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A presente invencao refere-se ao promotor de
Ubiquitina-1 de Zea mays c.v. B73 (Ubi-1 de Z.
mays c.v. B73), que comanda altos niveis de
expressdo constitutiva de transgene em plantas.
Uso repetido do mesmo promotor Ubi-1 de Z.
mays c.v. B73 em construtos com multiplos
genes pode também levar ao silenciamento
génico, deste modo, tornando os produtos
transgénicos menos eficazes. S&o fornecidos
elementos promotores reguladores génicos,
construtos e métodos para expressédo de um
transgene em células de plantas e/ou tecidos de
planta usando elementos reguladores génicos
do promotor Ubi-1 de uma espécie Zea
diferente, Z. luxurians v1.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "CASSE-
TES DE EXPRESSAO GENICA, VETORES RECOMBINANTES, SE-
QUENCIA DE POLINUCLEOTIDEO PURIFICADA, E METODOS PA -
RA EXPRESSAO DE UMA SEQUENCIA CODIFICANTE HETERO-
LOGA EM UMA PLANTA TRANSGENICA, E PARA O ISOLAMENTO
DE UMA SEQUENCIA DE POLINUCLEOTIDEO" .
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS
[001] O presente pedido reivindica o beneficio sob 35 USC §
119(e) do Pedido Provisoério dos Estados Unidos N° de Série
61/922.529, depositado em 31 de Dezembro de 2013, a descricao
completa do qual é aqui incorporada por referéncia.
CAMPO DA INVENCAO

[002] A presente invencéao refere-se, em geral, ao campo da bio-

logia molecular de plantas e, mais especificamente, ao campo de ex-
pressao de transgenes em plantas.
ANTECEDENTES

[003] Muitas espécies de plantas sao capazes de serem trans-

formadas com transgenes para introduzir tragcos ou caracteristicas
agronomicamente desejaveis. Espécies de plantas sdo desenvolvidas
e/ou modificadas para terem tracos desejaveis particulares. Geralmen-
te, tracos desejaveis incluem, por exemplo, melhora da qualidade de
valor nutricional, aumento do rendimento, conferir resisténcia as doen-
cas ou pragas, aumento da tolerancia a estiagem e ao estresse, me-
lhora de qualidades horticolas (por exemplo, pigmentacdo e cresci-
mento), conferir resisténcia a herbicidas, permitir a producdo de com-
postos e/ou materiais industrialmente Uteis a partir da planta e/ou per-
mitir a producéo de produtos farmacéuticos.

[004] Espécies de plantas transgénicas compreendendo multiplos
transgenes empilhados em um anico locus gendémico sdo produzidas

por meio de tecnologias de transformacao de plantas. Tecnologias de
Segue-se na folha 1a/80
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transformacédo de plantas resultam na introducdo de um transgene em
uma célula de planta, recuperacdo de uma planta transgénica fértil que
contém a coOpia estavelmente integrada do transgene no genoma da

planta e subsequente expressao do transgene através de transcricdo e

Segue-se na folha 2/80
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traducdo do genoma da planta resulta em plantas transgénicas que
possuem tracos e fendtipos desejaveis. No entanto, mecanismos que
permitam a producdo de espécies de plantas transgénicas para alta
expressdo de multiplos transgenes manipulados como uma pilha de
tracos sao desejaveis.

[005] Da mesma forma, mecanismos que permitam a expressao
de um transgene dentro de determinados tecidos ou 6rgdos de uma
planta sdo desejaveis. Por exemplo, aumento da resisténcia de uma
planta a infeccdo por patbgenos provenientes do solo poderia ser obti-
do por meio de transformacao do genoma de uma planta com um gene
de resisténcia a patdégeno, de modo que a proteina de resisténcia ao
patdgeno seja expressa de forma robusta nas raizes da planta. Alter-
nativamente, pode ser desejavel expressar um transgene em tecidos
de plantas que estdo em uma fase de crescimento ou desenvolvimento
particular tal como, por exemplo, divisao celular ou alongamento.

[006] Sao descritos aqui elementos reguladores de promotor Ubi-
1 de Zea luxurians, incluindo promotores, promotores a montante, 5'-
UTRs e introns. Além disso, sdo descritos construtos e métodos que
utilizam elementos de regulacdo génica.

SUMARIO

[007] Sao descritos aqui promotores, construtos e métodos para
a expressao de um transgene em células de plantas e/ou tecidos de
planta. Em uma modalidade, expressao de um transgene compreende
0 uso de um promotor. Em uma modalidade, um promotor compreende
uma sequéncia de polinucleotideo. Em uma modalidade, uma sequén-
cia de polinucleotideo promotora compreende um promotor a montan-
te, uma regido 5' ndo traduzida (5'-UTR) ou sequéncia lider e um in-
tron. Em uma modalidade, uma sequéncia de polinucleotideo promoto-
ra compreende o gene de Ubiquitina-1 (Ubi-1). Em uma modalidade,

uma sequéncia de polinucleotideo promotora compreende o gene Ubi-
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1 de Zea luxurians (Z. luxurians).

[008] Em uma modalidade, um construto inclui um cassete de
expressdo génica compreendendo uma sequéncia de polinucleotideo
promotora que foi obtida a partir do gene Ubi-1 de Z. luxurians. Em
uma modalidade, a sequéncia de polinucleotideo promotora de Ubi-1
de Z. luxurians compreende uma regiao promotora a montante, uma
sequéncia 5'-UTR ou uma sequéncia lider e um intron. Em uma modali-
dade, um construto inclui um cassete de expressao génica compreen-
dendo uma sequéncia de polinucleotideo promotora obtida a partir do
gene Ubi-1 de Z. luxurians fundida a um intron do gene que codifica a
proteina fluorescente amarela da espécie Phialidium (PhiYFP). Em uma
modalidade, um construto inclui um cassete de expresséo génica com-
preendendo uma sequéncia de polinucleotideo promotora obtida a partir
do gene Ubi-1 de Z. luxurians fundido a um intron do gene que codifica
a proteina fluorescente amarela da espécie Phialidium (PhiYFP), segui-
do por uma regiao 3' nao traduzida (3'-UTR) do gene de Peroxidase 5
de Z. mays. (ZmPer5). A sequéncia de polinucleotideo resultante com-
preende um novo elemento regulador génico promotor.

[009] Em uma modalidade, um cassete de expressao génica in-
clui um elemento regulador promotor génico operativamente ligado a
um transgene ou uma sequéncia de codificacdo heteréloga. Em uma
modalidade, um cassete de expressdo génica inclui pelo menos um,
dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez ou mais transgenes.
[0010] Métodos de crescimento das plantas que expressam um
transgene usando os novos elementos reguladores promotores géni-
cos (por exemplo, um promotor a montante, 5'-UTR e intron) séo des-
critos aqui. Métodos de cultura de tecidos e células de plantas que ex-
pressam um transgene usando o novo elemento regulador promotor
génico também sdo descritos aqui. Em uma modalidade, métodos,

conforme descrito aqui, incluem expressdo constitutiva do gene em
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folhas de plantas, raizes, caules e pélen. Métodos de purificacdo de
uma sequéncia de polinucleotideo que compreende o novo elemento
regulador promotor génico também sdo descritos aqui.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0011] A Figura 1 mostra um esquema de um novo promotor com-

preendendo o gene de Ubi-1 c.v. B73 de Zea mays. O promotor é
composto de um elemento a montante, uma 5-UTR ou uma sequéncia
lider e um intron. O elemento a montante esta localizado a 5 montante
do Sitio de Inicio de Transcricdo (Transcription Start Site - TSS), indi-
cado pela seta longa. O elemento a montante é compreendido de ele-
mentos reguladores, tal como uma caixa TATA, indicada pela seta cur-
ta, e um elemento de choque térmico, indicado pela estrela.

[0012] A Figura 2 mostra o mapa de plasmideo para vetor
pDAB105710 que compreende a sequéncia promotora amplificada por
PCR do gene Ubil de Z. luxurians v1.

[0013] A Figura 3 mostra a sequéncia de polinucleotideos de Ubi-1
de Z. mays c.v. B73 de controle (SEQ ID NO: 1) com a regiao promoto-
ra a montante sublinhada, a 5'-UTR/sequéncia lider sombreadas e a
regido intrdnica em letras mindsculas.

[0014] A Figura 4 mostra a sequéncia de polinucleotideo do pro-
motor de Ubi-1 Z. luxurians v1 (SEQ ID NO: 2) com a regidao promotora
a montante sublinhada, a 5-UTR/sequéncia lider sombreadas e a re-
gido intrénica em letras mindsculas.

[0015] A Figura 5 mostra o alinhamento da sequéncia de polinu-
cleotideo das regibes promotoras a montante de Z. luxurians v1 (SEQ
ID NO: 4) comparada com a sequéncia promotora a montante de Z.
Mays c.v B73 de controle (SEQ ID NO: 3).

[0016] A Figura 6 mostra o alinhamento de sequéncias de polinu-
cleotideo das regifes 5-UTR/lider de Z. luxurians v1 (SEQ ID NO: 6)

em comparacdo com a 5'-UTR/sequéncia lider de Z. mays c.v. B73 de
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controle (SEQ ID NO: 5).
[0017] A Figura 7 mostra o alinhamento da sequéncia de polinu-
cleotideo das regifes intrénicas de Z. luxurians v1 (SEQ ID NO: 8) em
comparacado com a sequéncia intrénica de Z. mays c.v. B73 de contro-
le (SEQ ID NO: 7).

