdo transferidas para meio em tubos por 7-
10 dias até que as plantulas estejam bem estabelecidas. As
plantas sao, entdo, transferidas para 1insergbes em
recipientes (equivalente a pote de 2,5") contendo solo de
pote e cultivadas por 1 semana em uma camara de
crescimento, subsequentemente cultivadas por 1-2 semanas
adicionais na estufa, entdo transferidas para potes
Classic™ 600 (1,6 galdo) e cultivadas para maturidade. As
plantas saéo monitoradas para expressdo do polinucleotideo

de interesse.

B. Transformagéb mediada por Agrobacterium e

Regeneracdo de Calos de Milho

Para transformacdo de milho mediada por Agrobacterium,
um polinucleotideo compreendendo um sitio de recombinagdo,
cassete de transferéncia, sitio alvo, e/ou recombinase aqui
providos ¢é usado com O método de Zhao (U.S. Patent

5.981.840) .

Resumidamente, embrides imaturos sao isolados de milho
e os embrides contatados com uma suspensdo de Agrobacterium
contendoc um polinucleotideo de interesse, onde as bactérias
sao capazes'de transferir a seqgliéncia de nucleotideos de
interesse a pelo menos uma célula de pelo menos um dos

embrides imaturos (etapa 1: a etapa de infeccdo). Nessa
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etapa, os embrides imaturos sdo imersos em uma suspensdo de
Agrobacterium para O inicio da inoculacdo. Os embrides sao
co-cultivados por um tempo com as Agrobacterium (etapa 2: a
etapa de co-cultivo). Seguindo esse periodo de co-cultivo,
uma etapa Otima de "descanso" pode ser efetuada (etapa 3:
etapa de descanso). Os embrides imaturos sdo cultivados em
meio sélido com antibidético, mas sem um agente de selecgao,
para eliminagdo de Agrobacterium e por uma fase de descanso
para as células infectadas. Em seguida, os embrides
inoculados sdo cultivados em meio contendo um agente
seletivo e o cultivo de calos transformados ¢é recuperado
(etapa 4: a etapa de selecdo). Qs embrides imaturos sao
cultivados em meio sélido com um agente seletivo reéﬁltando
no crescimento seletivo de células transformadas. 0 calo
é, entao, regeneradof em ?lantas (etapa 5: a etapa de
regeneragao), e OS calos cultivados em meio seletivo sao

cultivados em meio sélido para regenerar as plantas.
C. Transformacdo de Dicotileddneas

Um polinucleotideo compfeendendo um sitio de
recombinacdo, cassete de transferéncia, sitio alvo, e/ou
recombinase aqui providos, pode ser introduzido em culturas
embriogenias em suspensao de soja por  bombardeamento de
particulas usando essencialmente os métodos descritos em
parrott, et al. (1989) Plant Cell Rep. 7:615-617. Esse

método, com modificagdes, € descrito abaixo.
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As sementes sao removidas de vagens quando OsS
cotilédones sdo de 3 a 5 mm em comprimento. As sementes
sd3o esterilizadas em uma solucdao alvejante (0,5%) por 15
minutos, o que apds esse tempo, as sementes sdo enxaguadas
com &gua destilada estéril. Os cotilédones imaturos sao
excisados) primeiro contando-se a porgao da semente que
contém o eixo do embrido. Os cotilédones sao, entao,
removidos das cobertura da semente gentilmente empurrando a
extremidade distal da semente com a extremidade rombuda da

lamina do bisturi. Os cotilédones s&o, entao, colocados em

- placas de Petri (lado plano para cima) com meio de
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25

iniciacdo SB1l (sais MS, vitaminas BS, 20 mg/L 2,4-D, 31,5
g/L sacarose, 8.g/L TC Agar, pH 5,8). As placas de Petri
sido incubadas no .claro (dia de 16 hrs; 75-80 uE) a 26°C.
Apds 4 semanas dé inéubagéo, oS cotilédones sdo
transferidos para meio SBl fresco. Apbés duas semanas
adicionais, embrides somaticos de estagio globular que
exibem Aareas proliferativas sdo excisado e transferidos
para meio liquido FN Lite (Samoylov, et al. (1998) In Vitro
Cell Dev. Biol.- Plant 34:8-13). Cerca de 10 a 12 pequenos
agrupamentos de embrides somaticos sao colocados em frascos
de 250 ml contendo 35 ml de meios SB172. As culturas em
suspensdo embriogénicas de soja sao mantidas em 35 mL de
meio liguido em um misturados rotativo, 150 rpm, a 26°C com
luzes florescentes (20 pE) em um periodo de 16:8 horas
dia/noite. As culturas sdo sub-cultivadas a cada duas
semanas inoculando-se aproximadamente 35 mg de tecido em 35

mL de meio liquido.
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As culturas em suspensao embriogénicés de soja sao,
entdo, transformadas usando bombardeamento de particulas
por pistola (Klein et al. (1987) Nature 327:70; U.S. Patent
No. 4.945.050) . Um instrumento BioRad Biolisticé
PDS1000/HE pode ser usadd para essas .transformagdes. Um
gene marcador de selecao, que é usado para facilitar
transformacdo de soja, €& um gene guimérico composto de
promotor 35S de Virus de Mosaico de Couve-Flor (0Odell et
al. (1985) Nature 313:810-812), o gene de higromicina
fosfotransferase de plasmidio pJR225 (de E. coli; Gritz et
al. (1983) Gene 25:179-188) e a regido 3' do gene de
nopalina sintase de T-DNA do plasmidio Ti de Agrobacterium

tumefaciens.

Para 50 pL de umé suspénséo de particulas de ouro de 1
um a 60 mg/mL, é adicionado (em ordem) : 5 uL DNA (1
ug/pL), 20 pl espermidina (0,1 M), e 50 pL CaCl2 (2,5 M).
A preparagdo de particulas é agitadas por trés minutos,
girada em uma centrifuga por 10 segundos e o sobrenadante
removido. As particulas cobertas por DNA sdao lavadas uma
ver em 400 ulL 70% etanol e ressuspendida em 40 pL de etanol
anidro. A suspensdo DNA/particulas é sonicadas trés vezes:
por um segundo cada. Cinco uL das particulas de ouro
cobertas por DNA sé&o, entao, carregadas em um disco

macrocarregador.

Aproximadamente 300-400 mg de uma cultura em suspensao
de duas semanas de idade sido posicionados em uma placa de

petri vazia de 60x15 mm e O liquido residual removido do
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tecido com uma pipeta. A pressdo de ruptuia de membrana €
determinada a 1100 psi e a céamara é evacuada a um vacuo de
28 polegadas mercurio. O tecido ¢é posicionado a
aproximadamente 8 cm da tela de retencdo, e é bombardeado
trés vezes. Apdés o bombardeamento, O tecido é divido ao

meio e colocado de volta em 35 ml de meio FN Lite.

"De cinco a sete dias apbds o bombardeamento, O meio
liquido ¢é trocado por meio fresco. Onze dias apds ©
bombardeamento, o meio é trocado com meio fresco contendo
50 mg/mL higromicina. Esse meio seletivo ¢é refrescado
semanalmente. De sete a oito semanas apds o
bombardeamento, o tecido verde transformado serad observado
crescendo a partir de agrupamentos embriogénicos necréticos
ndo transformados. :Tecido verde isolado é removido e
inoculado em frascos individuais para gerar novas culturas

em suspensao embriogénicas clonalmente propagadas. Cada

" nova linha é tratada como um evento de transformagado

independente. Essas suspensdes sdo, entao, subcultivadas e
mantidas como agrupamentos de embrides imaturos, ©ou O
tecido é regenerado em plantas inteiras por amadurecimento

e germinagdo de embrides individuais.
D. Isolamento de DNA de Tecidos de Calo e Folha

Eventos de transformacgéao putativos podem ser
rastreados para a presenga do transgene. DNA gendémico é
extraido de calos ou ‘folhas usando uma modificagdo do

método de CTAB (brometo de cetiltrietilaménio, Sigma H5882)
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descrito por Stacey and Isaac (1994 In Methods in Molecular
Biology Vol. 28, pp. 9-15, Ed. P.G. Isaac, Humana Press,
Totowa, NJ) . Aproximadamente 100-200 mg de tecido
congelado sujo com pdlvora em nitrogénio liquido e
homogeneizado em 1 ml de tampao de extragdo CTAB (2% CTAB,
0,02 M EbTA, 0,1 M Tris-Cl pH 8, 1,4 M NaCl, 25 mM DTT) por
30 min a 65°C. As amostras homogeneizadas sao  deixadas
resfriando a temperatura ambiente por 15 min antes de ser
feita uma extracdo de proteina simples com aproximadamente
1 ml 24:1 v/v de cloroférmio:octanol. As amostras sio
centrifugadas por 7 min a 13.000 rpm e a camada superior de
sobrenadante coletada usando pontas de pipetas de boca
larga. DNA ¢é precipitado a partir do sobrenadante pof
incubagao em 95% etanol em gelo por 1 h. Filetes de DNA
sdao enroladas em um géncho de vidro, lavadas em 75% etanol
contendo 0,2 M acetato de sdédio por 10 min, secadas com ar
por 5 min e ressuspendidas em tampdo TE. Cinco pl de RNAse
A é 'a'd.icionado as amostras e incubado a 37° C por 1 h.
Para quantificacdo do DNA gendmico, eletrofqreée de gel é
efetuada usando um gel de agarose 0,8% em 1lx tampao TBE.
Um microlitro de cada das amostras’é fracionado junto com
200, 400, 600 e 800 ng npl-1 A de marcadores de DNA né&o

cortados.

Exemplo 6. Comparando a eficiéncia relativa de

recombinacdo de seqiéncias FRT dissimilares em células de

" milho.
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Dois testes sdo provido que medem as taxas relativas
de ativacdo de transgenes como um resultado da excisao
mediada por FLP, que traz um promotor e transgene em
proximidade funcional. O método pode ser usado para
caracterizar a eficiéncia de recombinagdo de tanto sitios
de recombinagéo correspondentes e/ou dissimilares e, dessa
forma, determinar se os sitios sao recombinogénicos ou nao

recombinogénicos um ao outro.

Dois testes sdo discutidos abaixo: (A) pontuacgdo de
ativacdo de Proteina Amarela Fluorescente (YFP) em células

individuais_e (B) pontuacdo de atividade de luciferase.

A, Teste de Fluorescéncia

Trés cassetes de expressdo transgénicos (destacados na
Tabela 4) sdo introduzidos tanto em um tratamento de FRT

teste ou um tratamento controle.

Tabela 4

Construto. FRT teste Construto Controle

CPN60:FRTx:GUS:FRTx:YFP:termo 35s | CPN60:FRTx:YFP:termo 35s

Actina::CFP::nos Actina::CFP: :nos

Ubi::FLP::pinlIl Ubi::FLP::pinll

YFP = proteina de fluorescéncia amarela ; CFP = proteina de
fluorescéncia ciano; CPN60 = promotor de chaparonina 60 de
milho (Close (1993) Master’s Thesis, Iowa State

University).
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Em ambos tratamentos controle e FRT‘ teste, os trés
cassetes de expressdo relevantes (ou apropriados) sao
misturados em razdes equimolares, e introduzidos em células
escutelares de embrides Hi-II imaturos usando métodos de
distribuicdo de particulas padréo. Apdés dois dias, os
nimeros ’de células ciano e amarelo fluorescentes sao
contados usando um estereomicroscdpio epifluorescente
Leica. O numero de células ciaho fluorescentes & usado
para normalizar entre os tratamentos provendo uma medida
relativa de quantas células receberam DNA suficiente para
expressar os transgenes. Para validar esse sistema de
teste, FRT1 é usado para o primeiro experimento. Como um
tratamento controle, uma mistura dos seguintes trés
plasmidios é usada: Actina::Ciano FP::nos,
CPN60:FRT1:YFP:termo 35s, e Ubi::FLP::pinII. No tratamento
controle, quando esses trés plasmidios s&o co-introduzidos
e os numeros de células ciano e amarelas sdo pontuados dois
dias mais tarde, os numeros de células ciano e amarelas na
populacdo ¢é esperado de éer éproximadamente equivalente

(1:1).

No tratamento FRT teste, quando FRT1 ¢é wusado no
cassete ativado por excisdo (CPN60:FRT1:GUS:FRT1:YFP:termo
35s), espera-se que aproximadamente 90-95% das ceélulas
expressando fluorescéncia ciano também expresse
fluorescéncia amarela, i.e. a excisdo da regido flanqueada
por FRT1 é relativamente eficiente. Baseado em estudo
prévios com FRTS5, quando FRT5 ¢é wusado no cassete de

excisdo, a freqiéncia de células ciano fluorescentes que
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também expressam a proteina fluorescente amarela é esperada
por cair a aproximadamente 15% daquela observada no

tratamento com FRTI1.

O cassete ativado por excisdo pode ser também usado
para determinar se dois sitios de recombinacdo FRT
dissimilares sdo recombinogénicos ou ndo recombinogénicos.
Para determinar se FRT1 e FRT5 sdo recombinogénicos ou nao
recombinogénicos com respeito um ao outro, um cassete
ativado por excisao compreendendo
CPN60:FRT1:GUS:FRT5:YFP:termo 35s é construido. Como
destacado na Tabela 4, os trés cassetes de expressdo séo
misturado em razdes equimolares, e introduzidos em células
escutelares de embrides Hi-II imaturos usando métodos de
distribuicdo de particulas padréo. Apds dois dias, os
numeros de células fluorescentes ciano e amarelas sao
contados usando um estereomicroscépio epifluorescente
Leica. O numero de células fluorescentes ciano é usado
para normalizar entre os tratamentos, provendo uma medida
relativa de quantas células receberam DNA suficiente para

expressar os transgenes.

Quaﬁdo o cassete de excisdo compreende um sitio de
recombinacdo FRT1 e um sitio de recombinacdo FRT5, a
freqgiiéncia de células ciano fluorescentes que também
expressam a proteina fluorescente amarela ¢é esperada por
cair a aproximadamente menos do que 1% daquela observada

quando um cassete de excisdo compreendendo dois sitios de



10

15

20

-163/180

recombinagdo FRT1 é empregado. Os sitios sdo, portanto,

determinados por serem ndo recombinogénicos.

B. Teste baseado na ativacdo de atividade enzimatica

de luciferase

O segundo sistema de teste usa, novamente, uma mistura
de plasmidios em quantidades equimolares, co-bombardeadas
em células escutelares de embrides Hi-II imaturos. Para

esse teste, trés plasmidios sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5
Tratamento FRT Teste Controle
Actina::FRTx:GUS:FRTx:FF- Actina: :FRTx:FF-
luciferase::nos * luciferase::nos *
Nos::luciferase de Renilla::termo Nos:: luciferase de
35S Renilla:: termo 358
Ubi::FLP::pinlI Ubi::FLP::pinII
* FF = luciferase de vaga-lume; luciferase de Renilla

(Minko et al. (1999) Mol. Gen. Genet. 262:421-425)

Novamente; FRT1 ¢é usado para validar o sistema de
teste. | No tratamento controle, Actina:FRT1:FF-
luciferase::nos, Nos::luciferase de Renilla::termo 35S, e
Ubi::FLP::pinlI, sdo introduzidos em células escutelares e
apdés 2 dias, o tecido é extraido usando métodos e solucdes
providos no Kit Promega Dual-luciferase Assay Kit (Promega,

Madison, WI 53711). Multiplos escutelos sdo
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¢ individualmente extraidos, e os extratos segqiilencialmente

testados para atividade de luciferase de vaga-lume e,
entdao, de Renilla usando um Fluoroscan. Com essa mistura
de construtos, é esperado que a proteina luciferase de
vaga-lume expressada produza aproximadamente 5000 unidades
de luz relativas e a luciferase de Renilla produza cerca de
15.000. Quando FRT1 € usado no cassete ativado por excisdo
(Actina:FRT1:GUS:FRT1:luci de vaga-lume:termo 35s), a
luciferase de vaga-lume ¢é esperada por produzir cerca de
4500 unidades de luz (cercé de 90% do tratamento controle).
Quando FRT 5 €& usado no cassete de excisdo, a atividade de
luciferase de vaga-lume é esperada por cair a

aproximadamente 670 unidades de luz (~15% de FRT1).