[0018] A Figura 8 mostra um mapa de vetor do construto de ex-
pressdo binario, pDAB105748, compreendendo o vetor entrada de
controle, pDAB105742 (Z. mays c.v. B73), inserido no vetor de destino,
pDAB10197.

[0019] A Figura 9 mostra um mapa de vetor do construto de ex-
pressdo binario, pDAB105743, compreendendo o vetor de entrada,
pDAB105737 (Z. luxurians v1), inserido no vetor de destino,
pDAB10197.

[0020] A Figura 10 mostra a expressao do gene PhiYFP em caules
de plantas T, para construtos de expressao binarios pDAB105748 (Z.
mays c.v. B73) e pDAB105743 (Z. luxurians v1).

[0021] A Figura 11 mostra a expressao do gene PhiYFP em poélen
de plantas T, para construtos de expressao binarios pDAB105748 (Z.
mays c.v. B73), pDAB105743 (Z. luxurians v1) e um controle negativo.

[0022] A Figura 12 mostra um mapa de vetor do construto de ex-
pressdo binario, pDAB112853, compreendendo o0 gene reporter
PhiYFP e a 3-UTR de ZmPer5 comandada por um promotor ZmUbi-1
v2 e 0 gene de AAD-1 v3 e 3'-UTR de ZmLip vl comandada por Z. lu-
xurians v1.

DESCRICAO DETALHADA

Definicdes

[0023] Conforme usado aqui, os artigos, "um"”, "uma" e "o", "

a" in-
cluem as referéncias no plural, a menos que o contexto oriente clara-
mente e sem ambiguidade o contrario.

[0024] Conforme usado aqui, o termo "retrocruzamento” refere-se
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a um processo no qual um produtor cruza a descendéncia hibrida no-
vamente com um dos pais, por exemplo, um hibrido de primeira gera-
cado F1 com um dos genotipos parentais do hibrido F1.

[0025] Conforme usado aqui, o termo "intron" é definido como qual-
guer sequéncia de acido nucleico compreendida em um gene (ou se-
guéncia de nucleotideos de interesse expresso) que € transcrita, mas
n&o traduzida. Introns incluem a sequéncia de acido nucleico n&o tradu-
zida dentro de uma sequéncia de DNA expressa, bem como a sequén-
cia correspondente em moléculas de RNA transcritas das mesmas.
[0026] Um construto descrito aqui também pode conter sequéncias
gue aumentam a traducdo e/ou estabilidade do mRNA, tal como in-
trons. Um exemplo de tal intron é o primeiro intron do gene |l da vari-
ante de histona H3 de Arabidopsis thaliana ou qualquer outra sequén-
cia intrbnica comumente conhecida. Os introns podem ser usados em
combinagdo com uma sequéncia de promotor para aumentar a tradu-
cao e/ou estabilidade do mRNA.

[0027] Conforme usado aqui, os termos "regidao nao traduzida 5™
ou "5'-UTR" sdo definidos como o segmento nao traduzido na extremi-
dade 5' de pré-mRNA ou mRNA maduro. Por exemplo, sobre mRNA
maduro, uma 5'-UTR abriga, tipicamente, em sua extremidade 5', um
cap de 7-metilguanosina e estd envolvida em muitos processos, tais
como splicing, poliadenilagao, exportacdo de mRNA para o citoplasma,
identificacdo da extremidade 5' do mRNA pela maquinaria de traducéo
e protecdo dos mRNAs contra degradacao.

[0028] Conforme usado aqui, o termo "regido nao traduzida 3™ ou
"3'-UTR" é definido como o segmento nao traduzido em um término 3'
do pré-mRNA ou mRNA maduro. Por exemplo, sobre 0o mRNA maduro,
esta regido abriga a cauda poli(A) e é conhecida por ter varios papéis
na estabilidade do mRNA, inicio de traducao e exportacdo de mRNA.

[0029] Conforme usado aqui, o termo "sinal de poliadenilacéo" de-
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signa uma sequéncia de acido nucleico presente em transcritos de
MRNA que permite que os transcritos, quando na presenca de uma
poli(A) polimerase, sejam poliadenilados no sitio de poliadenilagéo, por
exemplo, localizado 10 a 30 bases a jusante do sinal de poli(A). Muitos
sinais de poliadenilacdo sao conhecidos na técnica e séo Uteis para a
presente invengcdo. Uma sequéncia exemplificativa inclui AAUAAA e
variantes da mesma, conforme descrito em J. Loke et al, (2005) Plant
Physiology 138 (3); 1457-1468.

[0030] Conforme usado aqui, o termo "isolado" refere-se a um
componente bioldgico (incluindo um acido nucleico ou proteina) que foi
separado de outros componentes bioldgicos na célula do organismo
na qual o componente ocorre naturalmente (isto €, DNA ex-
tracromossémico e outros cromossOmicos).

[0031] Conforme usado aqui, o termo "purificado”, em referéncia
as moléculas de acido nucleico, ndo requer uma pureza absoluta (tal
como um preparado homogéneo). Em vez disso, "purificado” represen-
ta uma indicacdo de que a sequéncia € relativamente mais pura do
gue em seu ambiente celular nativo. Por exemplo, o nivel "purificado"
de acidos nucleicos deve ser pelo menos 2-5 vezes maior em termos
de niveis de concentracdo ou expressao génica quando comparado
com o nivel natural.

[0032] As moléculas de DNA reivindicadas podem ser obtidas dire-
tamente a partir de DNA total ou de RNA total. Além disso, clones de
cDNA n&o ocorrem naturalmente mas, antes, sdo obtidos, de prefe-
réncia, através de manipulacdo de uma substancia de ocorréncia natu-
ral parcialmente purificada (RNA mensageiro). A construcdo de uma
biblioteca de cDNA a partir de mRNA envolve a criacdo de uma subs-
tancia sintética (cDNA). Clones de cDNA individuais podem ser purifi-
cados a partir da biblioteca sintética por meio de selecdo clonal das

células que trazem a biblioteca de cDNA. Assim, 0 processo o qual
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inclui a construcdo de uma biblioteca de cDNA a partir de mRNA e pu-
rificacdo de clones de cDNA distintos proporciona uma purificacao de
aproximadamente 10° vezes da mensagem nativa. Da mesma forma,
uma sequéncia de DNA do promotor pode ser clonada em um plasmi-
deo. Tal clone ndo é de ocorréncia natural, mas, antes, € obtido, de
preferéncia, através de manipulacdo de uma substancia que ocorre
naturalmente purificada parcialmente, tal como uma biblioteca de DNA
gendmico. Assim, purificacdo de pelo menos uma ordem de magnitu-
de, de preferéncia duas ou trés ordens e, mais preferivelmente, quatro
ou cinco ordens de magnitude, é favorecida nestas técnicas.

[0033] Similarmente, purificacdo representa uma indicagao de que
uma alteracdo quimica ou funcional na sequéncia de DNA componente
ocorreu. Moléculas de &cidos nucleicos e proteinas que tenham sido
"purificados” incluem moléculas de acidos nucleicos e proteinas purifi-
cadas por meio de métodos de purificacdo convencionais. O termo
"purificado” também abrange acidos nucleicos e proteinas preparados
por meio de métodos de DNA recombinante em uma célula hospedeira
(por exemplo, células de planta), bem como moléculas de acidos nu-
cleicos, proteinas e peptideos quimicamente sintetizados.

[0034] O termo "recombinante” significa uma célula ou organismo
no qual recombinacdo genética tenha ocorrido. Ele também inclui uma
molécula (por exemplo, um vetor, plasmideo, acido nucleico, polipepti-
deo ou um pequeno RNA) gue tenha sido artificial ou sinteticamente
(isto é, ndo naturalmente) alterada por intervencdo humana. A altera-
cado pode ser realizada na molécula dentro de, ou removida de, seu
ambiente ou estado natural.

[0035] Conforme usado aqui, 0 termo "expressao" refere-se ao
processo pelo qual um polinucleotideo é transcrito em mRNA (incluin-
do pequenas moléculas de RNA) e/ou o processo pelo qual o mRNA

transcrito (também dito como "transcricdo") é subsequentemente tra-
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duzido em peptideos, polipeptideos ou proteinas. A expressao génica
pode ser influenciada por sinais externos, por exemplo, exposicao de
uma célula, tecido ou organismo a um agente que aumenta ou diminui
a expressdo génica. A expressao de um gene pode também ser regu-
lada em qualquer parte da via de DNA para RNA para proteina. Regu-
lacdo de expressao génica ocorre, por exemplo, através do controle de
atuacao sobre a transcricao, traducao, transporte e processamento de
RNA, degradacdo de moléculas intermediéarias, tal como mRNA, ou
através de ativacdo ou inativacdo, compartimentalizacdo ou degrada-
cdo de moléculas de proteina especificas apos elas terem sido feitas
ou por combinacdes dos mesmos. A expressao génica pode ser medi-
da ao nivel do RNA ou ao nivel de proteina por meio de qualquer mé-
todo conhecido na técnica incluindo, sem limitacdo, Northern blot, RT-
PCR, Western blot ou ensaio(s) de atividade de proteina in vitro, in situ
ou in vivo.

[0036] Conforme usado aqui, os termos "silenciamento de genes
com base em homologia" ou "HBGS" séo termos genéricos que inclu-
em tanto silenciamento génico transcricional quanto silenciamento gé-
nico pés-transcricional. O silenciamento de um locus alvo por um lo-
cus de silenciamento ndo relacionado pode resultar de inibicdo de
transcricao (silenciamento génico transcricional; TGS) ou degradacéo
de mRNA (silenciamento génico pos-transcricional; PTGS) em virtude
da producdo de RNA fita dupla (dsRNA) que corresponde ao promotor
Oou sequéncias transcritas, respectivamente. Envolvimento de compo-
nentes celulares distintos em cada processo sugere que TGS e PTGS
induzidos por dsRNA provavelmente resultam da diversificacdo de um
mecanismo ancestral em comum. No entanto, uma comparacao rigo-
rosa de TGS e PTGS tem sido dificil de alcangar porque geralmente
ela conta com a andlise de loci de silenciamento distintos. Um anico

locus transgénico pode ser descrito como desencadeando tanto TGS
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gquanto PTGS em virtude da producdo de dsRNA correspondendo ao
promotor e sequéncias transcritas de diferentes genes-alvo.
[0037] Conforme usado aqui, os termos "molécula de acido nuclei-

co", "acido nucleico" ou "polinucleotideo” (todos os trés termos sao si-
nénimos entre si) referem-se a uma forma polimérica de nucleotideos,
a qual pode incluir fitas senso e antissenso de RNA, cDNA, DNA geno-
mico e formas sintéticas e polimeros mistos dos mesmos. "Um nucleoti-
deo" pode referir-se a um ribonucleotideo, desoxirribonucleotideo ou
uma forma modificada de qualquer tipo de nucleotideo. Uma molécula
de &cido nucleico tem geralmente pelo menos 10 bases de comprimen-
to, a menos que especificado de outra forma. Os termos podem referir-
se a uma molécula de RNA ou DNA de comprimento indeterminado. Os
termos incluem formas de fita simples e dupla de DNA. Uma molécula
de acido nucleico pode incluir tanto nucleotideos que ocorrem natural-
mente quanto modificados, ligados entre si por ligacdes nucleotidicas
gue ocorrem naturalmente e/ou que nao ocorrem naturalmente.

[0038] As moléculas de acido nucleico podem ser modificadas qui-
mica ou bioquimicamente ou podem conter bases de nucleotideo néo
naturais ou derivatizadas, conforme serd prontamente apreciado por
aqueles versados na técnica. Tais modificagdes incluem, por exemplo,
marcadores, metilagdo, substituicio de um ou mais dos nucleotideos
gue ocorrem naturalmente por um analogo, modifica¢des internucleoti-
deos (por exemplo, ligagbes nao carregadas: por exemplo, metil fosfo-
natos, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.; ligacdes carre-
gadas: por exemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.; grupos pen-
dentes: por exemplo, peptideos; intercaladores: por exemplo, acridina,
psoraleno, etc.; queladores; alquiladores e ligacdes modificadas: por
exemplo, &cidos nucleicos alfa anoméricos, etc.). O termo "molécula de
acido nucleico" também inclui qualquer conformacao topoldgica, incluin-

do conformacdes fita simples, fita dupla, parcialmente
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[0039] A transcricdo procede de uma maneira 5' para 3' ao longo
de uma fita de DNA. Isto significa que o RNA é feito através da adicéo
sequencial de ribonucleotideo-5'-trifosfatos ao término 3' da cadeia em
crescimento (com uma eliminacédo requerida do pirofosfato). Em uma
molécula de acido nucleico circular ou linear, elementos distintos (por
exemplo, sequéncias nucleotidicas especificas) podem ser ditos como
estando "a jusante" em relacdo a outro elemento se eles estao ligados
ou poderiam ser ligados ao mesmo acido nucleico na direcdo 5' daque-
le elemento. Similarmente, elementos distintos podem estar "a jusante”
em relacédo a outro elemento se eles estdo ou poderiam ser ligados ao
mesmo &cido nucleico na dire¢éo 3' a partir desse elemento.

[0040] Conforme usado aqui, o termo "posicao de base" refere-se
a localizacdo de uma determinada base ou residuo de nucleotideo den-
tro de um acido nucleico designado. Um acido nucleico designado pode
ser definido por alinhamento com um acido nucleico de referéncia.
[0041] Conforme usado aqui, o termo "hibridizac&o" refere-se a um
processo onde oligonucleotideos e seus analogos hibridizam através
de ligacdo de hidrogénio, a qual inclui ligacdo de hidrogénio de Wat-
son-Crick, Hoogsteen ou Hoogsteen invertida entre bases complemen-
tares. Em geral, moléculas de &cidos nucleicos consistem em bases
nitrogenadas que séo pirimidinas (citosina (C), uracila (U) e timina (T))
ou purinas (adenina (A) e guanina (G)). Estas bases nitrogenadas for-
mam ligacdes de hidrogénio entre uma pirimidina e uma purina e a li-
gacao de uma pirimidina a uma purina é dita como "emparelhamento
de base". Mais especificamente, A se ligara, através de hidrogénio,a T
ou U e L se ligarad a C. "Complementar" refere-se ao emparelhamento
de bases gque ocorre entre duas sequéncias de acidos nucleicos distin-
tas ou duas regides distintas da mesma sequéncia de acido nucleico.
[0042] Conforme usado aqui, os termos "especificamente hibridi-

zaveis" e "especificamente complementares" referem-se a um grau
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suficiente de complementaridade, de modo que ligacdo estavel e es-
pecifica ocorra entre um oligonucleotideo e o DNA ou RNA alvo. Os
oligonucleotideos ndo precisam ser 100% complementares a sua se-
guéncia alvo para hibridizar especificamente. Um oligonucleotideo é
especificamente hibridizavel quando ligacdo do oligonucleotideo a mo-
lécula de DNA ou RNA alvo interfere com a fungdo normal do DNA ou
RNA alvo e ndo ha grau suficiente de complementaridade para evitar
ligacdo inespecifica de um oligonucleotideo as sequéncias ndo alvo
sob condi¢cdes onde ligacdo especifica é desejada, por exemplo, sob
condicdes fisioldgicas, no caso de ensaios ou sistemas in vivo. Tal li-
gacao é dita como hibridizacdo especifica. CondicGes de hibridizacéo
resultam, em particular, dos graus de rigor, variando em funcao da na-
tureza do método de hibridizacdo escolhido e da composicdo e com-
primento das sequéncias de acidos nucleicos que hibridizam. Geral-
mente, a temperatura de hibridizacdo e intensidade ibnica (especial-
mente concentracédo de Na* e/ou Mg®*) de um tamp&o de hibridizac&o
contribuirdo para o rigor da hibridizacdo, embora os tempos de lava-
gem também influenciem o rigor. Os célculos relativos as condi¢des de
hibridizacdo necesséarias para atingir graus de rigor particulares séo
discutidos em Sambrook et al. (ed.), Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 22 ed, vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold S-
pring Harbor, New York, 1989.

[0043] Conforme usado aqui, o termo "condi¢cdes rigorosas" a-
brange condi¢cdes sob as quais hibridizacdo ocorrera apenas se hou-
ver menos de 50% de incompatibilidade entre a molécula de hibridiza-
cdo e o DNA alvo. "Condices rigorosas" incluem ainda niveis de rigor
particulares. Assim, conforme usado aqui, condicdes de "rigor mode-
rado" sdo aguelas sob as quais moléculas com mais de 50% de in-
compatibilidade de sequéncia nédo hibridizardo; condi¢cdes de "rigor e-

levado" sédo aquelas sob as quais sequéncias com mais de 20% de
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incompatibilidade nao hibridizardao; e condi¢cdes de "rigor muito alto"
sao aquelas sob as quais sequéncias com mais de 10% de incompati-
bilidade nao hibridizardo. Em modalidades particulares, condicdes ri-
gorosas podem incluir hibridizacdo a 65 T, seguido por lavagens a 65
€ com 0,1 x SSC/SDS a 0,1% durante 40 minutos. O s eguinte sao
condi¢cOes de hibridizag&o representativas ndo limitativas:

[0044] * Rigor muito alto: hibridizacdo em 5x tampao de SSC a 65
€ durante 16 horas; lavagem 2x em tampao de SSC em temperatura
ambiente durante 15 minutos cada; e lavagem duas vezes em 0,5x
tampao de SSC a 65 T durante 20 minutos cada.

[0045] * Rigor elevado: hibridizacdo em 5-6x tampé&o de SSC a 65-
70 T durante 16-20 horas; lavagem duas vezes em 2x tampao de
SSC em temperatura ambiente durante 5-20 minutos cada; e lavagem
duas vezes em 1x tampé&o de SSC a 55-70 € durante 3 0 minutos ca-
da.

[0046] * Rigor moderado: hibridizagdo em 6x tampao de SSC em
temperatura ambiente a 55 T durante 16-20 horas; | avagem pelo me-
nos duas vezes em 2x-3x tampao de SSC em temperatura ambiente a
55 T durante 20-30 minutos cada.