Exemplo 7. Direcionando a insergdo de um

polinucleotideo de interesse em milho
A, Estabelecendo uma Linha Alvo

Para avaliacéao de seqliéncias FRT para integracdo sitio
especifica, um sitio alvo é primeiro criado integrando-se
estavelmente um polinucleotideo compreendendo um sitio alvo
tendo dois sitios de recombinacdo FRT funcionais, onde os
sitios de recombinacio sdo ‘dissimilares e nao
recombinogénicos com respeito um ao outro. Essa
transformagdo inicial é conseguida em germoplasma Hi-II (ou
linhas “intercruzadas) usando métodos padrao de
transformagdo por Agrobacterium para milho (ver Exemplo

5B) . Por exemplo, para comparar a eficiéncia relativa de



15

" 20

25

_165/180

FRT5 e FRT87 no sistema de integracgéao sitio especifico, os
seguintes construtos sao introduzidos separadamente em

germoplasma Hi-II:

PHP20807:
RB- Ubi:Ubi-intron:FRT1:Proteina Fluorescente
Amarela::pinII/Ubi:Ubi-intron:

GAT: :pinII/termo In2-1:GUS:FRT5:0s-Actina-intron:0s-Actina

Pro -LB
PHP20705:
RB- Ubi:Ubi—intron:FRTl:Proteina Fluorescente

Amarela::pinII/Ubi:Ubi-intron:
GAT::pinlII/termo In2-1:GUS:FRT87:0s-Actina-intron:0s-Actina

Pro -LB

Transformantes estadveis s&do selecionados procurando-se

calos amarelos fluorescentes crescendo em meio contendo

glifosato. Plantas sdo regeneradas e enviadas par a
estufa. Amostras foliares ~sdo tomadas para analise
Southern. Cépias unicas de plantas transgénicas sao

cultivadas até a maturidade e cruzadas para Hi-II de tipo
selvagem (ou linhas intercruzadas) . Esses eventos
transgénicos agora contém o sitio alvo FRT1-5 ou FRT1-87, e
estdo prontos bpara recombinacdo sitio especifica mediada

por recombinase.
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B. Introducdo do cassete de transferéncia usando

bombardeamento de particulas.

Embrides imaturos da linha tendo os sitios alvo como
evidenciado por expressao de fluorescéncia amarela sao
usados para a re-transformagao subseqliente. Durante o
processo de re-transformagao, cassetes de transferéncia sé&o -
introduzidos usando métodos padrdo de bombardeamento de
particulas (e.qg., ver Exemplo 5A7) . Para plantas
descendentes que contém o T—bNA integrado de PHP20705 (o
sitio alvo FRTl—FRT87), a seguinte insercgdo compreendendo ©
cassete de transferéncia é wusada para re-transformagao

usando pistola de particulas:

PHP20915:
RB-Termo CaMV35S JFRT1:bar::pinII/Ubi:Ubi-intron:luciferase
de Renilla::pinII/ termo In2-1:Am-Cyanl:FRT87/Termo

CaMV35S-LB.

Embrides imaturos descendentes que contém O T-DNA
integrado de PHP20807 (o sitio alvo FRT1-FRT5) sao re-
transformadas usando a pistola de particulas com ©O seguinte

plasmidio:

PHP20954:
RB- Termo CaMV35S /FRT1:bar::pinII/Ubi:Ubi-
»intrqnfluciferase de Renilla::pinII/ termo In2-1:Am-

Cyanl:FRT5/ Termo CaMV355-LB.
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Para ambos plasmidios compreendendo o cassete de
transferéncia (PHP20915 e PHP20954), os genes bar e Cyan FP
ndo possuem promotor. Para reduzir a probabilidade de gue a
integragdo randdmica resulte em expressdo espuriosa de
gualquer gene, O terminador CaMv35S foi colocado acima do
sitio FRTI. Cada desses plasmidios € co-transformado em
embrides imaturos a partir de suas respectivas linhas alvo

junto com o} plasmidio PHP5096 (Ubi:Ubi-

intron::FLPm::pinII). Tanto PHP20915 ou PHP20954 s&o

- misturado com o plasmidio contendo FLP (PHP5096), wusando

15

20

25

100 ng do plasmidios contendo FRT e 10 ng do plasmidio FLP

por bombardeamento.

Para preparar O DNA para distribuig&o, solugdes de DNA
sdo adicionadas a 50 pl de uma solugdo de estoque de
particulas de ouro (0,1 pg/pl de particulas de ouro de 0,6
micron). Por exemplo, 10 nl de uma solucdo de PHP20915 ou
PHP20954 a 0,1 upg/pl, e 10 pl de uma solugdo de PHP5096 a
0.1 pg/pl sio adicionados primeiro a 30 1l de ég@a. Para
essa mistura de DNA, 50 ul da solucdo de estoque de ouro é
adicionado e a mistura é brevemente sonicada. Em seguida,
5 nl de TFX-50 (Ptomega Corp., 2800 Woods Hollow Road,
Madison WI 53711} é adicionado e a mistura & colocada em um
agitador de rotagéao a 100 rpm por 10 minutos. A mistura é
brevemehte centrifugada para empelotar as particulas de
outro e remover o sobrenadante. Apbés a remogdo do excesso
de solucao de DNA/TFX, 120 pl  de EtOH absoluto é

adicionado, e 10 pl aliquotas sao dispendidas nos
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macrocarregadores tipicamente wusados com a pistola de
particulas de hélio Dupont PDS-1000 Helium Particle Gun.
As particulas de ouro com DNA aderido sdo deixadas secando
nos carregadores e, entao, essas sdao usadas para
bombardeamento de particulas padrao. Apbés a distribuicgéo
de re-transformagao do plasmidio tendo o <cassete de
transferéncia mais o plasmidio contendo FLP, os embrides
imaturos sao colocados em meio 560P por duas semanas para
recuperar, e, entdo, movidos para meio contendo 3 mg/l
bialaphos para selegao. A recombinacdo bem-sucedida em
ambos recombinacdo sitios alvo 5' (FRT1) e 3' (FRT87 ou 5)
resultara na ativacdo de ambos gene bar e o gene de
Proteina Fluorescente Ciano, quando esses genesAestruturaié
sdo trazidos em proximidade funcional com os promotores de
Ubi ou Actina, respecfivamente. Assim, os eventos corretos
de integracdo sitio-especifica serdo selecionados baseado
nos fendétipos recém ativados. Quando esses calos estéo
grandes o suficiente para amostragem, DNA gendmico é
extraido do tecido, e ¢é analisado usando PCR para a
presenga de produtos que resultam de amplificagao de
fragmentos usando primers que atravessam as jungdes
promotor-gene recém formadas. Finalmente, amostras
foliares sdo tiradas a partir de plantas regeneradas para
anilise Southern, para verificar a’ recombinacao correta
para transferéncia do cassete doador no lécus gendmico
alvo. Uma vez que loci recombinantes bem-sucedidos foram
verificados, plantas s&o cultivadas até a maturidade e

cruzadas ou autocruzadas.
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C. Introducdo do <cassete de transferéncia por

cruzamento

Cassetes de transferéncia podem ser providos por
cruzamento sexuado. Nesse exemplo, eventos transgénicos
estaveis de coépia unica de alvo sdo novamente usados
contendo uma unica cépia dos cassetes de T-DNA
originalmente distribuidos de Agrobacterium  contendo
PHP20705 ou PHP20807. Contudo, nesse método, eventos
doadores transgénicos estaveis sdo produzidos usando
qualquer dos dois vetores de T-DNA de Agrobacterium

apresentados abaixo.

1. 0 vetor doador que complementa PHP20705:

RB-Axigl::LEC1l::pinII/Ubi Pro: Ubi-intron::YFP::pinII/-LB e
RB- In2::FLP::pinlII- Termo CaMV35S
/FRT1:bar::pinlI/Ubi:Ubi-intron: ' luciferase de
Renilla::pinII/ termo In2-1:Am-Cyanl:FRT87/ Termo CaMV35S -

LB
2. 0 vetor doador que complementa PHP20807:

RB-Axigl::LECl::pinII/Ubi Pro: Ubi—intron:ﬁYFP::pinII/-LB e
RB-In2::FLP::pinII- Termo CaMV35S /FRT1l:bar::pinII/Ubi:Ubi-
intron: luciferase de Renilla::pinII/ termo InZ-1:Am-

Cyanl:FRTS/ Termo CaMV35S-LB

Para ambos plasmidios acima, os cassetes de expressao

no primeiro T-DNA provém meios de selecionar as linhas
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transgénicas doadoras apoés transformagéo mediada por
Agrobacterium. O segundo T-DNA prové os componentes para
troca de cassete mediada por cruzamento. Note que para
ambos construtos, o cassete de expressdo induzido por FLP
estid for a dos sitios FRT e, assim, ndo é transferido para

o sitio alvo com troca bem-sucedida.

Os eventos de recombinacdo tendo o cassete de
transferéncia sdo selecionados por selegdo visual para
crescimento vigoroso, calos amarelos fluorescentes,
regenerados, cultivados até a maturidade e cruzados para
produzir sementes doadoras tendo o) cassete de
transferéncia. Sementes de um evento alvo contendo o
fragmento de T-DNZ de PHP20705, assim como sementes de um
evento doador contendo o T-DNA de plasmidio doador #1 acima
sdo plantadas e cultivadas até a maturidade. Com a
florada, cruzamentos reciprocos sdo feitos entre as plantas
alvo e doadoras. As sementes resultantes s&o plantadas e
rastreadas para. fendétipos recém ativados que indicam
recombinacdo bem-sucedida nos dois sitios FRT dissimilares,
nesse caso ativacdo de resisténcia a bialaphos indicativa
de recombinacdo correta em FRTS5 e ativagdo de fluorescéncia
ciano indicativa de recombinacgao correta em FRT87.
Cruzamentos similares sdo feitos usando linhas alvo e de
transferéncia geradas com PHP20807 e Plasmidio Doador #2,

respectivamente.

Exemplo 8. Transformagdo de Células Bacterianas
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Os novos sitios de recombinacdo aqui providos pode
ser, também, avaliados e usados em células bacterianas,
tais como E. coli. ‘Vérias linhas de células competentes
comercialmente disponiveis e plasmidios bacterianos s&o bem
conhecidas e prontamente disponiveis. Polinucleotideos
isolados Apara transformacdo e transformagao de células
bacterianas podem ser feitos por gqualquer método ¢onhecido
na arte. Por exemplo, métodos de E. coli e outra célula

bacteriana de transformacdo, preparagdo de plasmidio, e ©

uso de fagos s&o detalhados, por exemplo, em Current

Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel et al. (eds.)
(1994) a joint venture between Greene Publishing
Associates, Inc. and John Wiley & Sons, 1Inc.). Por
exemplo, um protocolo de eletroporagao eficiente (Tung &
Chow, Current Protocols 1in Molecular Biology, Supplement

32, Fall 1995) é sumarizado abaixo.

Inocular 100ml de meio LB com 1 ml de cultura de E.
coli de um dia para o outro. Incubar a 37°C com agitamento
vigoroso ate que a <cultura alcance 0oDb600 = 0,6. Chill
cultura em gelo 30 min, células de pelotas por'
centrifugagéo 4.000 x g por 15 min a 4°C. Lavar as células
de pelotas duas vezes com 50 ml de 10% glicerol frio como
gelo. Apés a lavagem final, ressuspender a pelota de
células a um volume final de 0,2 ml em meio GYT frio como
gelo (10% v/v glicerol; 0,125% w/v extrato de leveduras;
0,25% w/v tritona). Eletroporar em cuvetes pré-resfriado
usaﬁdo as condicdées do fabricante, por exemplo 0,5 ng de

DNA de plasmidio/transformagéo'usando Gene Pulser (BioRad)
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ajustado a 25pF, 200 ohms, 2,5 kV. Imediatamente apds a
eletroporacdo, adicionar 1 ml de meio SOC e transferir as
células para um tubo de cultura. Incubar a 37°C por 1 hr.
Colocar as aliquotas em placas de células em placas de agar

seletivo e incubar de um dia para o outro a 37°C.
Exemplo 9. Transformagdo de Leveduras

Os novos sitios de recombinacdo aqui providos podem
ser avaliados e usados em células de leveduras, das quais a
FLP recombinase e sitios FRT foram inicialmente isoladas.
Varias liﬁhagens disponiveis comercialmente e/ou
publicamente de S. cerevisiae estdo disponiveis, assim como
estdo os plasmidios usados péra transformar essas células.
Por exemplo, linhagené sdo disponibilizadas a partir da
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) e
inclui o inventario do Yeast Genetic Stock Center, que foi
para a ATCC ém 1998. Outras linhas de leveduras, tais como
S. .pombe e P. pastoris, . e similares estdo também
dispOniVeis. Por exemplo, métodos de transformagdo de
leveduras, preparagao de plasmidios, e similares sé&o
detalhados, por exemplo, em.Current Protocols in Molecular
Biology (F. M. Ausubel et al. (eds.) (1994) a joint venture
between Greene Publishing Associates, Inc. and John Wiley &
Sons, Inc., ver Unit 13 em particular). Métodos de
transformacdo para leveduras incluem transformagdo por
esferoplasto, eletroporagao, e métodos de acetato de litio.
Um método de transformacdo versatil de alta eficiéncia para

leveduras é descrito por Gietz & Woods ((2002) Methods
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Enzymol. 350:87-96) usando acetato de litio, PEG 3500 e DNA

carregador.
Exemplo 10. Transformagdo de células de mamiferos

Os ﬁovos sitios de‘recombinagéo aqui providos podem
ser avaliados e usados em células de mamiferos, tais como
CHO, Hela, BALB/c, fibroblastos, células troncos de
camundongos embridnicos e similares. Varias linhas de
células competentes comercialmente disponiveis e plasmidios
sio bem conhecidas e prontamente disponiveis, por exemplo
da ATCC (Manassas, VA) . Polinucleotideos 1isolados para
transfofmaqao e transformacdo de células de mamiferos pode
ser feita por gualquer método conhecido na arte. Por
exemplo, métodos de transformacdo de células de mamiferos e
outras células eucariontes, preparagao de plasmidios, e o
uso de virus estdo detalhados, por exemplo, em Current
Protogbls in.Molecﬁlar Biology (F. M. Ausubel et al. (eds.)

(1994) ';a; joint venture between Greene Publishing

'ASsociates,'Inc; and John Wiley & Sons, Inc., ver Unit 9 em

particular). Por exemplo, varios métodos estéao
disponiveis, tais como transfecgdo por fosfato de calcio,
eletroporagdo, transfecgdo por DEAE-dextran, transfecgédo
mediada por lipossomo, microinjecdo, assim como técnicas

virais.
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Exemplo 11. Métodos para clonagem de recombinagdo in

vitro

Nos exemplos A, B, e C abaixo, as duas moléculas de
acido huéléico parentais (e.g., plasmidios) sdo chamadas de
"insercdo doadora"™ "vetor doador." A insercdo doadora
contém um segmento que se 'torﬁaré unido a uma nova
seqliéncia contribuida pelo vetor doédor. 0 evento de
recombinacdo produz duas moléculas filhas: o primeiro
referido como o produto (o novo clone desejado) e © segundo

referido como o subproduto.

Nos exemplos abaixo, dois pares de plasmidios sdo
construidos para realizar o método de clonagem de
recombinacdo in vitro em duas vias diferentes. Um par
plasmidios, Plasmidio A evplasmidio B, s&o construidos com
um sitio FRT e um sitio lox, a ser usado com Cre e FLP
recombinase. O outro par. de plasmidios,  Plasmidio D e
Plasmidio E, séo constfuidos"para conter o sito FRT (tipo
selvagem) para FLP, e um segundo sitio FRT mutante (SEQ ID
NO:40), que difere do sitio FRT de tipo selvagem em 3 de 30
bases no total. Nesse exemplo, cada plasmidio compreende
um grupo de sitios de recombinacao funcionais
caracterizados pelo fato de que os sitios de recombinagao
sio dissimilares e ndo recombinogénicos com respeito um ao

outro.