[0047] Em uma modalidade, moléculas de &cido nucleico especifi-
camente hibridizaveis podem permanecer ligadas sob condi¢cdes de
hibridizacdo de rigor muito elevado. Em uma modalidade, moléculas
de acido nucleico especificamente hibridizaveis podem permanecer
associadas sob condi¢cOes de hibridizagao de rigor elevado. Em uma
modalidade, moléculas de acido nucleico especificamente hibridizaveis
podem permanecer associadas sob condi¢cbes de hibridizac&o de rigor
moderado.

[0048] Conforme usado aqui, o termo "oligonucleotideo" refere-se
a um polimero de acido nucleico curto. Os oligonucleotideos podem

ser formados por clivagem de segmentos de &cido nucleico mais lon-



14/80

gos ou por polimerizacdo de precursores de nucleotideos individuais.
Sintetizadores automaticos permitem a sintese de oligonucleotideos
de até vérias centenas de pares de bases de comprimento. Uma vez
gue os oligonucleotideos podem se ligar a uma sequéncia de nucleoti-
deos complementar, eles podem ser usados como sondas para detec-
cdo de DNA ou RNA. Oligonucleotideos compostos por DNA (oligode-
soxirribonucleotideos) podem ser usados em PCR, uma técnica para
amplificacado de sequéncias de DNA pequenos. Em PCR, um oligonu-
cleotideo é, tipicamente, dito como um "iniciador”, o qual permite que
uma DNA polimerase estenda o oligonucleotideo e reproduza a fita
complementar.

[0049] Conforme usado aqui, os termos "reacdo em cadeia de po-
limerase" ou "PCR" definem um procedimento ou técnica em que
quantidades diminutas de &cido nucleico, RNA e/ou DNA sdo amplifi-
cadas, conforme descrito na Patente dos Estados Unidos N°
4.683.195, depositada em 28 de Julho de 1987. Em geral, informacéo
de sequéncia a partir das extremidades da regido de interesse ou além
precisa estar disponivel para que iniciadores de oligonucleotideos
possam ser concebidos; estes iniciadores seréo idénticos ou similares,
guanto a sequéncia, as fitas opostas do modelo a ser amplificado. Os
nucleotideos 5'terminais dos dois iniciadores podem coincidir com as
extremidades do material amplificado. PCR pode ser usada para am-
plificar sequéncias de RNA especificas, sequéncias de DNA especifi-
cas a partir de DNA genOmico total e cDNA transcrito a partir de se-
guéncias de RNA celular total, sequéncias de bacteriéfagos ou plas-
mideos, etc. Vide, em geral, Mullis et al., Cold Spring Harbor Symp.
Quant. Biol., 51: 263 (1987); Erlich, ed., PCR Technology, (Stockton
Press, NY, 1989).

[0050] Conforme usado aqui, o termo "iniciador" refere-se a um

oligonucleotideo capaz de atuar como um ponto inicial para sintese ao
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longo de uma fita complementar quando as condi¢cdes sdo adequadas
para sintese de um produto de extensdo do iniciador. As condi¢des de
sintese incluem a presenca de quatro trifosfatos de desoxirribonucleo-
tideo diferentes e pelo menos um agente indutor de polimerizacéao, tal
como transcriptase inversa ou DNA polimerase. Estes estdo presentes
em um tampao adequado, o qual pode incluir componentes os quais
sao cofatores ou os quais afetam condicdes, tal como o pH e similares,
em varias temperaturas adequadas. Um iniciador €, de preferéncia,
uma sequéncia fita simples, de modo que a eficiéncia de amplificacao
seja otimizada, mas sequéncias de fita dupla podem ser usadas.

[0051] Conforme usado aqui, o termo "sonda" refere-se a um oli-
gonucleotideo que hibridiza a uma sequéncia alvo. No procedimento
de ensaio TagMan® ou TagMan®-style, a sonda hibridiza a uma por-
cao do alvo situada entre o sitio de hibridacdo dos dois iniciadores. A
sonda inclui cerca de oito nucleotideos, cerca de dez nucleotideos,
cerca de quinze nucleotideos, cerca de vinte nucleotideos, cerca de
trinta nucleotideos, cerca de quarenta nucleotideos ou cerca de cin-
guenta nucleotideos. Em algumas modalidades, uma sonda inclui de
cerca de oito nucleotideos a cerca de quinze nucleotideos.

[0052] No procedimento de ensaio Southern blot, a sonda hibridiza
com um fragmento de DNA que esta ligado a uma membrana. A sonda
inclui cerca de dez nucleotideos, cerca de 100 nucleotideos, cerca de
250 nucleotideos, cerca de 500 nucleotideos, cerca de 1000 nucleoti-
deos, cerca de 2500 nucleotideos, ou cerca de 5000 nucleotideos. Em
algumas modalidades, uma sonda inclui de cerca de 500 nucleotideos
a cerca de 2.500 nucleotideos.

[0053] Uma sonda pode ainda incluir um marcador detectavel, tal
como, um marcador radioativo, um marcador biotinilado, um fluoroforo
(Texas-RED®, isotiocianato de fluoresceina, etc.). O marcador detec-

tavel pode ser covalentemente ligado diretamente ao oligonucleotideo
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da sonda, por exemplo, de modo tal que o marcador esteja localizado
na extremidade 5' ou na extremidade 3' da sonda. Uma sonda com-
preendendo um fluoroforo pode também incluir adicionalmente um dis-
sipador (por exemplo, Black Hole Quencher™, lowa Black™, etc.).
[0054] Conforme usado aqui, os termos "identidade de sequéncia”
ou "identidade" podem ser usados alternadamente e referem-se aos
residuos de acido nucleico em duas sequéncias que S40 0S mesmos
guando alinhadas para correspondéncia maxima sobre uma janela de
comparacao especificada.

[0055] Conforme usado aqui, o termo "percentagem de identidade
de sequéncia" refere-se a um valor determinado por comparacédo de
duas sequéncias otimamente alinhadas (por exemplo, sequéncias de
acidos nucleicos ou sequéncias de aminoacidos) sobre uma janela de
comparacao, em gue a porcao de uma sequéncia na janela de compa-
racado pode compreender adicdes ou exclusdes (isto €, lacunas) quan-
do comparado com uma sequéncia de referéncia (que ndo compreen-
de adicbes ou exclusdes) para alinhamento 6timo das duas sequén-
cias. A percentagem € calculada determinando-se o numero de posi-
¢bes nas quais um residuo de acido nucleico ou aminoacido idéntico
ocorre em ambas as sequéncias para obter o numero de posi¢cées co-
incidentes, dividindo-se o nimero de posicées coincidentes pelo nu-
mero total de posicOes na janela de comparagao e multiplicando-se o
resultado por 100 para dar a percentagem de identidade de sequéncia.
Métodos para alinhamento de sequéncias para comparag¢ao sao bem
conhecidos. Varios programas e algoritmos de alinhamento séo descri-
tos, por exemplo, em: Smith e Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:
482; Needleman e Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443; Pearson e
Lipman (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85: 2444; Higgins e Sharp
(1988) Gene 73: 237-44; Higgins e Sharp (1989) CABIOS 5: 151-3;
Corpet et al. (1988) Nucleic Acids Res. 16: 10881-90; Huang et al.
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(1992) Comp. Appl. Biosci. 8: 155-65; Pearson et al. (1994) Methods
Mol. Biol. 24: 307-31; Tatiana et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett. 174:
247-50.

[0056] O National Center for Biotechnology Information (NCBI)
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST™; Altschul et al. (1990) J.
Mol. Biol. 215: 403-10) esté disponivel a partir de varias fontes, inclu-
indo o National Center for Biotechnology Information (Bethesda, MD) e
na internet para uso juntamente com diversos programas de anélise de
sequéncia. Uma descricdo de como determinar a identidade de se-
guéncia usando este programa esta disponivel na internet na secao
"ajuda" para o BLAST™. Para comparacdes de sequéncias de acidos
nucleicos, a funcdo de "Blast 2 sequences" do programa BLAST™
(Blastn) pode ser empregada usando 0s parametros convencionais.
Sequéncias de acidos nucleicos com similaridade ainda maior com se-
guéncias de referéncia mostrardo identidade percentual de sequéncia
maior quando avaliadas por este método.

[0057] Conforme usado aqui, o termo "operativamente ligado" refe-
re-se a um acido nucleico colocado em uma relacao funcional com ou-
tro acido nucleico. Geralmente, "operativamente ligado" pode significar
gue os acidos nucleicos ligados sdo contiguos. Ligacdo pode ser con-
seguida por ligacdo em sitios de restricdo convenientes. Se tais sitios
nao existem, adaptadores ou ligantes oligonucleotidicos sintéticos séo
usados de acordo com a pratica convencional. No entanto, os elemen-
tos ndo precisam ser contiguos para estarem operativamente ligados.
[0058] Conforme usado aqui, o termo "promotor"” refere-se a uma
regido de DNA que esté geralmente localizada a montante de um gene
(isto é, em direcdo a extremidade 5' de um gene) e € necessaria para
iniciar e dirigir a transcricdo do gene. Um promotor pode permitir a ati-
vacao ou repressao apropriada de um gene que ele controla. Um pro-

motor pode conter sequéncias especificas que sdo reconhecidas por
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fatores de transcricdo. Estes fatores podem se ligar a uma sequéncia
de DNA do promotor, resultando em recrutamento de RNA polimerase,
uma enzima que sintetiza RNA a partir da regido de codificacéo do ge-
ne. O promotor refere-se, em geral, a todos 0s elementos reguladores
do gene localizados a montante do gene, incluindo 5-UTRs, introns, e
sequéncias lideres.

[0059] Conforme usado aqui, o termo "promotor a montante" refe-
re-se a uma sequéncia de polinucleotideo contigua que € suficiente
para inicio direto de transcricdo. Conforme usado aqui, um promotor a
montante abrange o sitio de iniciacdo de transcricdo com varios moti-
vos de sequéncias, os quais incluem uma caixa TATA, sequéncia ini-
ciadora (Intr), elementos de reconhecimento TFIIB (BRE) e outros mo-
tivos de promotor (Jennifer, E.F. et al, (2002) Genes & Dev., 16: 2583-
2592). O promotor a montante fornece o sitio de acdo para RNA poli-
merase |l, uma enzima de multiplas subunidades com os fatores de
transcricao de base ou gerais, tais como TFIIA, B, D, E, F e H. Estes
fatores se estruturam em um complexo de pré-inicio de (Pre-Initiation
Complex - PIC) que catalisa a sintese de RNA a partir de um modelo
de DNA.

[0060] A ativacdo do promotor a montante é realizada por meio da
adicdo de elementos de sequéncia de DNA reguladores aos quais va-
rias proteinas se ligam e, subsequentemente, interagem com o com-
plexo de inicio de transcricdo para ativar a expressdo do gene. Estas
sequéncias de elemento regulador génico interagem com fatores de
ligacdo a DNA especificos. Estes motivos de sequéncia podem, algu-
mas vezes, ser ditos como cis elementos. Tais cis-elementos, aos
quais fatores de transcricdo desenvolvimento especificos ou tecidos
especificos se ligam, individualmente ou em combinagcdo, podem de-
terminar o padrédo de expressao espaco-temporal de um promotor ao

nivel de transcricdo. Estes cis elementos variam muito quanto ao tipo
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de controle que eles exercem sobre genes operativamente ligados.
Alguns elementos atuam para aumentar a transcricdo de genes opera-
tivamente ligados em resposta as condicfes ambientais (por exemplo,
temperatura, umidade e ferimento). Outros cis-elementos podem res-
ponder a estimulos de desenvolvimento (por exemplo, germinacéo,
maturacdo de sementes e floracdo) ou a informacéo espacial (por e-
xemplo, especificidade tecidual). Vide, por exemplo, Langridge et al.
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 3219-23. Estes cis elementos
estdo localizados em uma distancia que varia a partir do ponto de ini-
cio de transcricdo. Alguns cis elementos (denominados elementos pro-
ximais) estdo adjacentes a uma regido promotora central minima, en-
guanto outros elementos podem estar posicionados varias quilobases
5'a montante ou 3' a jusante do promotor (intensificadores).

[0061] Conforme usado aqui, o termo "transformacao" abrange
todas as técnicas pelas quais uma molécula de &cido nucleico pode
ser introduzida em tal célula. Exemplos incluem, porém sem limita-
¢Oes: transfeccdo com vetores virais; transformagao com vetores de
plasmideos; eletroporacao; lipofeccdo; microinjecdo (Mueller et al
(1978) Cell 15: 579-85); transferéncia mediada por Agrobacterium; ab-
sorcdo direta de DNA,; transformacdo mediada por WHISKERS™; e
bombardeamento de microprojéteis. Estas técnicas podem ser usadas
tanto para transformacéo estavel quanto expressao transitoria de uma
célula de planta. "Transformacao estavel" refere-se a introducdo de um
fragmento de acido nucleico em um genoma de um organismo hospe-
deiro, resultando em heranca geneticamente estavel. Uma vez esta-
velmente transformados, o fragmento de &cido nucleico é estavelmen-
te integrado no genoma do organismo hospedeiro e qualquer geragcao
subsequente. Organismos hospedeiros contendo os fragmentos de
acido nucleico transformados séo ditos como organismos "transgéni-

cos". "Transformacao transitéria" refere-se a introducdo de um frag-
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mento de acido nucleico no nucleo ou organela que contém DNA de
um organismo hospedeiro, resultando em expressdo génica sem he-
ranca geneticamente estavel.

[0062] Conforme usado aqui, o termo "transducao” refere-se a um
processo onde um virus transfere acido nucleico para uma célula.
[0063] Conforme usado aqui, o termo "transgene" refere-se a uma
sequéncia de &cido nucleico exdgena. Em um exemplo, um transgene
€ uma sequéncia génica (por exemplo, um gene de resisténcia ao her-
bicida), um gene que codifica um composto industrial ou farmaceuti-
camente Gtil ou um gene que codifica um traco agricola desejavel. Em
ainda outro exemplo, um transgene € uma sequéncia de &cido nuclei-
co antissenso, em que expressao da sequéncia de acido nucleico an-
tissenso inibe a expressdo de uma sequéncia de acido nucleico alvo.
Um transgene pode conter sequéncias reguladoras operativamente
ligadas ao transgene (por exemplo, um promotor, intron, 5-UTR ou 3'-
UTR). Em algumas modalidades, um acido nucleico de interesse é um
transgene. No entanto, em outras modalidades, um &cido nucleico de
interesse € um acido nucleico endégeno, em que coépias gendmicas
adicionais de &cido nucleico enddégeno sdo desejadas ou um acido nu-
cleico que esta na orientacdo antissenso em relacdo a sequéncia de
um &cido nucleico alvo em um organismo hospedeiro.

[0064] Conforme usado aqui, o termo "vetor" refere-se a uma mo-
|écula de &cido nucleico quando introduzida em uma célula, deste mo-
do, produzindo uma célula transformada. Um vetor pode incluir se-
guéncias de &cido nucleico que permitem sua replicacdo na célula
hospedeira, tal como uma origem de replicagcdo. Exemplos incluem,
porém sem limitacdes, um plasmideo, cosmideo, bacteriéfago, cro-
mossoma artificial bacteriano (BAC) ou virus que transporta o DNA
exdgeno para uma célula. Um vetor pode também incluir um ou mais

genes, moléculas antissenso e/ou genes marcadores selecionaveis e
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outros elementos genéticos conhecidos na técnica. Um vetor pode
transduzir, transformar ou infectar uma célula, assim, fazendo com que
a célula expresse as moléculas de acido nucleico e/ou proteinas codi-
ficadas pelo vetor. Um vetor pode incluir opcionalmente materiais para
auxiliar na obtencao de entrada da molécula de acido nucleico na célu-
la (por exemplo, um lipossoma).

[0065] Conforme usado aqui, 0s termos "cassete"”, "cassete de ex-
pressao” e "cassete de expressao génica" referem-se a um segmento
de DNA que pode ser inserido dentro de um acido nucleico ou polinu-
cleotideo em sitios de restricdo especificos ou por recombinagédo ho-
méloga. Um segmento de DNA compreende um polinucleotideo con-
tendo um gene de interesse que codifica um pequeno RNA ou um po-
lipeptideo de interesse e o0 cassete e sitios de restricdo sdo concebi-
dos para assegurar insercao do cassete no quadro de leitura apropria-
do para transcricéo e traducdo. Em uma modalidade, um cassete de
expressdo pode incluir um polinucleotideo que codifica um polipepti-
deo de interesse e gque tem elementos, além do polinucleotideo, que
facilitam a transformacao de uma célula hospedeira particular. Em uma
modalidade, um cassete de expressao génica pode também incluir e-
lementos que permitem expressao aprimorada de um pequeno RNA
ou um polinucleotideo que codifica um polipeptideo de interesse em
uma célula hospedeira. Estes elementos podem incluir, porém sem
limitacBes: um promotor, um promotor minimo, um intensificador, um
elemento de resposta, um intron, um 5-UTR, UM 3-UTR, uma se-
guéncia terminadora, uma sequéncia de poliadenilacdo e similares.
[0066] Conforme usado aqui, 0 termo "sequéncia de codificacdo
heteréloga" € usado para indicar qualquer polinucleotideo que codifica
ou, finalmente codifica, um peptideo ou uma proteina ou sua sequén-
cia de aminoacidos equivalente, por exemplo, uma enzima, que nao

estd normalmente presente no organismo hospedeiro e pode ser ex-
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presso na célula hospedeira sob condi¢c6es adequadas. Como tal, "se-
guéncias de codificacdo heterdlogas" podem incluir uma ou copias a-
dicionais de sequéncias de codificacdo que n&do estdo normalmente
presentes na célula hospedeira, de modo que a célula expressa cépias
adicionais de uma sequéncia de codificacdo que ndo estd normalmen-
te presente nas células. As sequéncias de codificacao heterélogas po-
dem ser RNA ou qualquer tipo do mesmo (por exemplo, mRNA), DNA
ou qualquer tipo do mesmo (por exemplo, cDNA) ou um hibrido de
RNA/DNA. Exemplos de sequéncias de codificacdo incluem, porém
sem limitacGes, unidades de transcricdo de comprimento total que
compreendem caracteristicas tais como a sequéncia de codificacéo,
introns, regides promotoras, 5-UTR, 3'-UTR e regides intensificadoras.
[0067] "Sequéncias de codificacdo heterdlogas" também incluem a
porcdo codificadora do peptideo ou enzima (isto €, a sequéncia de
cDNA ou mRNA), a porcao de codificagcdo da unidade de transcricao
de comprimento total (isto é, o gene que compreende introns e éxons),
sequéncias "cédons otimizadas", sequéncias truncadas ou outras for-
mas de sequéncias alteradas que codificam a enzima ou codificam sua
sequéncia de aminoacidos equivalente, contanto que a sequéncia de
aminoacidos produza uma proteina funcional. Tais sequéncias de ami-
noacidos equivalentes podem ter uma exclusdo de um ou mais amino-
acidos, com a exclusao sendo N-terminal, C-terminal ou interna. For-
mas truncadas séo previstas, contanto que elas tenham a capacidade
catalitica indicada aqui.