175/180

Tampodes:

Varios tampdes conhecidos podem ser usados nas

reacées. Para enzimas de restricdo, é recomendavel usar Os

5 tampdes recomendados pelo fabricante. Tampdes alternativos
podem sef prontamente encontrados na literatura ou podem

ser arquitetados por aqueles de conhecimento ordinario na
arte. Um tampdo exemplar para lambda integrase compreende

50 mM Tris-HCl, a pH 7,5-7,8, 70 mM KC1, 5 mM espermidina,

10 v0,5 mM EDTA, e 0,25 mg/ml albumina de soro bovino, e
opcionalmente, 10% glicerol. Um tampao exemplar para Pl
Cre: recombinase compreende 50 mM Tris-HCl a pH 7,5, 33 mM-
NaCl, 5 mM espermidina, e 0,5 mg/ml albumina de soro bovino

e um tampdo exemplar para FLP & discutido acima no Exemplo

15 2. Um tampdo exemplar para Cre e FLP recombinases
compreende 50 mM Tris-HCL a pH 7,5, 70 mM NaCl, 2mM MgClgy,

e 0,1 mg/ml BSA, (Buchholz et al. (1996) Nucleic Acids Res.
24:4256-4262) . O tampao para -oUtraé recombinases sitio
especificas €. tanto conheéido_'na Varte. ou pode ser

20 determinado empiiicamente pelos . especialistas,

particularmente a luz dos tampdes acima descritos.

A. Clonagém de Recombinacdo Usando FLP recombinase

25 Dois plasmidios s&o construldos. O plasmidio doador
(plasmidio A) compreende na seguinte ordem: um sitio FRT
de tipo selvagem, uma marcador constitutivo tipo droga
(resisténcia a cloramfenicol), uma origem de replicagdo, um
gene constitutivamente expressado para a proteina tet

30' repressora (tetR), um sitio FRT 5, e um marcador
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condicional tipo droga (resisténcia a canamicina, cuja
expressdo é controlada pelo operador/promotor do operon de
resisténcia a tetraciclina de transposon Tnl0). Células de
E. coli contendo plasmidio A sao resistentes a
cloramfenicol a 30 pg/ml, mas sensiveis a canamicina a 100

pg/ml.

O plasmidio doador de insercéo (plasmidio B)

compreende na seguinte ordem: -~ o sitio FRT de tipo

selvagem, uma marcador diferente tipo droga (resisténcia a

- ampicilina), o sitio FRT 5, uma origem, e um sitio de

15

20

25

clonagem multipla.

Cerca de 75 ng de.cada plasmidio A e B sdo misturadas
em um volume total de 30 ul de tampdo de reagdo FLP. Duas
aliquotas de 10 pl sdo transferidas para novos tubos. Um
tubo recebe proteina FLP. Ambos tubos sdo incubados a 37°
C por 30 minutos, entdo 70° C pér 10 minutos. Aliquotas de

cada reacdo sdo diluidas e transformadas em DH5a. Apés a

expressdo, aliquotas sdo colocadas em placas em 30 pg/ml

cloramfenicol; 100 ug/ml ampicilina mais 200 pg/ml

meticilina; ou 100 pg/ml canamicina.

Coldnias que sdo resistentes a cloramfenicol,
resistentes a ampicilina, e sensiveis a canamicina paésaram
pela reacdo de recombinagcdo e compreendem o vetor produto
recém gerado (plasmidio C). O plasmidio C compreende na
seguinte ordem: o sitio FRT de tipo selvagem, o marcador

constitutivo tipo droga (resisténcia a cloramfenicol), a
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origem de replicagdo, o gene constitutivamente expressado
para a proteina tet repressora (tetR), o sitio FRT 5, e o

marcador de resisténcia a ampicilina.

Para confirmar a estrutura do vetor produto (plasmidio
C), coldnias que sdo resistentes a cloramfenicol,
resistentes a ampicilina, e sensiveis a canamicina sao
escolhidas e 1inoculadas em meio contendo 100 ug/ml

canamicina. Minipreparados sdo realizados e o0s DNAs

minipreparados sdo cortados com as enzimas de restrigao

apropriadas e eletroforisados. O plasmidio C pode ser
identificado baseado no tamanho previsto para o plasmidio
produto e os fragmentos resultantes da digestdo por enzima

de restrigdo.

B. Clonagem de Recombinag¢do Usando FLP recombinase e

Cre Recombinase

Os plasmidios desse método sdo analogos aqueles acima,
exceto o Plasmidio D, o plasmidio vetor doador, contém um
sitio.loxP no lugar do sitio FRT de tipo, e o Plasmidio E,
o plasmidio doador de insergdo, contém o sitio  loxP no

lugar do sitio FRT de tipo selvagem.

Cerca de 500 ng de Plasmidio E e Plasmidio D sao
precipitados por etanol e ressuspendidos em 40 pl de tampao
Cre/FLP tampdo de reacdo (descrito acima). As reagdes sao
incubadas a 37° C por 30 minutos e, entdo, a 70° C por 10

minutos. Tampdo TE (90 pnl; TE: 10 mM Tris-HCl, pH 7,5, 1
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mM EDTA) ¢é adicionado a cada reacao, e 1 pl cada ¢é
transformado em E. coli DHba. As misturaé de transformagao
sdo colocadas em placas em 100 pg/ml ampicilina mais 200
pg/ml meticilina; 30 pg/ml cloramfenicol; ou 100 upg/ml

canamicina.

As coldénias que sdo resistentes a cloramfenicol,
resistentes a ampicilina, e senéiveis a canamicina passaram
pela reagdo de recombinagdo e compreendem o vetor produto
recém gerado (plasmidio F). O Plasmidio F compreende na
seguinte ordem: o sitio loxP de tipo selvagem, o marcador
constitutivp tipo droga (resisténcia a cloramfenicol), a
origem de replicagdo, o gene constitutivamente expressado
para a proteina tet repressora (tetR), o sitio FRT 5, e o

marcador de resisténcia a ampicilina.

Para confirmar a estrutura do vetor produto (plasmidio
F), as coldénias que> sdo resistentes a cloramfenicol,
resistentes a ampicilina, e sensiveis a canamicina sao
escolhidas e inoculadas em meio contendo 100 pg/ml
canamicina. Minipreparados sao realizados e DNAs
minipreparados s&o cortados com as enzimas de restrigdo
apropriadas e eletroforisados. O Plasmidio F pode ser
identificado baseado no tamanho previsto para o plasmidio
produto e os fragmentos resultantes da digestdo por enzima

de restricgao.
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C.  Clonagem de Recombinagdo In vitro para Subclonar
o Gene de Cloramfenicol Acetil Tranéferase em um Vetor para

Expressdo em Células Eucariontes

Um plasmidio doador de insergdo, Plasmidio G, ¢é
construido, compreendendo na seguinte ordem: um sitio FRT
de tipo selvagem, um gene de cloramfenicol acetil de E.
coli sem um promotor, o sitio FRT 5, uma origem de
replicagéo, e um marcador constitutivo tipo droga

(resisténcia a ampicilina).

Um plasmidio vetor doador, Plasmidio H, é construuido,
e compreende na seguinte ordem: gene de resisténcia a
canamicina, origem de replicacéo, o promotor de
citomegalovirus eucarionte, um sitio FRT de tipo selvagem,
o gene constitutivamente expressado para a proteina tet
repressora (tetR), um gene de resisténcia a cloramfenicol,
e o sitio FRT 5. Aliquotas de um microlitro de cada
plasmidio, tipicamente cerca de 50 ng de DNA minipreparado
cru, sé&o combinadasA em uma reacdo de 10ul contendo um
tampdo de reagdo FLP e FLP recombinase. Apds a incubagado a
30° C por 30 minutos e 75° C por 10 minutos, um microlitro
é transformado em linhagem DH5a de E. coli cémpetente (Life
Technologies, Inc.). Aliquotas de transformagdes sao
espalhadas em placas de agar contendo 200 pg/ml canamicina
e incubadas a 37° C de um dia para o outro. Um reagéo
controle idéntica de outra forma contém o plasmidio vetor

doador apenas.
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Parz confirmar a estrutura do vetor produto (plasmidio
I), miniprreparados sdo realizados e os DNAs minipreparados
sdo cortzdos com as enzimas de restricdo apropriadas e
eletroforisados. O Plasmidio I pode ser identificado
baseado no tamanho 'previsto para plasmidio produto e os
fragmentcs resultantes da digestdo por enzima de restricdo
para cornfirmar a cloramfenicol acetil transferase séao

clonados abaixo do promotor CMV.

Todas publicagbes e aplicagdes de patentes mencionadas
na especificacdo sdo indicativas do nivel daqueles
especialistas na arte a qual a invengdo pertence. Todas
publicagCes e aplicag¢des de patentes s&o aqui incorporadas
por referéncia na mesma extensdo como se cada publicacédo e
aplicacac de patentes individual fossem especificamente e
individualmente indicadas a serem incorporadas por

referéncia.

Apesar da invengdo precedente ser descrita em algum
detalhe ror meio de ilustracdo e exemplo para propésitos de
claridade de entendimento, sera oébvio que certas mudancas e
modificacdes podem ser praticadas no €sCcopo das

reivindicz¢des no apéndice.

Os zrtigos "um" e "uma" sdo aqui usados para referir-
se a um ou mais de um (i.e., a pelo menos um) do objeto

gramaticzl do artigo. Por meio de exemplo, "um elemento"

[}

significa um ou mais de um elemento.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Requerente: Pioneer Hi-Bred International, Inc.

<120> Titulo: POLINUCLEOTIDEO ISOLADO, METODO PARA OBTENCAO DE UMA
CELULA TRANSFORMADA, METODO PARA OBTENCAO DE UMA PLANTA TRANSFORMADA,
METODO DE PRODUGAO DE RECOMBINAGAO DE DNA DE SITIO ESPECIFICO,
BIBLIOTECA ISOLADA, METODO DE GERACAO DE BIBLIOTECA DE MOLECULAS E
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METODO PARA SELECIONAR SITIO DE RECOMBINACAO FRT MODIFICADO

<130> Referéncia do documento: 1525-PCT

. <150> Documento de prioridade: US 60/700.225

<151> Data de depdsito: 18-07-2005

<160> Quantidade de SEQ ID NOs.: 74

<170> Software: FastSEQ for Windows Version 4.0
<210> SEQ ID NO.: 1

<211> Comprimento: Comprimento: 8
<212> Tipo: DNA

'<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacdes: Nova seqiéncia de espacamento FRT do sitio
FRT 12 - : ‘

<400> Sequiéncia: 1 _
tctatgta : 8

<210> SEQ ID NO.: 2
<211> Comprimento: 8
<212> Tipo:  DNA '
<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas: :
<223> Outras informacgdes: Nova seqiéncia de espacamento FRT do sitio
FRT 57 :

<400> Seqiéncia: 2 o _
ttttctaa } . ' ' 8

<210> SEQ ID NO.: 3

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informac¢des: Nova seqiéncia de espacamento FRT do sitio
FRT 85

<400> Seqiiéncia: 3 - : _
tttcttga o ) : . 8

<210> SEQ ID NO.: 4

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial
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<223> Outras informagdes: Nova seqiiéncia de espagamento FRT do sitio
FRT 87

<400> Seqiiéncia: 4
tttctgga 8

<210> SEQ ID NO.: 5

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informagdes: Nova seqiiéncia de espagamento FRT do sitio
FRT 53

<400> Seqiiéncia: 5
tgtaaaaa 8

<210> SEQ ID NO.: 6

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informag¢des: Nova seqiiéncia de espacamento FRT do sitio
FRT 62

<400> Seqgiéncia: 6
tttaggta 8

<210> SEQ ID NO.: 7

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informagdes: Nova seqliéncia de espagamento FRT do sitio
FRT 78

<400> Seqiiéncia: 7
tgaaaaga 8

<210> SEQ ID NO.: 8

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informagdes: Nova segiiéncia de espagamento FRT do sitio
FRT 34

<400> Seqgiiéncia: 8
tgtaatga 8

<210> SEQ ID NO.: 9

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
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<223> OQutras informacdes: Nova seqiiéncia de espagamento FRT do sitio
FRT 70

<400> Seqiéncia: 9
tatacaaa 8

<210> SEQ ID NO.: 10

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:

<223> Outras informag¢des: Nova sequéncia de espagamento FRT do sitio
FRT 76

<400> Seqtiéncia: 10
ttccataa 8

<210> SEQ ID NO.: 11

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informag¢des: Nova seqiiéncia de espagamento FRT do sitio
FRT 89

<400> Seqgiiéncia: 11
tctctaga 8

<210> SEQ ID NO.: 12

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Qutras informac¢des: Nova seqiiéncia de espacamento FRT do sitio
FRT 43

<400> Sequéncia: 12
ttccgaga 8

<210> SEQ ID NO.: 13

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacdes: Nova seqiiéncia de espagamento FRT do sitio
FRT 45

<400> Seqiiéncia: 13
tctcttga 8

<210> SEQ ID NO.: 14

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
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<223> Outras informacgdes: Nova seqiiéncia de espagamento FRT do sitio
FRT 55

<400> Seqiéncia: 14
tccacaga 8

<210> SEQ ID NO.: 15

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informag¢des: Nova seqiéncia de espagamento FRT do sitio
FRT 65

<400> Seqgiéncia: 15
tgattgga 8

<210> SEQ ID NO.: 16

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informagdes: Nova seqiiéncia de espacamento FRT do sitio
FRT 69

<400> Seqgiliéncia: 16
ttttgtga 8

<210> SEQ ID NO.: 17

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informagdes: Nova seqiiéncia de espagamento FRT do sitio
FRT 74

<400> Seqliéncia: 17
tgagagaa 8

<210> SEQ ID NO.: 18

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informagdes: Nova seqiiéncia de espacamento FRT do sitio
FRT 86

<400> Seqgiiéncia: 18
tttctcga 8

<210> SEQ ID NO.: 19

<211> Comprimento: 11

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
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<223> Outras informacgdes: Sitio de ligagdo FLP 5'
simetria) do sitio FRT do tipo selvagem

<400> Seqgiiéncia: 19
agttcctata c

<210> SEQ ID NO.: 20

<211> Comprimento: 11

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informag¢des: Sitio de ligagédo FLP 3'
simetria) do sitio FRT do tipo selvagem

<400> Seqiiéncia: 20
gaataggaac t

<210> SEQ ID NO.: 21

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacdes: Novo sitio FRT 12 minimo

<400> Seqiiéncia: 21
agttcctata ctctatgtag aataggaact

<210> SEQ ID NO.: 22

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informag¢des: Novo sitio FRT 57 minimo

<400> Seguéncia: 22
agttcctata cttttctaag aataggaact

<210> SEQ ID NO.: 23

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Qutras informacdes: Novo sitio FRT 85 minimo

<400> Segiéncia: 23
agttcctata ctttcttgag aataggaact

<210> SEQ ID NO.: 24

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacdes: Novo sitio FRT 87 minimo

<400> Seqgiliéncia: 24
agttcctata ctttctggag aataggaact

(elemento de

11

(elemento de

11

30

30

30

30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO.:

6/24

25

Comprimento: 30

Tipo: DNA
Organismo:

Sequéncia artificial

Caracteristicas:
Outras informacdes: Novo sitio FRT 53 minimo

Seqgiiéncia:

25

agttcctata ctgtaaaaag aataggaact

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO.:

26

Comprimento: 30

Tipo: DNA
Organismo:

Sequéncia artificial

Caracteristicas:
Outras informacgdes: Novo sitio FRT 62 minimo

Seqiiéncia:

26

agttcctata ctttaggtag aataggaact

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO.:

27

Comprimento: 30

Tipo: DNA
Organismo:

Sequéncia artificial

Caracteristicas:
Outras informagdes: Novo sitio FRT 78 minimo

Seqgiéncia:

217

agttcctata ctgaaaagag aataggaact

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO.:

28

Comprimento: 30

Tipo: DNA
Organismo:

Sequéncia artificial

Caracteristicas:
Outras informacdes: Novo sitio FRT 34 minimo

Seqiéncia:

28

agttcctata ctgtaatgag aataggaact

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO.:

29

Comprimento: 30

Tipo: DNA
Organismo:

Sequéncia artificial

Caracteristicas:
Outras informacgdes: Novo sitio FRT 70 minimo

Seqiiéncia:

29

agttcctata ctatacaaag aataggaact

<210>
<211>
<212>
<213>

SEQ ID NO.:

30

Comprimento: 30

Tipo: DNA
Organismo:

Sequéncia artificial

30

30

30

30

30
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<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacdes: Novo sitio FRT 76 minimo

<400> Seqiiéncia: 30
agttcctata cttccataag aataggaact 30

<210> SEQ ID NO.: 31

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informac¢des: Novo sitio FRT 89 minimo

<400> Seqiiéncia: 31
agttcctata ctctctagag aataggaact 30

<210> SEQ ID NO.: 32

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacdes: Novo sitio FRT 43 minimo

<400> Seqgiiéncia: 32
agttcctata cttccgagag aataggaact 30

<210> SEQ ID NO.: 33

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacgdes: Novo sitio FRT 45 minimo

<400> Seqiiéncia: 33
agttcctata ctctcttgag aataggaact 30

<210> SEQ ID NO.: 34

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informac¢ées: Novo sitio FRT 55 minimo

<400> Seqiiéncia: 34
agttcctata ctccacagag aataggaact 30

<210> SEQ ID NO.: 35

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> OQutras informacdes: Novo sitio FRT 65 minimo

<400> Seqiéncia: 35
agttcctata ctgattggag aataggaact 30
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

8/24

SEQ ID NO.: 36

Comprimento: 30

Tipo: DNA

Organismo: Sequéncia artificial

Caracteristicas:
Outras informagdes: Novo sitio FRT 69 minimo

Seqiéncia: 36

agttcctata cttttgtgag aataggaact 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO.: 37

Comprimento: 30

Tipo: DNA

Organismo: Sequéncia artificial

Caracteristicas:
Outras informacdes: Novo sitio FRT 74 minimo

Seqtiéncia: 37

agttcctata ctgagagaag aataggaact 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO.: 38

Comprimento: 30

Tipo: DNA

Organismo: Sequéncia artificial

Caracteristicas:
Qutras informacgdes: Novo sitio FRT 86 minimo

Seqiiéncia: 38

agttcctata ctttctcgag aataggaact 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO.: 39

Comprimento: 30

Tipo: DNA

Organismo: Sequéncia artificial

Caracteristicas:
Outras informacgdes: Sitio FRT do tipo selvagem minimo

Seqiiéncia: 39

agttcctata ctttctagag aataggaact 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO.: 40

Comprimento: 30

Tipo: DNA

Organismo: Sequéncia artificial

Caracteristicas:
Outras informacdes: Sitio FRT5 mutante minimo

Seqiiéncia: 40

agttcctata ctcttttgag aataggaact 30

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

SEQ ID NO.: 41

Comprimento: 30

Tipo: DNA

Organismo: Sequéncia artificial

Caracteristicas:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<223>

<400>

9/24

Outras informacdes: Sitio FRT6 mutante minimo

Seqiiéncia: 41

agttcctata ctttttgaag aataggaact

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

SEQ ID NO.: 42
Comprimento: 30
Tipo: DNA

Organismo: Sequéncia artificial

Caracteristicas:

Outras informacdes: Sitio FRT7 mutante minimo

Seqiéncia: 42

agttcctata cttattgaag aataggaact

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

SEQ ID NO.: 43
Comprimento: 8
Tipo: DNA

Organismo: Sequéncia artificial

Caracteristicas:

Outras informacdes: Sequéncia de espacamento do sitio de
recombinag¢do FRT do tipo selvagem

<400> Seqliéncia: 43

tttctaga

<210> SEQ ID NO.: 44

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial
<220> Caracteristicas:

<223>

Outras informag¢des: Sequéncia de espacamento do sitio de
recombinagdo FRTS5

<400> Seqguiéncia: 44

cttttgaa

<210> SEQ ID NO.: 45

<211> Comprimento: 1032

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Bacteridéfago Cl
<220> Caracteristicas:

<221> Nome/chave: Nome/chave: CDS
<222> Localizacdo: (1)...(1016)
<400> Seqgiiéncia: 45

atg tcc aat tta ctg acc gta cac caa
Met Ser Asn Leu Leu Thr Val His Gln

1

5

gat gca acg agt gat gag gtt cgc aag
Asp Ala Thr Ser Asp Glu Val Arg Lys

20 25

gat cgc cag gcg ttt tct gag cat acc
Asp Arg Gln Ala Phe Ser Glu His Thr

35 40

aat
Asn
10

aac

Asn

tgg
Trp

ttg
Leu

ctg
Leu

aaa
Lys

cct
Pro

atg
Met

atg
Met

gca
Ala

gac
Asp

ctt
Leu
45

tta
Leu

atg
Met
30

ctg
Leu

ccg
Pro
15

ttc
Phe

tcc
Ser

gtc
Val

agg
Arg

gtt
Val

30

30

48

96

144
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tgc
Cys

ccc
Pro
65

cgc
Arg

atg
Met

gtt
Val

gaa
Glu

gtt
Val
145

ctg
Leu

att
Ile

atg
Met

gta
Val

att
Ile
225

cgg
Arg

tca
Ser

tac
Tyr

cgg
Arg
50

gca
Ala

ggt
Gly

ctt
Leu

tca
Ser

cgt
Arg
130

cgt
Arg

gca
Ala

gcc
Ala

tta
Leu

gag
Glu
210

tcc
Ser

gtc
Val

act
Thr

ggc
Gly

tcg
Ser

gaa
Glu

ctg
Leu

cat
His

ctg
Leu
115

gca
Ala

tca
Ser

ttt
Phe

agg
Arg

atc
Ile
195

aag
Lys

gtc
Val

aga
Arg

cgce
Arg

gct
Ala
275

tag
Trp

cct
Pro

gca
Ala

cgt
Arg
100

gtt
Val

aaa
Lys

ctc
Leu

ctg
Leu

atc
Ile
180

cat
His

gca
Ala

tct
Ser

aaa
Lys

gcc
Ala
260

aag
Lys

gcg
Ala

gaa
Glu

gta
Val
85

cgg
Arg

atg
Met

cag
Gln

atg
Met

999
Gly
165

agg
Arg

att
Ile

ctt
Leu

ggt
Gly

aat
Asn
245

ctg

Leu

gat
Asp

gca
Ala

gat
Asp
70

aaa
Lys

tcc
Ser

cgg
Arg

gct
Ala

gaa
Glu
150

att
Ile

gtt
Val

ggc
Gly

agc
Ser

gta
Val
230

ggt
Gly

gaa
Glu

gac
Asp

tgg
Trp
55

gtt
Val

act
Thr

999
Gly

cgg
Arg

cta
Leu
135

aat
Asn

gct
Ala

aaa
Lys

aga
Arg

ctg
Leu
215

gct
Ala

gtt
Val

gg9g
Gly

tct
Ser

tgc
Cys

cgce
Arg

atc
Ile

ctg
Leu

atc
Ile
120

gcg
Ala

agc
Ser

tat
Tyr

gat
Asp

acg
Thr
200

999
Gly

gat
Asp

gcc
Ala

att
Ile

ggt
Gly
280

10/24

aag
Lys

gat
Asp

cag
Gln

cca
Pro
105

cga
Arg

ttc
Phe

gat
Asp

aac
Asn

atc
Ile
185

aaa
Lys

gta
Val

gat
Asp

gcg
Ala

ttt
Phe
265

cag
Gln

ttg
Leu

tat
Tyr

caa
Gln
90

cga
Arg

aaa
Lys

gaa
Glu

cgc
Arg

acc
Thr
170

tca
Ser

acg
Thr

act
Thr

ccg
Pro

cca
Pro
250

gaa
Glu

aga
Arg

aat
Asn

ctt
Leu
75

cat
His

cca
Pro

gaa
Glu

cgc
Arg

tgc
Cys
155

ctg
Leu

cgt
Arg

ctg
Leu

aaa
Lys

aat
Asn
235

tct

Ser

gca
Ala

tac
Tyr

aac
Asn
60

cta
Leu

ttg
Leu

agt
Ser

aac
Asn

act
Thr
140

cag
Gln

tta
Leu

act
Thr

gtt
Val

ctg
Leu
220

aac
Asn

gcc
Ala

act
Thr

ctg
Leu

cgg
Arg

tat
Tyr

ggc
Gly

gac
Asp

gtt
Val
125

gat
Asp

gat
Asp

cgt
Arg

gac
Asp

agc
Ser
205

gtc
Val

tac
Tyr

acc
Thr

cat
His

gcc
Ala
285

aaa
Lys

ctt
Leu

cag
Gln

agc
Ser
110

gat
Asp

ttc
Phe

ata
Ile

ata
Ile

ggt
Gly
190

acc
Thr

gag
Glu

ctg
Leu

agc
Ser

cga
Arg
270

tgg
Trp

tgg
Trp

cag
Gln

cta
Leu
95

aat
Asn

gcc
Ala

gac
Asp

cgt
Arg

gce
Ala
175

999
Gly

gca
Ala

cga
Arg

ttt
Phe

cag
Gln
255

ttg

Leu

tct
Ser

ttt
Phe

gcg
Ala
80

aac
Asn

gct
Ala

ggt
Gly

cag
Gln

aat
Asn
160

gaa
Glu

aga
Arg

ggt
Gly

tgg
Trp

tgc
Cys
240

cta
Leu

att
Ile

gga
Gly

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864
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cac agt gcc cgt gtc gga gcc gcg cga
His Ser Ala Arg Val Gly Ala Ala Arg
290 295

tca ata ccg gag atc atg caa gct ggt
Ser Ile Pro Glu Ile Met Gln Ala Gly

305

310

gtc atg aac tat atc cgt aac ctg gat
Val Met Asn Tyr Ile Arg Asn Leu Asp

325

cgc ctg ct ggaagatggc gattag

Arg Leu

<210> SEQ ID NO.: 46

<211> Comprimento: 338

<212> Tipo: PRT

<213> Organismo: Bacteridéfago Cl
<400> Seqgiiéncia: 46

Met Ser Asn Leu Leu Thr Val His Gln

1

5

Asp Ala Thr Ser Asp Glu Val Arg Lys

20 25

Asp Arg Gln Ala Phe Ser Glu His Thr

35 40

Cys Arg Ser Trp Ala Ala Trp Cys Lys

50

55

Pro Ala Glu Pro Glu Asp Val Arg Asp

65

70

Arg Gly Leu Ala Val Lys Thr Ile Gln

85

Met Leu His Arg Arg Ser Gly Leu Pro

100 105

Val Ser Leu Val Met Arg Arg Ile Arg

115 120

Glu Arg Ala Lys Gln Ala Leu Ala Phe
130 135
Val Arg Ser Leu Met Glu Asn Ser Asp

145

150

Leu Ala Phe Leu Gly Ile Ala Tyr Asn

165

Ile Ala Arg Ile Arg Val Lys Asp Ile

180 185

Met Leu Ile His Ile Gly Arg Thr Lys

195 200

Val Glu Lys Ala Leu Ser Leu Gly Val
210 215
Ile Ser Val Ser Gly Val Ala Asp Asp

225

230

Arg Val Arg Lys Asn Gly Val Ala Ala

245

Ser Thr Arg Ala Leu Glu Gly Ile Phe

260 285

Tyr Gly Ala Lys Asp Asp Ser Gly Gln

275 280

His Ser Ala Arg Val Gly Ala Ala Arg
290 295
Ser Ile Pro Glu Ile Met Gln Ala Gly

305

310

gat
Asp

ggc
Gly

agt
Ser
330

Asn
10

Asn
Trp
Leu
Tyr
Gln
90

Arg
Lys
Glu
Arg
Thr
170
Ser
Thr
Thr
Pro
Pro
250
Glu
Arg
Asp

Gly

atg
Met

tgg
Trp
315

gaa
Glu

Leu
Leu
Lys
Asn
Leu
75

His
Pro
Glu
Arg
Cys
155
Leu
Arg
Leu
Lys
Asn
235
Ser
Ala
Tyr
Met

Trp
315

gce
Ala
300
acc
Thr

aca
Thr

Pro
Met
Met
Asn
60

Leu
Leu
Ser
Asn
Thr
140
Gln
Leu
Thr
Val
Leu
220
Asn
Ala
Thr
Leu
Ala

300
Thr

cgc
Arg

aat
Asn

ggg
Gly

Ala
Asp
Leu
45

Arg
Tyr
Gly
Asp
Val
125
Asp
Asp
Arg
Asp
Ser
205
Val
Tyr
Thr
His
Ala
285

Arg

Asn

gct
Ala

gta
Val

gca
Ala

Leu
Met
30

Leu
Lys
Leu
Gln
Ser
110
Asp
Phe
Ile
Ile
Gly
190
Thr
Glu
Leu
Ser
Arg
270
Trp

Ala

Val

gga
Gly

aat
Asn

atg
Met
335

Pro
15

Phe
Ser
Trp
Gln
Leu
95

Asn
Ala
Asp
Arg
Ala
175
Gly
Ala
Arg
Phe
Gln
255
Leu
Ser

Gly

Asn

gtt
Val

att
Ile
320

gtg
Val

Val
Arg
Val
Phe
Ala
80

Asn
Ala
Gly
Gln
Asn
160
Glu
Arg
Gly
Trp
Cys
240
Leu
Ile
Gly

Val

Ile
320

912

960

1008

1032
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Val Met Asn Tyr Ile Arg Asn Leu Asp Ser Glu Thr Gly Ala Met Val

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Cre

Leu

(moCRE)

<221> Nome/chave:

SEQ ID NO.:
Comprimento:
Tipo:
Organismo:

DNA

325

47
1032

330

Sequéncia artificial

<222> Localizacéo:

<400> Seqgiiéncia:

atg tcc aac ctg
Met Ser Asn Leu

1

gac
Asp

gac
Asp

tgc
Cys

ccc
Pro
65

cgc

Arg

atg
Met

gtg
Val

gaa
Glu

gtc
Val
145

ctg

gcg
Ala

agg
Arg

cgc
Arg
50

gct
Ala

g99
Gly

ctt
Leu

agc
Ser

agg
Arg
130

cgc
Arg

gcg

acg
Thr

caa
Gln
35

tce
Ser

gag
Glu

ctg
Leu

cac
His

ctc
Leu
115

gca
Ala

agc
Ser

ttc

tcc
Ser
20

gcg
Ala

tgg
Trp

ccce
Pro

gca
Ala

agg
Arg
100

gtc
Val

aag
Lys

ctg
Leu

ctc

47
ctc
Leu

5

gat
Asp

ttc
Phe

gct
Ala

gag
Glu

gtg
Val
85

cgc
Arg

atg
Met

cag
Gln

atg
Met

gga

Caracteristicas:
Outras informagdes:

CDS
(1) ...(1032)

acg
Thr

gaa
Glu

agc
Ser

gca
Ala

gac
Asp
70

aag

Lys

tcec
Ser

cgce
Arg

gcc
Ala

gag
Glu
150

att

gtt
Val

gtc
Val

gag
Glu

tgg
Trp
55

gtg
Val

acc
Thr

ggc
Gly

cgce
Arg

ctc
Leu
135

aac
Asn

gca

cac
His

agg
Arg

cac
His

40
tgc
Cys

agg
Arg

atc
Ile

ctc
Leu

atc
Ile
120

gcg
Ala

agc
Ser

tac

cag
Gln

aag
Lys
25

acc
Thr

aag
Lys

gat
Asp

cag
Gln

ccg
Pro
105

agg
Arg

ttc
Phe

gac
Asp

aac

aac
Asn
10

aac
Asn

tgg
Trp

ctg
Leu

tac
Tyr

caa
Gln
90

cgc
Arg

aag
Lys

gag
Glu

agg
Arg

acg

ctt
Leu

ctc
Leu

aag
Lys

aac
Asn

ctt
Leu
75

cac

His

ccce
Pro

gaa
Glu

agg
Arg

tgc
Cys
155

ctc

ccg
Pro

atg
Met

atg
Met

aac
Asn
60

ctg

Leu

ctt
Leu

agc
Ser

aac
Asn

acc
Thr
140

cag
Gln

ctc

gct
Ala

gac
Asp

ctg
Leu
45

agg
Arg

tac
Tyr

gga
Gly

gac
Asp

gtc
Val
125

gat
Asp

gac
Asp

agg

ctt
Leu

atg
Met
30

ctc

Leu

aag
Lys

ctg
Leu

caa
Gln

tcg
Ser
110

gat
Asp

ttc
Phe

att
Ile

atc

335

cca
Pro
15

ttc
Phe

tcc
Ser

tgg
Trp

caa
Gln

ctg
Leu
95

aac
Asn

gcc
Ala

gac
Asp

agg
Arg

gcg

gtg
Val

cgc
Arg

gtc
Val

ttc
Phe

gct
Ala
80

aac

Asn

gcc
Ala

ggc
Gly

cag
Gln

aac
Asn
160

gaa

Seqiiéncia de nucleotideo codificando proteina
a partir de Bacteridéfago Pl tendo cdédons preferencialmente de milho

48

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528
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Leu

att
Ile

atg
Met

gtc
Val

atc
Ile
225

cgc
Arg

agc
Ser

tac
Tyr

cac
His

tcc
Ser
305

gtc
Val

cgc
Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>

<400>

Ala

gcc
Ala

ctt
Leu

gaa
Glu
210

tcc
Ser

gtc
Val

acg
Thr

ggc
Gly

tcc
Ser
290

atc
Ile

atg
Met

ctc
Leu

Phe

cgce
Arg

atc
Ile
195

aag
Lys

gtg
Val

cgc
Arg

agg
Arg

gcg
Ala
275

gcc
Ala

cccC
Pro

aac
Asn

ctg
Leu

Leu

att
Ile
180

cac
His

gcc
Ala

tcc
Ser

aag
Lys

gcc
Ala
260

aag
Lys

cgc
Arg

gaa
Glu

tac
Tyr

gaa
Glu
340

SEQ ID NO.:
Comprimento:
Tipo:
Organismo:

DNA

Seqiiéncia:

Gly
165

cgce
Arg

att
Ile

ctc
Leu

ggc
Gly

aac
Asn
245

ttg
Leu

gat
Asp

gtt
Val

atc
Ile

att
Ile
325

gat
Asp

48
1260

Ile

gtg
Val

ggc
Gly

agc
Ser

gtc
Val
230

efefe)
Gly

gaa
Glu

gac
Asp

gga
Gly

atg
Met
310

cgc

Arg

ggt
Gly

Ala

aag
Lys

agg
Arg

ctc
Leu
215

gcg
Ala

gtg
Val

ggt
Gly

agc
Ser

gct
Ala
295

cag
Gln

aac
Asn

gac
Asp

Tyr

gac
Asp

acc
Thr
200

gga
Gly

gac
Asp

gct
Ala

att
Ile

ggt
Gly
280

gct
Ala

gcg
Ala

ctt
Leu

tga

13/24

Asn

att
Ile
185

aag
Lys

gtg
Val

gac
Asp

gcc
Ala

ttc
Phe
265

caa

Gln

agg
Arg

ggt
Gly

gac
Asp

Thr
170

agc
Ser

acg
Thr

acc
Thr

cca
Pro

cct
Pro
250

gag
Glu

cge
Arg

gac
Asp

gga
Gly

agc
Ser
330

Leu

cgc
Arg

ctc
Leu

aag
Lys

aac
Asn
235

agc
Ser

gcc
Ala

tac
Tyr

atg
Met

tgg
Trp
315

gag
Glu

Saccharomyces cerevisiae

48

Caracteristicas:
Nome/chave:
Localizacgéo:

CDS
(1)...(1260)

Leu

acc
Thr

gtt
Val

ctc
Leu
220

aac
Asn

gcc
Ala

acc
Thr

ctc
Leu

gcc
Ala
300

acg
Thr

acg
Thr

Arg

gac
Asp

tcc
Ser
205

gtc
Val

tac
Tyr

acc
Thr

cac
His

gca
Ala
285

cgc

Arg

aac
Asn

gge
Gly

Ile

ggc
Gly
130

acc
Thr

gaa
Glu

ctc
Leu

agc
Ser

cgc
Arg
270

tgg
Trp

gcc
Ala

gtg
Val

gca
Ala

Ala
175

ggc
Gly

gca
Ala

cgc
Arg

ttc
Phe

caa
Gln
255

ctg
Leu

tce
Ser

ggt
Gly

aac
Asn

atg
Met
335

Glu

agg
Arg

ggc
Gly

tgg
Trp

tgc
Cys
240

ctc
Leu

atc
Ile

999
Gly

gtt
Val

att
Ile
320

gtt
Val

atg cca caa ttt ggt ata tta tgt aaa aca cca cct aag gtg ctt gtt
Met Pro Gln Phe Gly Ile Leu Cys Lys Thr Pro Pro Lys Val Leu Val

1

5

10

15

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1032

48
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cgt
Arg

tta
Leu

gga
Gly

agce
Ser
65

tac
Tyr

att
Ile

caa
Gln

tca
Ser

aaa
Lys
145

ata

Ile

tta
Leu

agc
Ser

aag
Lys

agc
Ser
225

cca
Pro

aaa

cag
Gln

tgt
Cys

aca
Thr
50

aat
Asn

aag
Lys

cct
Pro

tct
Ser

tcg
Ser
130

gca

Ala

cta
Leu

tac
Tyr

gat
Asp

tat
Tyr
210

gtt
Val

ctt
Leu

cga

ttt
Phe

gct
Ala
35

gca
Ala

tcg
Ser

acg
Thr

gct
Ala

gat
Asp
115

gaa

Glu

ctt
Leu

aat
Asn

caa
Gln

att
Ile
195

ctg
Leu

agt
Ser

gta
Val

gta

gtg
Val
20

gct
Ala

atc
Ile

ctg
Leu

caa
Gln

tgg
Trp
100

atc

Ile

gaa
Glu

cta
Leu

tcg
Ser

ttc
Phe
180

aag
Lys

gga
Gly

agg
Arg

tat
Tyr

aat

gaa
Glu

gaa
Glu

aag
Lys

agt
Ser

aaa
Lys
85

gaa
Glu

act
Thr

gca
Ala

agt
Ser

ttt
Phe
165

ctc
Leu

aac
Asn

gta
Val

cac
His

ttg
Leu
245

agg

agg
Arg

cta
Leu

aga
Arg

ttc
Phe
70

gca
Ala

ttt
Phe

gat
Asp

gat
Asp

gag
Glu
150

gag
Glu

ttc
Phe

gtt
Val

ata
Ile

ata
Ile
230

gat
Asp

acce

ttt
Phe

acc
Thr

gcc
Ala
55

gat
Asp

aca
Thr

aca
Thr

att
Ile

aag
Lys
135

ggt
Gly

tat
Tyr

cta
Leu

gat
Asp

atc
Ile
215

tac
Tyr

gaa
Glu

ggc

gaa
Glu

tat
Tyr
40

aca
Thr

att
Ile

att
Ile

att
Ile

gta
Val
120

gga
Gly

gaa
Glu

act
Thr

gct
Ala

ccg
Pro
200

cag
Gln

ttc
Phe

ttt
Phe

aat

14/24

aga
Arg
25

tta
Leu

ttc
Phe

gtc
Val

ctg
Leu

att
Ile
105

agt

Ser

aat
Asn

agc
Ser

tcg
Ser

act
Thr
185

aaa
Lys

tgt
Cys

ttt
Phe

ttg
Leu

tct

cct
Pro

tgt
Cys

atg
Met

aat
Asn

gaa
Glu
90

cct
Pro

agt
Ser

agc
Ser

atc
Ile

aga
Arg
170

ttc
Phe

tca
Ser

tta
Leu

agc
Ser

agg
Arg
250

tca

tca
Ser

tag
Trp

agc
Ser

aaa
Lys
75

gcc
Ala

tac
Tyr

ttg
Leu

cac
His

tgg
Trp
155

ttt
Phe

atc
Ile

ttt
Phe

gtg
Val

gca
Ala
235

aat
Asn

agc

ggt
Gly

atg
Met

tat
Tyr
60

tca
Ser

tca
Ser

tat
Tyr

caa
Gln

agt
Ser
140

gag
Glu

aca
Thr

aat
Asn

aaa
Lys

aca
Thr
220

agg
Arg

tct
Ser

aat

gag
Glu

att
Ile
45

aat
Asn

ctc
Leu

tta
Leu

gga
Gly

tta
Leu
125

aaa

Lys

atc
Ile

aaa
Lys

tgt
Cys

tta
Leu
205

gag
Glu

ggt
Gly

gaa
Glu

aaa

daa
Lys
30

aca
Thr

act
Thr

cag
Gln

aag
Lys

caa
Gln
110

cag

Gln

aaa
Lys

act
Thr

aca
Thr

gga
Gly
190

gtc
Val

aca
Thr

agg
Arg

cca
Pro

cag

ata
Ile

cat
His

atc
Ile

ttt
Phe

aaa
Lys
95

aaa
Lys

ttc
Phe

atg
Met

gag
Glu

aaa
Lys
175

aga

Arg

caa
Gln

aag
Lys

atc
Ile

gtc
Val
255

gaa

gca
Ala

aac
Asn

ata
Ile

aaa
Lys
80

ttg
Leu

cat
His

gaa
Glu

ctt
Leu

aaa
Lys
160

act

Thr

ttc
Phe

aat
Asn

aca
Thr

gat
Asp
240

cta
Leu

tac

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816
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Lys

caa
Gln

aaa
Lys

cac
His
305

acg
Thr

gcc
Ala

cac
His

aag
Lys

cag
Gln
385

ccc
Pro

tce
Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met
1
Arg

Leu
Gly
Ser

65
Tyr

Arg

tta
Leu

aat
Asn
290

att
Ile

gag
Glu

gtg
Val

tac
Tyr

gaa
Glu
370

cat

His

gca
Ala

tac
Tyr

Val

tta
Leu
275

gcg
Ala

gga
Gly

ttg
Leu

gcc
Ala

ttc
Phe
355

atg
Met

ata
Ile

tgg
Trp

ata
Ile

Asn
260

aaa
Lys

cct
Pro

aga
Arg

act
Thr

agg
Arg
340

gca
Ala

ata
Ile

gaa
Glu

aat
Asn

aat
Asn
420

SEQ ID NO.:
Comprimento:
Tipo:
Organismo:

PRT

Segiiéncia:

Pro Gln Phe

Gln
Cys
Thr
50

Asn

Lys

Phe
Ala
35

Ala

Ser

Thr

Val
20

Ala
Ile

Leu

Gln

Arg

gat
Asp

tat
Tyr

cat
His

aat
Asn
325

aca
Thr

cta
Leu

gca
Ala

cag
Gln

9499
Gly
405

49
420

Thr

aac
Asn

tca
Ser

ttg
Leu
310

gtt
Val

acg
Thr

gtt
Val

ttg
Leu

cta
Leu
390

ata
Ile

Gly

tta
Leu

atc
Ile
295

atg
Met

gtg
Val

tat
Tyr

tct
Ser

aag
Lys
375

aag

Lys

ata
Ile

Asn

gtc
Val
280

ttt
Phe

acc
Thr

gga
Gly

act
Thr

cgg
Arg
360

gat
Asp

ggt
Gly

tca
Ser

15/24

Ser
265

aga
Arg

gct
Ala

tca
Ser

aat
Asn

cat
His
345
tac

Tyr

gag
Glu

agt
Ser

cag
Gln

Ser

tcg
Ser

ata
Ile

ttt
Phe

tgg
Trp
330

cag
Gln

tat
Tyr

act
Thr

gct
Ala

gag
Glu
410

Ser

tac
Tyr

aaa
Lys

ctt
Leu
315

agc
Ser

ata
Ile

gca
Ala

aat
Asn

gaa
Glu
395

gta
Val

Saccharomyces cerevisiae

49
Gly
5
Glu
Glu
Lys

Ser

Lys
85

Ile
Arg
Leu
Arg
Phe

70
Ala

Leu
Phe
Thr
Ala
55

Asp

Thr

Cys
Glu
Tyr
40

Thr
Ile

Ile

Lys
Arg
25

Leu
Phe
Val

Leu

Thr
10

Pro
Cys
Met

Asn

Glu
90

Pro
Ser
Trp
Ser
Lys

75
Ala

Asn

aat
Asn

aat
Asn
300

tca
Ser

gat
Asp

aca
Thr

tat
Tyr

cca
Pro
380

gga
Gly

cta
Leu

Pro
Gly
Met
Tyr
60

Ser

Ser

Lys

aaa
Lys
285

ggc
Gly

atg
Met

aag
Lys

gca
Ala

gat
Asp
365
att
Ile

agc
Ser

gac
Asp

Lys
Glu
Ile
45

Asn

Leu

Leu

Gln
270

gct
Ala

cca
Pro

aag
Lys

cgt
Arg

ata
Ile
350

cca
Pro

gag
Glu

ata
Ile

tac
Tyr

Val
Lys
30

Thr
Thr
Gln

Lys

Glu

ttg
Leu

aaa
Lys

ggc
Gly

gct
Ala
335

cct

Pro

ata
Ile

gag
Glu

cga
Arg

ctt
Leu
415

Leu
15

Ile
His
Ile
Phe

Lys
95

Tyr

aag
Lys

tct
Ser

cta
Leu
320
tct
Ser

gat
Asp

tca
Ser

tgg
Trp

tac
Tyr
400

tca
Ser

Val
Ala
Asn
Ile
Lys

80
Leu

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1260
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Ile
Gln
Ser
Lys
145
Ile
Leu
Ser
Lys
Ser
225
Pro
Lys
Gln
Lys
His
305
Thr
Ala
His
Lys
Gln
385

Pro

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Pro
Ser
Ser
130
Ala
Leu
Tyr
Asp
Tyr
210
Val
Leu
Arg
Leu
Asn
290
Ile
Glu
Val
Tyr
Glu
370
His
Ala

Tyr

Ala
Asp
115
Glu
Leu
Asn
Gln
Ile
185
Leu
Ser
Val
Val
Leu
275
Ala
Gly
Leu
Ala
Phe
355
Met
Ile

Trp

Ile

Trp
100
Ile
Glu
Leu
Ser
Phe
180
Lys
Gly
Arg
Tyr
Asn
260
Lys
Pro
Arg
Thr
Arg
340
Ala
Ile
Glu

Asn

Asn
420

SEQ ID NO.:
Comprimento:
Tipo:
Organismo:

DNA

Glu
Thr
Ala
Ser
Phe
165
Leu
Asn
Val
His
Leu
245
Arg
Asp
Tyr
His
Asn
325
Thr
Leu
Ala

Gln

Gly
405

50
1260

Phe
Asp
Asp
Glu
150
Glu
Phe
Val
Ile
Ile
230
Asp
Thr
Asn
Ser
Leu
310
Val
Thr
Val
Leu
Leu

390
Ile

Thr
Ile
Lys
135
Gly
Tyr
Leu
Asp
Ile
215
Tyr
Glu
Gly
Leu
Ile
295
Met
Val
Tyr
Ser
Lys
375

Lys

Ile

Ile
Val
120
Gly
Glu
Thr
Ala
Pro
200
Gln
Phe
Phe
Asn
Val
280
Phe
Thr
Gly
Thr
Arg
360
Asp
Gly

Ser

16/24

Ile
105
Ser
Asn
Ser
Ser
Thr
185
Lys
Cys
Phe
Leu
Ser
265
Arg
Ala
Ser
Asn
His
345
Tyr
Glu

Ser

Gln

Pro
Ser
Ser
Ile
Arg
170
Phe
Ser
Leu
Ser
Arg
250
Ser
Ser
Ile
Phe
Trp
330
Gln
Tyr
Thr