[0068] Conforme usado aqui, o termo "controle" refere-se a uma
amostra usada em um procedimento analito para fins de comparagao.
Um controle pode ser "positivo" ou "negativo”. Por exemplo, onde a
finalidade é um procedimento analitico para detectar um transcrito ou
polipeptideo diferencialmente expresso em células ou tecidos, geral-

mente é preferivel incluir um controle positivo, tal como uma amostra
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de uma planta conhecida por exibir a expressédo desejada, e um con-
trole negativo, tal como uma amostra de uma planta conhecida por ca-
recer da expressao desejada.

[0069] Conforme usado aqui, o termo "planta” inclui plantas e par-
tes de uma planta incluindo, porém sem limitagdes, células de plantas
e tecidos de plantas, tais como folhas, calos, caules, raizes, flores, po-
len e sementes. A classe de plantas que pode ser usada na presente
invencdo é geralmente tdo ampla quanto a classe de plantas superio-
res e inferiores passiveis de mutagénese, incluindo angiospérmicas,
gimnospérmicas, samambaias e algas multicelulares. Assim, "planta”
inclui plantas dicotiledoneas e monocotiledoneas. Exemplos de plantas
dicotiledbneas incluem tabaco, Arabidopsis, soja, tomate, papaia, ca-
nola, girassol, algodao, alfafa, batata, videira, ervilha de Angola, ervi-
Ilha, Brassica, gréo de bico, beterraba sacarinica, colza, melancia, me-
&0, pimenta, amendoim, abobora, rabanete, espinafre, abdébora, bro-
colis, repolho, cenoura, couve-flor, aipo, couve Chinesa, pepino, berin-
jela e alface. Exemplos de plantas monocotiledéneas incluem milho,
arroz, trigo, cana de acucar, cevada, centeio, sorgo, orquideas, bam-
bu, banana, taboa, lirios, aveia, cebola, milho, trigo e triticale.

[0070] Conforme usado aqui, o termo "material de planta" refere-
se a folhas, calos, caules, raizes, flores ou partes de flores, frutos, pé-
len, células ovo, zigotos, sementes, estacas, culturas de células ou
tecidos ou qualquer outra parte ou produtos de uma planta. Em uma
modalidade, o material da planta inclui cotilédone e folha. Em uma
modalidade, o material de planta inclui tecidos da raiz ou outros teci-
dos vegetais localizados no subsolo.

[0071] Conforme usado aqui, o termo "gene marcador seleciona-
vel" refere-se a um gene que € opcionalmente usado na transformacéo
de plantas, por exemplo, para proteger as células de plantas contra um

agente seletivo ou conferir resisténcia/tolerancia a um agente seletivo.
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Além disso, um "gene marcador selecionavel" abrange genes reporter.
Apenas células ou plantas que recebem um marcador selecionavel
funcional sao capazes de divisdo ou cultura sob condi¢des que tém um
agente seletivo. Exemplos de agentes seletivos podem incluir, por e-
xemplo, antibidticos, incluindo espectinomicina, neomicina, canamici-
na, paramomicina, gentamicina e higromicina. Estes marcadores sele-
cionaveis incluem fosfotransferase de neomicina (npt Il), que expressa
uma enzima que confere resisténcia ao antibiético canamicina, e os
genes para 0s antibioticos relacionados neomicina, paromomicina,
gentamicina e G418 ou o gene de fosfotransferase de higromicina
(HPT), que expressa uma enzima que confere resisténcia a higromici-
na. Outros genes marcadores selecionaveis podem incluir genes que
codificam resisténcia a herbicidas, incluindo bar ou pat (resisténcia
contra glufosinato de amonio ou fosfinotricina), sintase de acetolactato
(ALS, resisténcia contra inibidores, tais como sulfoniluréias (SUs), imi-
dazolinonas (IMIs), triazolopirimidinas (TPs), oxibenzoatos de pirimidi-
nila (POBs) e sulfonilamino carbonil triazolinonas, que impedem a pri-
meira etapa na sintese de aminoacidos de cadeia ramificada), glifosa-
to, 2,4-D e resisténcia ou sensibilidade a metal. Exemplos de genes
"reporter" que podem ser usados como um gene marcador seleciona-
vel incluem a observacéo visual de proteinas de gene repérter expres-
sas como proteinas que codificam B-glucuronidase (GUS), luciferase,
proteina fluorescente verde (Green Fluorescent Protein - GFP), protei-
na fluorescente amarela (Yellow Fluorescent Protein - YFP), DsRed, B-
galactosidase, acetiltransferase de cloranfenicol (CAT), fosfatase alca-
lina e similares. A expressao "marcador positivo" refere-se as plantas
gue foram transformadas para incluir um gene marcador selecionavel.

[0072] Conforme usado aqui, o termo "marcador detectavel" refe-
re-se a um marcador capaz de deteccao tal como, por exemplo, um

isotopo radioativo, composto fluorescente, composto bioluminescente,
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um composto quimioluminescente, quelador de metal ou enzima. E-
xemplos de marcadores detectaveis incluem, porém sem limitacdes,
0s seguintes: marcadores fluorescentes (por exemplo, FITC, rodamina,
substancias fosforescentes de lantanideos), marcadores enzimaticos
(por exemplo, peroxidase de rdbano, B-galactosidase, luciferase, fosfa-
tase alcalina), substancias quimioluminescentes, grupos biotinila, epi-
topos polipeptidicos predeterminados reconhecidos por um reporter
secundario (por exemplo, sequéncias de pares de ziper de leucina,
sitios de ligacdo para anticorpos secundarios, dominios de ligacdo a
metal, rotulos de epitopo). Em uma modalidade, um marcador detecta-
vel pode ser ligado por meio de bracos espacadores de varios com-
primentos para reduzir o potencial de impedimento espacial.

[0073] Conforme usado aqui, o termo "deteccdo" é usado no sen-
tido mais lato para incluir tanto medi¢Oes qualitativas quanto quantitati-
vas de uma molécula especifica, por exemplo, medicées de um poli-
peptideo especifico.

[0074] A menos que de outra forma especificamente explicado,
todos os termos técnicos e cientificos usados aqui tém o mesmo signi-
ficado conforme normalmente entendido por aqueles versados na téc-
nica a qual a presente descricdo pertence. Definicbes de termos co-
muns em biologia molecular podem ser encontradas, por exemplo, em:
Lewin, Genes V, Oxford University Press, 1994 ; Kendrew et al. (eds.),
The Encyclopedia of Molecular Biology, Blackwell Science Ltda., 1994
; € Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: A Comprehen-
sive Desk Reference, VCH Publishers, Inc., 1995.

Promotores Como Elementos Reguladores de Expresséo Gén ica

[0075] Promotores de plantas usados para aplicacdes de pesquisa
basica ou biotecnoldgicas sdo geralmente unidirecionais, comandando
a expressado constitutiva de um transgene que foi fundido a sua extre-

midade 3' (a jusante). Muitas vezes, é necessario expressar de forma
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robusta transgenes dentro plantas para engenharia metabdlica e empi-
Ihamento de tragcos. Além disso, varios novos promotores sdo normal-
mente necessarios em culturas transgénicas para comandar a expres-
sdo de multiplos genes. E descrito aqui um promotor constitutivo que
pode dirigir a expressao de um transgene que tenha sido fundido em
sua extremidade 3.

[0076] O desenvolvimento de produtos transgénicos esta se tor-
nando cada vez mais complexo, 0 que requer expressao robusta de
transgenes e empilhamento de varios transgenes em um unico locus.
Tradicionalmente, cada um transgene requer um Unico promotor para
expressdo, em que multiplos promotores sado necessarios para ex-
pressar diferentes transgenes dentro de uma pilha de genes. Com um
tamanho crescente de pilhas de genes, este método frequentemente
leva ao uso repetido do mesmo promotor para obter niveis similares de
diferentes padroes de expressado de diferentes transgenes para ex-
pressao de um unico traco poligénico.