Ala

Glu
410

Sequéncia artificial

Caracteristicas:
Outras informacgdes:

Tyr
Leu
His
Trp
155
Phe
Ile
Phe
Val
Ala
235
Asn
Ser
Tyr
Lys
Leu
315
Ser
Ile
Ala
Asn
Glu

395
Val

Tyr
Gln
Ser
140
Glu
Thr
Asn
Lys
Thr
220
Arg
Ser
Asn
Asn
Asn
300
Ser
Asp
Thr
Tyr
Pro
380
Gly

Leu

Gly
Leu
125
Lys
Ile
Lys
Cys
Leu
205
Glu
Gly
Glu
Lys
Lys
285
Gly
Met
Lys
Ala
Asp
365
Ile

Ser

Asp

Gln
110
Gln
Lys
Thr
Thr
Gly
190
Val
Thr
Arg
Pro
Gln
270
Ala
Pro
Lys
Arg
Ile
350
Pro
Glu

Ile

Tyr

preferencialmente de milho codificando FLP recombinase

<221> Nome/chave:

<222> Localizacéo:

<400> Seqiéncia:

atg ccc cag ttc
Met Pro Gln Phe

1

agg cag ttc gtg

50

CDS
(1)...(1260)

gac atc ctc tgc aag acc
Asp Ile Leu Cys Lys Thr

5

10

gag agg ttc gag agg ccc

Lys His
Phe Glu
Met Leu

Glu Lys
160

Lys Thr

175

Arg Phe

Gln Asn
Lys Thr

Ile Asp
240

Val Leu

255

Glu Tyr

Leu Lys
Lys Ser

Gly Leu
320

Ala Ser

335

Pro Asp

Ile Ser
Glu Trp
Arg Tyr

400

Leu Ser
415

Seqiiéncia de nucleotideo tendo cbdons
(FLPm)

ccc ccc aag gtg ctc gtg
Pro Pro Lys Val Leu Val

15

tcec ggc gag aag atc gcec

48

96
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Arg

ctc
Leu

ggc
Gly

tcc
Ser
65

tac
Tyr

atc
Ile

cag
Gln

tcc
Ser

aag
Lys
145

atc
Ile

ctc
Leu

tca
Ser

aag
Lys

tce
Ser
225

cce
Pro

aag
Lys

Gln

tgc
Cys

acc
Thr
50

aac
Asn

aag
Lys

cce
Pro

tce
Ser

tcc
Ser
130

gcc
Ala

cte
Leu

tac
Tyr

gac
Asp

tac
Tyr
210

gtg
Val

ctc
Leu

agg
Arg

Phe

gcc
Ala
35

gcc
Ala

tcc
Ser

acc
Thr

gcc
Ala

gac
Asp
115

gag
Glu

ctc
Leu

aac
Asn

cag
Gln

atc
Ile
195

ctc
Leu

tcc
Ser

gtg
Val

gtg
Val

Val
20

gcc
Ala

att
Ile

ctc
Leu

cag
Gln

tgg
Trp
100

atc
Ile

gag
Glu

ctc
Leu

tcc
Ser

ttc
Phe
180

aag

Lys

ggc
Gly

agg
Arg

tac
Tyr

aac
Asn

Glu

gag
Glu

aag
Lys

tcc
Ser

aag
Lys
85

gag
Glu

acc
Thr

gct
Ala

tcc
Ser

ttc
Phe
165

ctc
Leu

aac
Asn

gtg
Val

cac
His

ctc
Leu
245

agg
Arg

Arg

ctc
Leu

agg
Arg

ttc
Phe
70

gcc
Ala

ttc
Phe

gac
Asp

gac
Asp

gag
Glu
150

gag
Glu

ttc
Phe

gtg
Val

atc
Ile

atc
Ile
230

gac
Asp

acc
Thr

Phe

acc
Thr

gcc
Ala
55

gac
Asp

acc
Thr

acc
Thr

atc
Ile

aag
Lys
135

ggc
Gly

tac
Tyr

ctc
Leu

gac
Asp

atc
Ile
215

tac

Tyr

gag
Glu

ggc
Gly

Glu

tac
Tyr
40

acc
Thr

atc
Ile

atc
Ile

atc
Ile

gtg
Val
120

ggc
Gly

gag
Glu

acc
Thr

gcce
Ala

cce
Pro
200

cag
Gln

ttc
Phe

ttc
Phe

aac
Asn

17/24

Arg
25

ctc
Leu

ttc
Phe

gtg
Val

ctc
Leu

atc
Ile
105

tca
Ser

aac
Asn

tcc
Ser

tcc
Ser

acc
Thr
185

aag

Lys

tgc
Cys

ttc
Phe

ctc
Leu

tce
Ser

Pro

tgc
Cys

atg
Met

aac
Asn

gag
Glu
90

cce
Pro

tcc
Ser

tce
Ser

atc
Ile

agg
Arg
170

ttc
Phe

tcc
Ser

ctc
Leu

tcc
Ser

agg
Arg
250

tce
Ser

Ser

tagg
Trp

tca
Ser

aag
Lys
75

gcc
Ala

tac
Tyr

ctc
Leu

cac
His

tgg
Trp
155

ttc
Phe

atc
Ile

ttc
Phe

gtg
Val

gct
Ala
235

aac
Asn

tcc
Ser

atg
Met

tac
Tyr
60

tcc
Ser

tcc
Ser

tac
Tyr

cag
Gln

tce
Ser
140

gag
Glu

act
Thr

aac
Asn

aag
Lys

acc
Thr
220

cgc

Arg

tca
Ser

aac
Asn

Glu

atc
Ile
45

aac
Asn

ctc
Leu

ctc
Leu

ggc
Gly

ctt
Leu
125

aag
Lys

atc
Ile

aag
Lys

tgce
Cys

ctc
Leu
205

gag
Glu

ggc
Gly

gag
Glu

aag
Lys

Lys
30

acc
Thr

acc
Thr

cag
Gln

aag
Lys

cag
Gln
110

cag
Gln

aag
Lys

acc
Thr

acc
Thr

ggc
Gly
190

gtg
Val

acc
Thr

agg
Arg

cce
Pro

cag
Gln

Ile

cac
His

atc
Ile

ttc
Phe

aag
Lys
95

aag
Lys

ttc
Phe

atg
Met

gag
Glu

aag
Lys
175

agg
Arg

cag
Gln

aag
Lys

atc
Ile

gtg
Val
255

gag
Glu

Ala

aac
Asn

atc
Ile

aaa
Lys
80

ctc
Leu

cac
His

gag
Glu

ctg
Leu

aag
Lys
160

acc
Thr

ttc
Phe

aac
Asn

acc
Thr

gac
Asp
240

cte
Leu

tac
Tyr

144

192

240

288

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

816
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260 265 270

cag ctc ctc aag gac aac ctc gtg agg tcc tac aac aag gcc
Gln Leu Leu Lys Asp Asn Leu Val Arg Ser Tyr Asn Lys Ala

275 280 285

aag aac gcc ccc tac tcc atc ttc gecec atc aag aac gge ccc
Lys Asn Ala Pro Tyr Ser Ile Phe Ala Ile Lys Asn Gly Pro
290 295 300

cac atc ggt agg cac ctc atg acc tcc ttc ctc tca atg aag
His Ile Gly Arg His Leu Met Thr Ser Phe Leu Ser Met Lys

305

310 315

acc gag ctc acc aac gtg gtg ggc aac tgg tcc gac aag agg
Thr Glu Leu Thr Asn Val Val Gly Asn Trp Ser Asp Lys Arg

325 330

gcc gtg gcc agg acc acc tac acc cac cag atc acc gcc atc
Ala Val Ala Arg Thr Thr Tyr Thr His Gln Ile Thr Ala Ile

340 345 350

cac tac ttc gcc ctec gtg tca agg tac tac gcc tac gac ccc
His Tyr Phe Ala Leu Val Ser Arg Tyr Tyr Ala Tyr Asp Pro

355 360 365

aag gag atg atc gcc ctc aag gac gag act aac ccc atc gag
Lys Glu Met Ile Ala Leu Lys Asp Glu Thr Asn Pro Ile Glu
370 375 380

cag cac atc gag cag ctc aag ggc tcc gee gag ggc tcce atce
Gln His TIle Glu Gln Leu Lys Gly Ser Ala Glu Gly Ser Ile

385

390 395

ccc gcc tgg aac ggc atc atc tcc cag gag gtg ctc gac tac
Pro Ala Trp Asn Gly Ile Ile Ser Gln Glu Val Leu Asp Tyr

405 410

téc tac atc aac
Ser Tyr Ile Asn

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

420

SEQ ID NO.: 51

Comprimento: 78

Tipo: DNA

Organismo: Sequéncia artificial

Caracteristicas:
Outras informag¢des: Iniciador de oligonucleotideo

Nome/chave: misc_feature
Localizacdo: 38, 39, 40, 41, 42, 43

Outras informagées: n = A, T, C ou G

Seqiiéncia: 51

ctc
Leu

aag
Lys

ggce
Gly

gcc
Ala
335

ccce
Pro

atc
Ile

gag
Glu

agg
Arg

ctc
Leu
415

aag
Lys

tce
Ser

ctc
Leu
320

tcc
Ser

gac
Asp

tcc
Ser

tgg
Trp

tac
Tyr
400

tcc
Ser

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1260

gccagcatgc aagcttgaat tccgaagttc ctatactnnn nnnagaatag gaacttcgag 60
atctggatcc gcggaacg

<210>
<211>
<212>

SEQ ID NO.: 52
Comprimento: 78
Tipo: DNA

78
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<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:

<223> Outras informacdes: Iniciador de oligonucleotideo

<221> Nome/chave: misc_feature

<222> Localizacao: 36, 37, 38, 39, 40, 41

<223> Outras informag¢des: n = A, T, C ou G

<400> Seqiiéncia: 52

cgttccgecgg atccagatct cgaagttcct attctnnnnn nagtatagga acttcggaat 60
tcaagcttge atgctgge 78
<210> SEQ ID NO.: 53

<211> Comprimento: 23

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:

<223> OQutras informag¢des: Iniciador de oligonucleotideo

<400> Seqgiiéncia: 53

gcacatacaa atggacgaac gga 23
<210> SEQ ID NO.: 54

<211> Comprimento: 22

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:

<223> Outras informag¢des: Iniciador de oligonucleotideo

<400> Seqliéncia: 54

cctcttecget attacgccag ct 22
<210> SEQ ID NO.: 55

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:

<223> Outras informacgdes: Seqliéncia de espacamento do sitio FRT6
<400> Segiéncia: 55

tttttgaa 8
<210> SEQ ID NO.: 56

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:

<223> OQutras informacdes: Seqiéncia de espagamento do sitio FRT7
<400> Seqgiliéncia: 56

ttattgaa 8
<210> SEQ ID NO.: 57

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial
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<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacdes: Seqiéncia de espacgamento do sitio FRT22s de
WO 01/23545

<400> Segiiéncia: 57
tatctaga 8

<210> SEQ ID NO.: 58

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informag¢des: Seqiiéncia de espacamento do sitio FRT72s de
WO 01/23545

<400> Seqgiiéncia: 58
tttctaca 8

<210> SEQ ID NO.: 59

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informagdes: Seqgiéncia de espagamento do sitio FRT3s de WO
01/23545

<400> Seqgliéncia: 59
tatttgaa 8

<210> SEQ ID NO.: 60

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informag¢des: Seqiiéncia de espagamento do sitio FRT2161ls de
WO 01/23545

<400> Seqgiliéncia: 60
tctectgga 8

<210> SEQ ID NO.: 61

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacdes: Seqliéncia de espacamento do sitio FRT2151s de
WO 01/23545

<400> Seqgiéncia: 61
tctccaga 8

<210> SEQ ID NO.: 62

<211> Comprimento: 8

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial
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<220> Caracteristicas:
<223> Outras informac¢des: Seqiiéncia de espacamento do sitio FRT2272s de

WO 01/23545

<400> Seqgiiéncia: 62

tatctaca

<210> SEQ ID NO.: 63
<211> Comprimento: 8

<212> Tipo:

DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacgdes: Seqliéncia de espacamento do sitio FRT2262s de

WO 01/23545

<400> Seqgiiéncia: 63

tatcttga

<210> SEQ ID NO.: 64
<211> Comprimento: 8

<212> Tipo:

DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informag¢des: Seqiiéncia de espacamento do sitio FRT2373s de

WO 01/23545

<400> Seqiéncia: 64

tgtctata

<210> SEQ ID NO.: 65
<211> Comprimento: 30

<212> Tipo:

DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informac¢des: Sitio FRT £f22 minimo de WO 01/23545

<400> Seqgliéncia: 65
agttcctata ctatctagag aataggaact 30

<210> SEQ ID NO.: 66
<211> Comprimento: 30

<212> Tipo:

DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacdes: Sitio FRT f72 minimo de WO 01/23545

<400> Seqiiéncia: 66
agttcctata ctttctacag aataggaact 30

<210> SEQ ID NO.: 67
<211> Comprimento: 30

<212> Tipo:

DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informagdes: Sitio FRT £3 minimo de WO 01/23545
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<400> Seqiiéncia: 67
agttcctata ctatttgaag aataggaact

<210> SEQ ID NO.: 68

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacdes: Sitio FRT £2161 minimo de WO 01/23545

<400> Seqliéncia: 68
agttcctata ctctctggag aataggaact

<210> SEQ ID NO.: 69

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacdes: Sitio FRT £2151 minimo de WO 01/23545

<400> Seqgliéncia: 69
agttcctata ctctccagag aataggaact

<210> SEQ ID NO.: 70

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacgdes: Sitio FRT £f2272 minimo de WO 01/23545

<400> Seqliéncia: 70
agttcctata ctatctacag aataggaact

<210> SEQ ID NO.: 71

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informacdes: Sitio FRT £2262 minimo de WO 01/23545

<400> Seqgiéncia: 71
agttcctata ctatcttgag aataggaact

<210> SEQ ID NO.: 72

<211> Comprimento: 30

<212> Tipo: DNA

<213> Organismo: Sequéncia artificial

<220> Caracteristicas:
<223> Outras informagdes: Sitio FRT £2373 minimo de WO 01/23545

<400> Seqgiéncia: 72
agttcctata ctgtctatag aataggaact

<210> SEQ ID NO.: 73
<211> Comprimento: 343
<212> Tipo: PRT

30

30

30

30

30

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<213> Organismo: Bacteridéfago Cl

<220> Caracteristicas:

<223> Outras informacdes:

47

<400> Seqgiiéncia:

Met
1
Asp
Asp
Cys

Pro
65

Arg
Met
Val
Glu
Val
145
Leu
Ile
Met
Val
Ile
225
Arg
Ser
Tyr
His
Ser
305

Val

Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Ser Asn Leu

Ala
Arg
Arg
50

Ala
Gly
Leu
Ser
Arg
130
Arg
Ala
Ala
Leu
Glu
210
Ser
Val
Thr
Gly
Ser
290
Ile

Met

Leu

Thr
Gln
35

Ser

Glu

Leu
His
Leu
115
Ala
Ser
Phe
Arg
Ile
195
Lys
Val
Arg
Arg
Ala
275
Ala
Pro

Asn

Leu

Ser
20

Ala
Trp

Pro

Ala
Arg
100
Val
Lys
Leu
Leu
Ile
180
His
Ala
Ser
Lys
Ala
260
Lys
Arg
Glu

Tyr

Glu
340

SEQ ID NO.:
Comprimento:
Tipo:
Organismo:

PRT

73
Leu

5
Asp
Phe
Ala
Glu
Val
85
Arg
Met
Gln
Met
Gly
165
Arg
Ile
Leu
Gly
Asn
245
Leu
Asp
Val
Ile
Ile

325
Asp

74
420

Thr
Glu
Ser
Ala

Asp
70

Lys
Ser
Arg
Ala
Glu
150
Ile
Val
Gly
Ser
Val
230
Gly
Glu
Asp
Gly
Met
310

Arg

Gly

Val
Val
Glu
Trp

Val

Thr
Gly
Arg
Leu
135
Asn
Ala
Lys
Arg
Leu
215
Ala
Val
Gly
Ser
Ala
295
Gln

Asn

Asp

His
Arg
His
40

Cys

Arg

Ile
Leu
Ile
120
Ala
Ser
Tyr
Asp
Thr
200
Gly
Asp
Ala
Ile
Gly
280
Ala
Ala

Leu

23/24

Gln
Lys
25

Thr
Lys

Asp

Gln
Pro
105
Arg
Phe
Asp
Asn
Ile
185
Lys
Val
Asp
Ala
Phe
265
Gln
Arg
Gly

Asp

Asn
10

Asn
Trp
Leu
Tyr
Gln
90

Arg
Lys
Glu
Arg
Thr
170
Ser
Thr
Thr
Pro
Pro
250
Glu
Arg
Asp
Gly

Ser
330

Leu
Leu
Lys
Asn

Leu
75

His
Pro
Glu
Arg
Cys
155
Leu
Arg
Leu
Lys
Asn
235
Ser
Ala
Tyr
Met
Trp

315
Glu

Saccharomyces cerevisiae

Caracteristicas:
Outras informacdes: Polipetideo FLP codificado pela SEQ ID NO: 50

Pro
Met
Met
Asn
60

Leu
Leu
Ser
Asn
Thr
140
Gln
Leu
Thr
Val
Leu
220
Asn
Ala
Thr
Leu
Ala
300

Thr

Thr

Ala

Asp

Val
125
Asp
Asp
Arg
Asp
Ser
205
Val
Tyr
Thr
His
Ala
285
Arg

Asn

Gly

Leu
Met
30

Leu

Lys

Leu

Gln
Ser
110
Asp
Phe
Ile
Ile
Gly
190
Thr
Glu
Leu
Ser
Arg
270
Trp
Ala
Val

Ala

Pro
15

Phe
Ser
Trp
Gln
Leu
95

Asn
Ala
Asp
Arg
Ala
175
Gly
Ala
Arg
Phe
Gln
255
Leu
Ser
Gly

Asn

Met
335

Polipeptideo Cre codificado pela SEQ ID NO:

Val
Arg
Val
Phe

Ala
80

Asn
Ala
Gly
Gln
Asn
160
Glu
Arg
Gly
Trp
Cys
240
Leu
Ile
Gly
Val
Ile

320
Val
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Met
1

Arg
Leu
Gly
Ser
65

Tyr
Ile
Gln
Ser
Lys
145
Ile
Leu
Ser
Lys
Ser
225
Pro
Lys
Gln
Lys
His
305
Thr
Ala
His
Lys
Gln
385

Pro

Ser

Pro Gln Phe

Gln
Cys
Thr
50

Asn
Lys
Pro
Ser
Ser
130
Ala
Leu
Tyr
Asp
Tyr
210
Val
Leu
Arg
Leu
Asn
290
Ile
Glu
Val
Tyr
Glu
370
His
Ala

Tyr

Phe
Ala
35

Ala
Ser
Thr
Ala
Asp
115
Glu
Leu
Asn
Gln
Ile
195
Leu
Ser
Val
Val
Leu
275
Ala
Gly
Leu
Ala
Phe
355
Met
Ile

Trp

Ile

Val
20

Ala
Ile
Leu
Gln
Trp
100
Ile
Glu
Leu
Ser
Phe
180
Lys
Gly
Arg
Tyr
Asn
260
Lys
Pro
Arg
Thr
Arg
340
Ala
Ile
Glu

Asn

Asn
420

74
Asp

Glu
Glu
Lys
Ser
Lys
85

Glu
Thr
Ala
Ser
Phe
165
Leu
Asn
Val
His
Leu
245
Arg
Asp
Tyr
His
Asn
325
Thr
Leu
Ala

Gln

Gly
405

Ile
Arg
Leu
Arg
Phe
70

Ala
Phe
Asp
Asp
Glu
150
Glu
Phe
Val
Ile
Ile
230
Asp
Thr
Asn
Ser
Leu
310
Val
Thr
Val
Leu
Leu

390
Ile

Leu
Phe
Thr
Ala
55

Asp
Thr
Thr
Ile
Lys
135
Gly
Tyr
Leu
Asp
Ile
215
Tyr
Glu
Gly
Leu
Ile
295
Met
Val
Tyr
Ser
Lys
375

Lys

Ile

Cys
Glu
Tyr
40

Thr
Ile
Ile
Ile
Val
120
Gly
Glu
Thr
Ala
Pro
200
Gln
Phe
Phe
Asn
Val
280
Phe
Thr
Gly
Thr
Arg
360
Asp
Gly

Ser
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Lys
Arg
25

Leu
Phe
Val
Leu
Ile
105
Ser
Asn
Ser
Ser
Thr
185
Lys
Cys
Phe
Leu
Ser
265
Arg
Ala
Ser
Asn
His
345
Tyr
Glu

Ser

Gln

Thr
10

Pro
Cys
Met
Asn
Glu
90

Pro
Ser
Ser
Ile
Arg
170
Phe
Ser
Leu
Ser
Arg
250
Ser
Ser
Ile
Phe
Trp
330
Gln
Tyr
Thr
Ala

Glu
410

Pro
Ser
Trp
Ser
Lys
75

Ala
Tyr
Leu
His
Trp
155
Phe
Ile
Phe
Val
Ala
235
Asn
Ser
Tyr
Lys
Leu
315
Ser
Ile
Ala
Asn
Glu

395
Val

Pro
Gly
Met
Tyr
60

Ser
Ser
Tyr
Gln
Ser
140
Glu
Thr
Asn
Lys
Thr
220
Arg
Ser
Asn
Asn
Asn
300
Ser
Asp
Thr
Tyr
Pro
380
Gly

Leu

Lys
Glu
Ile
45

Asn
Leu
Leu
Gly
Leu
125
Lys
Ile
Lys
Cys
Leu
205
Glu
Gly
Glu
Lys
Lys
285
Gly
Met
Lys
Ala
Asp
365
Ile

Ser

Asp

Val
Lys
30

Thr
Thr
Gln
Lys
Gln
110
Gln
Lys
Thr
Thr
Gly
190
Val
Thr
Arg
Pro
Gln
270
Ala
Pro
Lys
Arg
Ile
350
Pro
Glu
Ile

Tyr

Leu
15

Ile
His
Ile
Phe
Lys
95

Lys
Phe
Met
Glu
Lys
175
Arg
Gln
Lys
Ile
Val
255
Glu

Leu

Lys

Ala
335
Pro
Ile
Glu
Arg

Leu
415

Val
Ala
Asn
Ile
Lys
80

Leu
His
Glu
Leu
Lys
160
Thr
Phe
Asn
Thr
Asp
240
Leu
Tyr
Lys
Ser
Leu
320
Ser
Asp
Ser
Trp
Tyr

400
Ser
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REIVINDICAGOES

1. Polinucleotideo isolado, caracterizado pelo fato de
que compreende uma seqliéncia de nucleotideosAcompreendendo
pelo menos- um primeiro sitio de recombinagdo - FRT, o
primeiro sitio de recoﬁbinagéo FRT compreende uma seqiéncia
de espaéamento seleciohada do grupo consistindo de SEQ ID
NOs: 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, i3, 14, 15, 16, 17
e 18. |

2. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicacgao
1, caracterizado pelo fato de que o sitio de recombinagao

FRT compreende a SEQ ID NO: 21, 22, 23, 25, 26; 27, 28, 29,

>30,v3l, 32, 33, 34, 35, 36, 37 ou 38.

S 3. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagao

1, caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo

compreende ainda um segundo sitio de recombinagdo.

4. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicacgao

3, caracterizado pelo fato de que o segundo sitio de

recombinacdo é selecionado do grupo consistindo de sitio

FRT, sitio LOX e sitio att.

5. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicacgdo
4, caracterizado pelo fato de que b SitiQ_FRT ¢ selecionado
do grupo consistindo de sitio FRT do tipo selvagem e sitio
FRT modificado, e o sitio .LOX é selecionadé do grupo

consistindoi de sitio LOX do tipo selvagem e sitio LOX
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modificado, e o sitio att ¢é selecionado do grupo
consistindo de sitio att do tipo selvagem e sitio att

modificado.

6. Polinucleotideo "isolado de acordo com a feivindicagéo
4, caracterizado pelo  fato' de que o segundo sitié de
recombinacgao compreende um polinucleotideo selecionado do
grupo consistindo ae SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, l6,vl7, 18, 21, 22, .23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,'34, 35, 36, 37 e 38.

7. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagao
3, caracterizado pelo fato de que o segundo sitio de
recombinacdo é diferentg e ndo-recombinogénico, com relacgdo

ao primeiro sitio de recombinacgdo FRT.

8. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagdo

3, caracterizado pelo fato de que o primeiro sitio de

recombinacdo FRT e o segundo sitio de recombinagdo sao

sitios de recombinagdo correspondentes.

9. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicacgado

3, caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo

compreende um primeiro promotor convergente, o primeiro

sitio de recombinagdo, o segundo sitio de recombinacgdo e um

segundo promotor convergente..

- 10. Polinucleotideo .isolado de acordo com a reivindicacao

8, caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo
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compreende um primeiro promotor convergente, o primeiro
sitio de ‘recombinagéo,i uma primeira | seqiiéncia de
polinucleotideos de 1interesse operacionalmente ligada ao
primeiro promotor convergente, um segundo polinucleotideo
de interesse operacionalmente ligado ao segundo promotor
convergente, o segundo sitio de recombinacdo e o segundo

promotor convergente

11. Método para obtencgdo de uma célula transformada
caracterizado pelo fato de compreénder a transformagdo da
célula com o polinﬁcleotideo como definido em qualquer uma

das reivindicagdes 1 a 10 e cultivo da dita célula sob

‘condicdes de crescimento.

12. Método de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado
pelo fato de que a célula apresenta ainda, incorporada
estavelmente em seu genoma, uma molécula de acido nucléico

codificando uma FLP recombinase.

13. Método de acordo com a reivindicagéb 12, caracterizado
pelo fato de que a molécula de acido nucléico codifica uma

variante biologicamente ativa da FLP recombinase.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des
11 a 13, caracterizado pelo fato de que a célula é de uma

planta.
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15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
11 a 14, caracterizado pelo fato de que o polinucleotideo é

integrado estavelmente no genoma da célula.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
pelo fato de que a. célula é de uma planta monocotiledénea

ou dicotileddnea.

17. Método de acordo com a reivindicacdo 16, caracterizado
pelo fato de que a célula de planta & de milho, cevada,
milheto, trigo, arroz, s0rgo, Centeio, soja, canola,

alfafa, girassol, acafrdo, tabaco, Arabidopsis ou algoddo. .

18. Método de obtengdo de uma planta transformada

caracterizado pelo fato de compreender a transformagéo de -

~uma célula de acordo com o método definido em qualquer uma

das reivindicagdes 11 a 17 e adicionalmente, compreender a

regeneracdo da planta transformada.

19. Método de producgdo de uma recompbinagdo de DNA de sitio

especifico, caracterizado pelo fato de que compreende:u

a) prover um p;imeiro DNA compreendendo um primeiro
sitiobde recombinacdo de sitio especifico, em que
e} primeiro sitio ‘de ‘recombinacdo de sitio
especifico compreende um polinucleotideo .

selecionado do grupo consistindo de:
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i) sitio de recombinagdo FRT compreendendo uma
- regido de espacamento selecionada do grupo
consistindo de SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 5, 6, 7,

8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18; e

ii) sitio de recombinacdo ~ FRT selecionado do
grupo consistindo de SEQ ID NOs: 21, 22, 23,
25, 26, 27, 28, 29, 3O,V3lr‘32, 33, 34, 35,
36, 37 e 38; |

b) prover um segundo DNA compreendendo um segundo
sitio de recombinag¢do de sitio especifico, o qual
é recombinogénico com o primeiro sitio de’

recombinag¢do de sitio especifico; e

c) prover uma recombinase de sitio especifico, a
qual catalisa . uma recombinagdo de sitio
especifico entre os primeiro e segundo sitios de

~recombinacdo de sitio especifico.

20. Método de acordo com a reivindicacdo 19, caracterizado 3

pelo fato de que o 'primeiro DNA e o segundo DNA sdo

'~ providos em uma unica molécula de polinucleotideo.

21. Método de acordo com a . reivindicacd&o 19 ou .20,
caracterizado peld fato de que o primeiro sitio. de
recombinagdo de _sitio especifico :e._o Segﬁndo sitio de
recombinagao . de sitio especifico sdo sitios

correspondentes.
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22. Método de acordo com a reivindicagcdo 19 ou 20,
caracterizado pelo fato de que o primeiro sitio de
recombinacdo de sitio espécifico e o segundo sitio de

recombinacdo de sitio especifico sdo sitios diferentes.

23. . Método de acordo -com a reivindicagdo 20 ou 21,

caracterizado pelo. fato de- que o primeiroA sitio .de

recombinacdo - de sitio especifico e o segundo sitio de

recombinacdo de sitio especifico sdo orientados diretamente

um ao outro.

24. Método de acordo com a reivindicacdo 23, caracterizado
pelo fato de que . Qs' primeiro e segundo sitios>'de
recombinagdao de sitio especifico flanqueiam um primeiro
polinucleotided de interesse, em que o provimento da

recombinase de sitio -especifico excisa 0. primeiro

"polinucleotideo de interesse.

25. Método de acordo com a reivindicacdo 24, caracterizado
pelo fato de que a excisdo do primeiro polinucleotideo de
interesse ativa a expressdo do segundo polinucléotideo de

interesse.

26. Metodo. de .aCOIdo com a ' reivindicagao 20 ou 21,
caracterizadd pelo fato de .que o primeiro - sitio de
recombinacdo de sitio espeéifico e o .segundo sitio de
recombihagéo de sitio especifico estao em:orientagéo oposta

um ao outro.
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27. Método de acordo com a reivindicagéo 26, caracterizado

. pelo fato de que os primeiro e segundo sitios de

recombinacdo de sitio especifico flanqueiam um primeiro
polinucleotideoc de interesse, em que o provimento da
recombinase de sitio especifico inverte o - primeiro

polinucleotideo de interesse.

28. Método de acordo com a reivindicacdo 27, caracterizado-
pelo fato de que a inversdo do primeiro polinucleotideo de
interesse ativa a expressdo do primeiro polinucleotideo de -

interesse. -

29. Método de,acordo com a reivindicacao 27, caracterizado
pelo fato de que a inversdo do primeiro polinucleotideo de

interesse ativa a expressdo do segundo polinucleotideo de

‘interesse.

30. Método de acordo com a reiVindicagao 19, caracterizado

pelo fato de que o .primeiro DNA é provido em um primeiro
polinucleotideo e o segundo DNA é provido em um segundo
polinucleotideo, em que 0s primeiro e segundo

polinucleotideos sdo moléculas separadas.

31. Método de acordo com a reivindicacdo 30, caracterizado
pelo fato de que o segundo polinucleotidéo é uma molécula

circular.
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32. Método de acordo com a reivindicagdo 30, caracterizado
pelo fato de que o segundo polinucleotideo compreende ainda

um polinucleotideo de interesse.

33. Método de acordo com a reivindicacdo 19, caracterizado

pelo fato de que compreende:

ay prover um polinucléotideo compreendendo . ©
primeiro sitio de recombinagcdo FRT e o segundo
sitio de recombinagdo, em que o segundo sitio de

recombinacdo é um sitio FRT;

b) . prover uma FLP recombinase, sob condigdes tais
que a FLP recombinase implemente um evento de

excisdo mediado por recombinase; e

c) determinar a eficiéncia da excis&o dos primeiro e

segundo sitios de recombina¢éo FRT.

34. Métodb de acordo com a reivindicacdo 33, caracterizado
pelo fato de 'que' os primeiro e segundo sitios de
recombinagao - FRT sdo sitios de recombinacdo

correspondentes.

35. Método dé acordo com a reivindicacdo 19, caracterizado

pelo fato de que compreende:

a) prover o primeiro sitio de recombinagdo FRT;
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prover o segundo sitio de recombinagao, em que o
segundo sitio de recombinagcdo é um sitio FRT, o
qual é diferente do primeiro sitio de

recombinacdo FRT;

prover uma FLP recombinase, sob condigdes tais
que a FLP recombinase implementa um evento de

recombinacdo; e

analisar o evento  de recombinacgdo, para
determinar ‘se os primeiro e segundo sitios de-

recombinacdo sdo ndo-recombinogénicos.

36. Método de acordo com a reivindicacdo 19, caracterizado

15 pelo fato de que compreende:

a)
20 b)
25

C)

prover um sitio-alvo compreendendo o primeiro

sitio. de recombinacao FRT; .

prover um cassette de transferéncia compreendendo
um segundo sitio .de recoﬁbinagéo e um
polinuéleotideo de interesse, em que OS primeiro
e - segundo sitibs ~de V recombinagéo sdo

recombinogénicos, com relagao um ao outro; e

prover uma recombinase, em que a recombinase

. reconhece e implementa a recombina¢do ' nos

primeiro e segundo sitios de recombinagdo, e ©
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polinucleotideo de interesse é inserido no sitio-

alvo.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 36, caracterizado

pelo fato de que o sitio-alvo é incorporado estavelmente no

genoma de uma célula.

38. Método de acordo com a reivindicagéo 19, caracterizado

pelo fato de que compreende:

a)

prover um sitio-alvo compreendendo o primeiro
sitio FRT e o segundo sitio de recombinagdo, em

gque os primeiro e segundo sitios de recombinacgao

sao diferentes e ndo-recombinogénicos, com

relacdo um ao outro;

prover um cassette de transferéncia compreendendo
um polinucleotideo de interesse, em’ que O
polinucleotideo de interesse é flanqueado pelos

primeiro e segundo sitios de recombinagdo; e

prover uma recombinaSe, em que a recombinase
reconhece e implementé a recombinacédo noé
primeiro e segundo sitios de recombinagdo, e o
polihucleotideo de interesse é insefido no sitio;

alvo.

39. Método de acordo com a reivindicacdo 38, caracterizado

pelo fato de dque o sitio-alvo ‘compreende um segundo
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polinucleotideo de interesse, flanqueado pelos primeiro e

segundo sitios de recombinacgéo.

40. Método de acordo com a reivindicacdo 38, caracterizado

5 pelo fato de que o sitio-alvo ¢& incorporado estavelmente no

genoma de uma célula.

41. Método de acordo com a reivindicacdo 38, caracterizado

pelo fato de que compreende:

a)

prover um sitio-alvo operacionalmente ligado a um

primeiro e a um segundo promotor, em que OS

‘primeiro e segundo promotores estdo em uma

orientacdo convergente;

prover um cassette de transferéncia

compreendendo, na seguinte ordem, O primeiro

sitio de recombinacdo funcional, ‘um primeiro
polinucleotideo de interesse orientado na direcdo

5" a 37, um_segundo polinucleotideo de interesse

‘orientado na direcdo 3’ a 5’ e o segundo sitio de

recombinacdo funcional; e

prover uma  recombinase, em quev a 1insercgao do
céssete de fransferéncia no sitio-alvo resuita no
pfimeiro polinucleotideo  de interesse_ sendo
operacionalmente ligado no primeiro promotor

convergente e no segundo polinucleotideo de
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interesse sendo operacionalmente ligado no

segundo promotor convergente.

42. Método de acordo com a reivindicagéo,l9, caracterizado

pelo fato de que compreende:

prover um .sitio—alvq compreeﬁdendo 0 primeiro
sitio FRT e o segundo sitio de recombinagdo, em
que os primeiro e segundo sitios de recombinagédo
sao diferentes e Avnéo—recombinogénicos, com

relacdo um ao outro;

prover um primeiro cassete de transferéncia-
compreendendo, na seguinte ordem, o primeiro, um
terceiro e o segundo sitio de recombinacdo, em
que o primeiro e o terceiro sitio de recombinagao
do-'primeiro cassete de transferéncia flanqueiam
unf'primeiro polinucleotideo de interesse, e o0s
primeiro, seguﬁdo e terceird Sitios. 'de;
recombinacao sdao - diferentes . - e _'néo—

recombinogénicos, com relagdo um ao outro.

prover uma primeira recombinase, em dque a
primeira recombinase reconhece e implementa a
recombina¢do nos primeiro e segundo sitios de

recombinacédo;

prover um segundo. cassete de transferéncia

compreendendo os segundo e terceiro sitios de
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recombinacdo, em que os segundo e terceiro sitios
de recombinagdo do segundo cassete de
transferéncia . flanqueiam um : segundo

polinucleotideo de interesse; e

prover uma segunda recombinasé, em qﬁe a segunda
recombinase reconhece e implementa a recombinagdo
nos pfimeirc e segundo sitios de recombihagéo,‘em
que oS primeiro ' e  segundo Acasseteé de

transferéncia estdo integrados no sitio-alvo.

43, Método'de achdo com a reivindicagéo 19, caracterizado

' pelo fato de que compreende:

5

.e)
10
15 .a)
20

b)
25

c)

ptovef um ‘sitio—alvb compreendendo, na seguinte
ordem, .pelo menos o primeiro  sitio de
re;ombinagéo.FRT, oléegundo sitib de recombinacdo
e um terceiro sitiQ de recombinacdo, ‘em que OS
primeiro, segundo e terceiro sitios de
recombinagéo} ~ sao difefehtes e nao-

recombinogénicos, com relagdo um ao outro;

prover =~ um primeiro cassete de transferéncia

compreendendo um primeiro polinucleotideo de
interesse, flanqueado pelos primeiro e segundo

sitios de recombinac¢ao:;

prover uma primeira recombinase, em que a

primeira recombinase reconhece e implementa a
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recombinacdo nos primeiro e segundo sitios de

recombinacdo;

d) prover um segundo'  cassete de transferéncia
compreendendo um ‘segundo polinucleotideo de
interesse, - flanqueado por pelo menos os segundo e

terceiro sitios de recombinacgdo; e

- e) prover uma segunda recombinaée, em que -a seguﬁda»
recombinase reéonhéée e implementa a recombinagdo
nos segundo e terceiro sitios de recombina¢éo, ém
_queA os primeiro e segundo cassetes de

transferéncia estdo integrados no sitio-alvo.

44. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
19 a 43, caractefizado pelo fato de que o segundo ‘sitio de
recombinacdo de sitio especifiéo ¢ um sitio de recombinacgdo
FRT modificado selecionado do grupo consistindo de SEQ ID

NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,

17, 18, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,

34, 35, 36, 37 e 38.

45. Método de écordo com qualquer uma das reivindicacgdes
19 a 44, caracterizado pelo fato de que a recombinacgdo de

sitio especifico ocorre in vivo.

46. Método de_acordo com a reivindicacgdo 45, caracterizado
pelo fato de gue a recombinagdo de sitio especifico ocorre

em uma célula eucaridtica.
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47. Método de acordo com a reivindicacgdo 46, caracterizado
pelo fato de que' a célula eucaridtica é uma célula de

planta.

48. Método de acordo com.a reivindicagéo 47} caractefizado
pelo fato de que a célula de planta ¢é de uma planta
selecionada do grupo consistindo de. milho; arroz, trigo,
cevada, milheto, sorgo, centeio, sojaL alfafa, canola,

Arabidopsis, tabaco, girassol, algodido e acafréao.

49. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagodes

19 a 48, caracterizado pelo fato de que o provimento do

primeiro sitio de recombinagdo, do segundo sitio de
recombinacao ou - da recombinase compreende uma
transformagao.

50. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

19 a 49, caracterizado pelo fato de que o- provimento do
primeiro sitio de . recombinagdo, do segundo sitio -de
recombinacdo ou da recombinase compreende cruzamento

sexual.

51. Método de acordo. com qualquer uma das reivindicagodes
19Aa'50, caracterizado pelo fato de Que o primeiro sitio de

recombinacdo é incorporado estavelmente no genoma de uma

“célula.
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52. Biblioteca isolada, caracterizada pelo fato de que
compreende uma populagdo de- plasmideos, "'em que cada
plasmideo na pobulagéo compreende um primeiro marcador
seleciondvel comum, e cada plasmideo na populacgdo
compreende um membrq de uma populagdo de sitios de
recombinagdo FRT modifiqados, em qﬁe cada membré da
populagdo de Sitios‘ de recombinacgao fRT modificados
compreende . uma regiéo de espagamento compreendendo pélp

menos uma'alteragéo de nucleotideo na SEQ ID NO: 43, em que

a populacdo de plasmideos compreende pelo menos cerca de

100 membros distintos da populagdo de plasmideos.

53. Biblioteca isolada de acordo com a reivindicagdo 52,
caracterizada pelo fato de que os sitios de recombinagao

FRT modificados da populacdo sdo recombinogénicos.

' 54. Biblioteca isolada de acordo com a reivindicagdo 52 ou

53,  caracterizada pelo - fato . de que os sitios de

recombinagao FRT modificados ndo incluem sitios de

recombinacdo FRT modificados com uma.reqiao de espagamento

selecionada do-grupo consistindo das SEQ ID-NOS:.4,.44,'55,

‘56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63 e 64.

55.} Biblioteca :isolada. de acordo com qﬁalquer umaA’das
reivindicagéeé 52 a 54, caracterizada pelo fato de que a
populacdo de plasmideos compreende pelo menos um sitio
recombinogénico FRT modificado selecionado .do grupo

consistindo de:
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a) um polinucleotideov compreendendo uma regido de
espagcamento selecionada do grupo consistindo das
SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17 e 18; e

b) um sitio recombinogénico FRT modificado
selecionado. do grdpo consistiﬁdo das . SEQ ID NOs:
21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37 e 38. |

56. Kit, caracterizado pelo fato de que compreende a

populacdo de plasmideos como definida em qualquer uma das

‘reivindicacgdes 52 -a 55, compreendendo ainda uma -segunda

populacdo de plasmideos, em que cada plasmideo na segunda
populagdo éompreende >Um segundo marcador selecionavel
comum, em une 0s primeiro é segundo marcadores
selecionaveis sdo distintds, é céda plasmideo na segunda
populagéo'compréendé um-membro'da populagéo de sitios de

récombinagéo FRT modificados.

57. Kit de acordo com a reivindicag¢do 56, caracterizado
pelo fato de que o kit compreende ainda uma FLP recombinase

ou um polinucleotideo codificando a FLP recombinase.

58. Kit de acordo com a feivindicagéo 56 ou 57,
caracterizado pelo fato de que pelo menos um membro da
primeira populagdo, da-‘segunda populacao ou 'dé ambas as
popuiagées de sitios de recombinacdo FRT modificadoé

compreende:
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a) regido de espagamento selecionada do grupo
consistindo das SEQ ID NoOs: 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8,

9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18; e

b) sitio recombinogénico FRT modificado selecionado
~do grupo consistindo das SEQ ID NOs: 21, 22, 23,
25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,

37 e 38.

59. Kit de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 56 a
58, caracterizado pelo fato de que cada membro das primeira
e segunda populagdes de sitios de recombinagdo FRT

modificados é recombinogénico.

60. Método -de geragéo de uma biblioteca de moléculas,

- caracterizado pelo fato de que compreende:

a) fornecer uma populacdo de sitios de reébmbinagéo
FRT modificados, em Qué cada membro da populacgao
de  Sitios de recombinacdo FRT .modificados
qompreende uma regido. de espagamento
éompreendendo pelo menos uma alterag?o de

nucleotideo na .SEQ ID NO: 43; e

b) contatar a populacgdo de sitios de recombinagdo -
FRT modificados com uma populacdo de plasmideos
tendo um marcador selecionavel comum, sob

- condicgdes para a insercgéo da»populagéo de sitios
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de recombinagdo FRT modificados na populagdo de
plasmideos, de modo que cada plasmideo da
pbpulagéo compreende um dnico membro da populacdao
de sitios'de recombinagéo FRT-mbdificados, para

gerar uma biblioteca de moléculas.

61. Método para selecionar -um sitio de recombinagdo FRT

modificado, caracterizado pelo fato de que compreende:

a)

' fornecer uma primeira populagdo de plasmideos, em

que - cada plasmideo na primeira populacgdo
compreende um primeiro marcador selecionavel

comum e cada plasmideo na primeira populagdo

. compreende um membro de uma populacdo de 'sitios’

de recombinag¢do FRT modificados, em que cada
membro da populacdo de sitios de recombinagdo FRT
modificados randomizados compreende uma regido de
espagamento compfeendendo pelo menos .uma

alteracdo de nucleotideo na SEQ ID NO: 43;

fornecer uma segunda populacdo de plasmideos, em

que  cada plasmideo na segunda populacgao

compreende um . segundo marcador selecionavel

" comum, em que os primeiro e segundo marcadores

- selecionaveis sdo distintos e cada plasmideo na

segunda - populacgao compreende um membro = da
‘populagéo de sitids de recombinacgac FRT

modificados;
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c) combinar a primeira populacdo de plasmideos com a
segunda'populagéo de plasmideos, .na presenga de
uma FLP recombinase, sob ~condigdes em que ‘pode

ocorrer uma recombinagdo de sitio especifico; e

d) selecionar um plasmideo : co—integrante"
compreendendov os' primeiro e segundé marcadores
selecionéveis, .0 plasmideo co-integrante
compréehdendd o sitio de recombinacdo FRT

modificado.

' 62. Método de acordo com a reivindicagdo 61, caracterizado

pelo fato de que o plasmideo co-integrante compreende um

sitio de recombinagao FRT modificado funcional.

63. Método de acordo com a reivindicagdo 61 ou 62,
caracterizado'pelo fato de Qque compreende ainda isolar o

plasmideo co-integrante.

64. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
6l aA63, caracterizado pelo. fato de que compreende ainda a
caracterizacdo do sitio de recombinacdo FRT modificado do

plasmideo co-integrante.

65. Método de abordo comva reivindicacdo 64, caracterizado
pelo fato de que ‘a caracterizacao do sitio de recombinagdo
FRT modificado compreende um método selecionado do grupo

consistindo da determinacdo da eficiéncia da excisdo,
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da especificidade de recombinacgdo e

do sitio de. recombinacdo FRT modificado.

acordo com a réivindicagdo 60, caracterizado
que as primeira e segunda populagdes de

combinadas em uma razdo equimolar.
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RESUMO

POLINUCLEOTIDEO ISOLADO, METODO PARA OBTENCAO DE UMA CELULA
TRANSFORMADA, METODO PARA OBTENCAO DE UMA  PLANTA
TRANSFORMADA, METODO DE PRODUGAO DE RECOMBINAGAO DE DNA DE
sitIo Es?EciFICO, BIBLIOTECA ISOLADA, METODO DE GERAGAO DE
BIBLIOTECA DE MOLECULAS E METODO PARA SELECIONAR siTio DE

RECOMBINACAO FRT MODIFICADO

A presente inven¢éo refere-se a métodos e composicdées
que utilizam populacdes de sitios . de recémbinagéo FRT
modificados, randomizados, para identificar, isolar e/ou
caracterizar sitios de recombinacdo FRT modificados.

Os sitios  de recombinagaoc FRT modificados
recombihogénicos podem ser  empregados em uma vafiedade de -
métodos para a recombinacdo. direcionada de polinucleotideos
de interesse, incluindo métodos para recombinar
polinucleotideos,‘ avaliar a atividade do promotor,
selecionar diretamente organismos transformados, minimizar
ou eliminar a expressdo resultante de integragdo randdmica
no genoma de um drganismo, tal como uma planta, excisar
leinucleotideos de interesse, combinar cassetes de
trénsferéncia maltipla, inverter ou remover um
polinucleotideo, e identificar e/ou caracterizar‘regiées de
regulacdo transcricional. | .

' Adicionalmente, é provido um método‘para obtengdo de
uma célula transformada compreendendo a transformagdo da
célula com um polinucleotideo e o cultivo da dita célula
sob condig¢des de crescimento, além de ﬁm método de obtencdo
de uma planta traﬁsformada compreendendo a transformacgdo de

uma célula e a regeneracao da planta transformada.

-
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