[0077] Construtos com multiplos genes comandados pelo mesmo
promotor sdo conhecidos por causar silenciamento do gene, resultan-
do em produtos transgénicos menos eficazes no campo. O excesso de
sitios de ligacdo a fator de transcricdo (Transcription Factor - TF) em
virtude de repeticdo de promotores pode causar deplecao de TFs en-
dogenos, levando & inativacio transcricional. E provavel que o silenci-
amento de transgenes afete indesejavelmente o desempenho de uma
planta transgénica produzida para expressar transgenes. Sequéncias
repetitivas dentro de um transgene podem levar a recombinacdo ho-
méloga intra locus génico, resultando em rearranjos de polinucleoti-
deos.

[0078] Além de promotores constitutivos, promotores tecido espe-
cificos ou 6rgdos especificos comandam a expressao génica em de-

terminados tecidos, tais como no nucleo, raiz, folha, caule, pélen ou
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tapete da planta. Promotores tecido e estagios de desenvolvimento
especificos comandam a expressao de genes gue Sao expressos em
tecidos particulares ou em determinados periodos de tempo durante o
desenvolvimento da planta. Promotores tecido especificos sdo neces-
sarios para determinadas aplicacdes na industria de plantas transgéni-
cas e sdo desejaveis, uma vez que permitem a expressao especifica
de genes heterélogos em um tecido e/ou em estagios de desenvolvi-
mento selecionados, indicando expressado do gene heterdlogo diferen-
cialmente em varios 6orgaos, tecidos e/ou em diferentes momentos,
mas nao outros.

[0079] Por exemplo, aumento da resisténcia de uma planta a in-
feccdo por patdégenos provenientes do solo pode ser obtida por meio
de transformacao do genoma de uma planta com um gene de resis-
téncia ao patdégeno, de modo que uma proteina de resisténcia ao pa-
tégeno seja expressa de forma robusta dentro da planta. Alternativa-
mente, pode ser desejavel expressar um transgene em tecidos de
plantas que se encontram em um estagio de crescimento ou desenvol-
vimento particular tais como, por exemplo, divisdo celular ou alonga-
mento. Outra aplicacdo € a conveniéncia do uso de promotores tecido
especificos, de modo que os promotores limitariam a expressdo de
transgenes que codificam um traco agronébmico no desenvolvimento
de partes da planta (isto €, raizes, folhas, caules, ou pdlen).

[0080] Os promotores descritos aqui sdo ferramentas promissoras
para fazer construtos transgénicos comerciais contendo varios genes.
Estes promotores também conferem estabilidade estrutural em hospe-
deiros bacterianos e estabilidade funcional em células vegetais, tal
como reducgao de silenciamento do transgene, para permitir expressao
do transgene. Promotores com diferentes faixas de expressao também
podem ser obtidos empregando os métodos descritos aqui. Em com-

paracdo com construtos de transgenes que usam um Gnico promotor
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varias vezes, 0s construtos de promotor diversificados descritos no
presente pedido sdo mais compativeis para analises moleculares a
jusante de eventos transgénicos. Uso dos promotores diversificados
descritos aqui também aliviar rearranjos em multiplos loci transgénicos
durante objetivacdo com a tecnologia de dedo de zinco (SHUKLA et
al., 2009).

Promotores de Ubiquitina-1 de Zea mays e Zea luxurians

[0081] O promotor Ubi-1 de Zea mays tem sido um padréo na in-
dustria de biotecnologia, usado predominantemente para alta expres-
sao transgénica estavel em milho (CHRISTENSEN e QUAIL 1996; CHRIS-
TENSEN et al. 1992; Tokl et al. 1992). Cada transgene geralmente re-
guer um promotor especifico para expressao suficiente. Varios promo-
tores sao, tipicamente, necessarios para expressar diferentes transge-
nes dentro de uma pilha de genes. Este paradigma frequentemente
leva ao uso repetitivo do promotor Ubi-1 de Z. mays em virtude de
seus altos niveis de expressdo de proteina e padrdo de expressao
constitutiva desejados.

[0082] No entanto, a introducao deliberada de sequéncias repetiti-
vas em um locus transgénico também pode levar a efeitos negativos
indesejaveis sobre a expressédo e a estabilidade do transgene ((FLA-
DUNG e KUMAR 2002; KUMAR e FLADUNG 2000a; KUMAR e FLADUNG
2000b; KUMAR e FLADUNG 200l1a; KUMAR e FLADUNG 2001b; KUMAR e
FLADUNG 2002; METTE et al. 1999; MOURRAIN et al. 2007). O desafio de
multipla expressdo de transgene coordenada pode ser abordada u-
sando uma abordagem de diversidade de promotor, onde diferentes
promotores sao usados para comandar diferentes transgenes com o
mesmo perfil de expressao (PEREMARTI et al. 2010). O presente pe-
dido descreve uma sequéncia de promotor Ubi-1 diversificada obtida
através da identificacéo e purificacdo do novo promotor a partir de dife-

rentes espécies Zea.
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[0083] Inicio de transcricdo e modulacdo de expressao génica em
genes de plantas sdo comandados por uma variedade de elementos
de sequéncia de DNA coletivamente dispostos em uma sequéncia
maior denominada um promotor. Promotores eucariotas consistem,
tipicamente, em um promotor central minimo e sequéncias reguladoras
a montante. O promotor central € um trecho minimo de sequéncia de
DNA contigua que é suficiente para comandar o inicio de transcricao
preciso. Promotores centrais em plantas geralmente compreendem
regides candnicas associadas ao inicio de transcrigdo, tais como cai-
xas CAAT e TATA (sequéncia de consenso TATAWAW). O elemento
da caixa TATA usualmente esta localizado aproximadamente 20 a 35
pares de bases (pb) a montante do sitio de inicio de transcricdo
(Transcription Start Site - TSS). A ativacdo do promotor central é reali-
zada por sequéncias reguladoras a montante as quais se ligam varias
proteinas e, subsequentemente, interagem com o complexo de inicio
de transcricdo para ativar a expressao génica. Estes elementos regu-
ladores compreendem sequéncias de DNA que determinam o padréo
de expressao espacial e temporal de um promotor.

[0084] Fazendo referéncia a Figura 1, o promotor do gene Ubi-1
de Z. mays é derivado da linhagem de células endégama B73 de Z.
mays. O promotor Ubi-1 de Z. mays é compreendido de aproximada-
mente 895 pb de sequéncia de DNA localizada 5' a montante do TSS
(isto €, o elemento a montante). Além disso, o promotor Ubi-1 de Z.
mays é compreendido de cerca de 1093 pb de sequéncia de DNA lo-
calizada 3' a jusante do TSS (vide Patente dos Estados Unidos N°
5.510.474). Assim, o promotor Ubi-1 de Z. mays é compreendido de
aproximadamente 2 pares de kilo bases (kb) de sequéncia de DNA
total.

[0085] O elemento a montante do promotor Ubi-1 de Z. mays

compreende uma caixa TATA localizada aproximadamente 30 pb 5' a
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montante do TSS (Figuras 1 e 3). Além disso, o elemento a montante
compreende dois elementos de consenso de choque térmico que se
sobrepdem localizados imediatamente 5' a montante do TSS. Uma 5'-
UTR de 82 pb ou sequéncia lider esta localizada imediatamente 3' a
jusante do TSS e é seguida por um intron que se estende da base 83
até 1093 (Figuras 1 e 3).

[0086] Os trabalhos anteriores descreveram expressao génica
aumentada de genes e/ou transgenes regulados pelo promotor Ubi-1
de Z. mays. Por exemplo, a fusdo de transcricao do gene de acetil-
transferase de cloranfenicol (Chloramphenicol AcetylTransferase -
CAT) para o promotor Ubi-1 de Z. mays produziu um nivel mais de 10
vezes maior de atividade de CAT em protoplastos de milho do que a
expressdo comandada pelo promotor do virus mosaico da couve-flor
35S ((CHRISTENSEN e QUAIL 1996; CHRISTENSEN et al. 1992).

[0087] Além do promotor Ubi-1 de Z. mays de controle, o presente
pedido descreve um novo promotor Ubi-1 de milho. Ao contrario do
promotor Ubi-1 derivado do gendtipo c.v. B73 de Z. mays de controle,
o novo promotor Ubi-1 foi derivado de uma espécie Zea diferente, Zea
luxurians. O promotor Ubi-1 de Z. luxurians usado aqui tinha o genoti-
po de versdo 1 (vl1). Sdo fornecidos construtos e métodos que usam
um promotor Ubi-1 de Z. mays ou Z. luxurians compreendendo uma
sequéncia de polinucleotideos. Em uma modalidade, um promotor po-
de compreender uma sequéncia de polinucleotideos de um gene de

Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 como segue:

GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTC
TAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGAAGTGCAGTT
TATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTA
CTACAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGTTAGACATGGTC
TAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTG
TGCATGTGTTCTCCTTTTTTTTTGCAAATAGCTTCACCTATATAATACTTCATCCA
TTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTTAGGGTTAATGGTTTTTATAGACTAATTTT
TTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAATTAAGAAAACTAAAACTCT
ATTTTAGTTTTTTTATTTAATAGTTTAGATATAAAATAGAATAAAATAAAGTGACTA
AAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAAAAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTG
TTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACA
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CCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCAC
GGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTG
GACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTG
AGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACG
GGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATA
AATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGTGTTGTTCGGAGCGC
ACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCACCCGTCGGCACCTCCGCTTCA
AGGTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCG
GCGTTCCGGTCCATGCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTT
GTGTTAGATCCGTGTTTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGTACACGGAT
GCGACCTGTACGTCAGACACGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTTTG
GGGAATCCTGGGATGGCTCTAGCCGTTCCGCAGACGGGATCGATTTCATGATT
TTTTTTGTTTCGTTGCATAGGGTTTGGTTTGCCCTTTTCCTTTATTTCAATATATG
CCGTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCTTTTTTTTGTCTTGGTTGTGA
TGATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATTCTGTTTCAAA
CTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATATTCAT
AGTTACGAATTGAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATG
TTGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTGTTCGCTTGGTTG
TGATGATGTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATTCGTTCTAGATCGGAGTAGAA
TACTGTTTCAAACTACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGTATGTGTGTGTC
ATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAG
GTATACATGTTGATGTGGGTTTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGC
ATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTT
TTATAATTATTTCGATCTTGATATACTTGGATGATGGCATATGCAGCAGCTATAT
GTGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCT
TTTGTCGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCA (SEQ ID NO: 1)

[0088] Em uma outra modalidade, um promotor pode compreender

uma sequéncia de polinucleotideo do gene Ubi-1 de Z. luxurians v1

como seqgue.

GACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTAAGGTATC
AAAAATTACCACATATTTTTTTGGCACACTTATTTAAAGTGCAGTTTATCTATCTC
TATACACATATTTAAACTTCACTTTATAAATAATATAGTTTATAGTACTAAACTAAT
ATCAGTGTTTTAGATAATTATATAAATGAACCGCTAGACATGGTCTAAAGTACAA
CCGAGTATTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTC
TCTCTGTTTTTTTTTTTCAAATAGCTTGACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTA
GTACATCCATTAGGGATTCAGGGTTGATGGTTTCTATAGACTAATTTTTTAGTAC
ATCTATTTTATTATTTTTAATTTTTAAATTAAGAAAACTGAAACTCTATTTTAGTTA
CTACAAATTAAACAAATACCCTTTAAGGAATTAAAAAAACTAAGGAAACATTTTT
CTTGTTTCGAGTAGATTATGACAGCCTGTTCAACGCCGTCGACGAGTCTAACG
GACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACG
GCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACC
GTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAAGTGCGTGGCGGAGCGGCAGA
CGTGAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCC
TTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAAATAGACACC
CCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGTGTTTGTTCGGAGCGCACACACACA
CAACCAGATCTCCCCCAAATCCACCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAGGTACGCC
GCTCATCCTCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCAATCCGGTCCATG
GTTAGGGCCCGATAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGATCCGTGCTGCT
AGCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACATCAGACACGTTCTGATTGCTAACTT
GCCAGTGTTTCTCTTTGGCGAATCCAGGGATGGCTCTAGCCGTTCCGCAGACG
GGTTCGATTTCATGATTTTTTTTGTTTCGTTGCACATAGGGTTTGGTTTGCCCTT
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TTCCTTTATTTCCTTATATGCTGTACACTCTTTGTCGGGTCATCTTGTCATGCTT
CTTTTAATCTTGGTTGTGATGATGTGCTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGG
AGTAGAATACTGTTTCAAGCTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGTATCTGTACGT
GTGTGCCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGATGGATGGAAATATCGA
TCTAGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATG
CTTTTTTTTCGCTTGGTTGTGATGATGCGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGAT
CGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTCTGGATCTGTA
TGTGTGTGCCATACATCTTGATAGTTACGAGTTTAAGATGATGGATGGAAATAT
CGATCTAGGATAGGTATACATGTCGATGTGGGTTTTACTGATGCATATACATGA
TGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAA
TAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTTGACCTTGATATACTTGGATGATGGCATAT
GCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCTTGCCTTCATACGCTATTTATTTGTT
TGGGGCTGTTTCTTTTTGTTGACGC-
CACCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCAG (SEQ ID NO: 2)

[0089] Os promotores descritos aqui foram caracterizados por clo-
nagem de DNA e subsequente analise de homologia de sequéncia pa-
ra identificar regifes especificas do promotor (isto é, regiées a montan-
te do promotor, 5-UTR e introns). Sdo fornecidos construtos e méto-
dos que usam um promotor Ubi-1 constitutivo de Z. mays ou Z. luxuri-
ans compreendendo sequéncias de polinucleotideos da regido a mon-
tante de um promotor, 5-UTR ou regido lider e um intron para expres-
sar transgenes em plantas. Em uma modalidade, um promotor pode
compreender uma sequéncia de polinucleotideo a montante do promo-

tor do gene Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 como segue:

GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTC
TAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGAAGTGCAGTT
TATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTATAGTA
CTACAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGTTAGACATGGTC
TAAAGGACAATTGAGTATTTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTG
TGCATGTGTTCTCCTTTTTTTTTGCAAATAGCTTCACCTATATAATACTTCATCCA
TTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTTAGGGTTAATGGTTTTTATAGACTAATTTT
TTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAGCCTCTAAATTAAGAAAACTAAAACTCT
ATTTTAGTTTTTTTATTTAATAGTTTAGATATAAAATAGAATAAAATAAAGTGACTA
AAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAAAAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTG
TTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACA
CCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCAC
GGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTG
GACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAATTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTG
AGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACG
GGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATA
AATAGACACCCCCTCCACACCCTCTT (SEQ ID NO: 3)

[0090] Em outra modalidade, um promotor pode compreender uma

sequéncia de polinucleotideo a montante do promotor do gene de Ubi-
1 de Z. luxurians v1 como segue:
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GACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTAAGGTATC
AAAAATTACCACATATTTTTTTGGCACACTTATTTAAAGTGCAGTTTATCTATCTC
TATACACATATTTAAACTTCACTTTATAAATAATATAGTTTATAGTACTAAACTAAT
ATCAGTGTTTTAGATAATTATATAAATGAACCGCTAGACATGGTCTAAAGTACAA
CCGAGTATTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTC
TCTCTGTTTTTTTTTTTCAAATAGCTTGACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTA
GTACATCCATTAGGGATTCAGGGTTGATGGTTTCTATAGACTAATTTTTTAGTAC
ATCTATTTTATTATTTTTAATTTTTAAATTAAGAAAACTGAAACTCTATTTTAGTTA
CTACAAATTAAACAAATACCCTTTAAGGAATTAAAAAAACTAAGGAAACATTTTT
CTTGTTTCGAGTAGATTATGACAGCCTGTTCAACGCCGTCGACGAGTCTAACG
GACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGTCGGGCCAAGCGAAGCAGACG
GCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCCTCTCGAGAGTTCCGCTCCACC
GTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAAGTGCGTGGCGGAGCGGCAGA
CGTGAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCC
TTTCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAAATAGACACC
CCCTCCACACCCTCTT (SEQID NO: 4)

Elementos Reguladores Génicos Adicionais

[0091] A expressao de transgenes pode também ser regulada por
uma regido 5'-UTR e/ou intron localizado 3' a jusante da sequéncia a
montante do promotor. Um promotor que compreende uma regido a
montante do promotor operativamente ligada a uma 5-UTR e/ou intron
pode regular a expressao do transgene. Embora um promotor a mon-
tante seja necessario para comandar a transcricdo, a presenca de uma
5-UTR e/ou intron pode aumentar os niveis de expressao, resultando
na producdo de mais transcritos de mRNA para traducéo e sintese de
proteinas. A adicdo de uma 5-UTR e/ou intron a montante de uma se-
guéncia de polinucleotideo do promotor pode auxiliar expressao esta-
vel de um transgene.

[0092] Além disso, um promotor constitutivo que compreende uma
sequéncia de polinucleotideos a montante do promotor pode ser se-
guido por uma regido 5-UTR ou regido lider para auxiliar na expressao
de transgenes em plantas. Em uma modalidade, um promotor pode
compreender uma sequéncia de polinucleotideos 5-UTR ou lider do

gene Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 como segue:

TCCCCAACCTCGTGTTGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCA
AATCCACCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQ ID NO: 5)

[0093] Em uma outra modalidade, um promotor pode compreender

uma sequéncia de polinucleotideos 5'-UTR ou lider de gene Ubi-1 de
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Z. luxurians v1 como segue:

TCCCCAACCTCGTGTTTGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCC
AAATCCACCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAG (SEQ ID NO: 6)

[0094] Ainda, um promotor constitutivo que compreende uma se-
guéncia de polinucleotideos de promotor a montante seguida por uma
regido 5-UTR ou regido lider também pode ser seguido por um intron
para auxiliar na expressao de transgenes em plantas. Em uma modali-
dade, um promotor pode compreender uma sequéncia de polinucleoti-

deos intronica do gene Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 como segue:

GTACGCCGCTCGTCCTCCCCCCCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGC
GTTCCGGTCCATGCATGGTTAGGGCCCGGTAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGT
GTTAGATCCGTGTTTGTGTTAGATCCGTGCTGCTAGCGTTCGTACACGGATGC

GACCTGTACGTCAGACACGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTTTGGG
GAATCCTGGGATGGCTCTAGCCGTTCCGCAGACGGGATCGATTTCATGATTTT

TTTTGTTTCGTTGCATAGGGTTTGGTTTGCCCTTTTCCTTTATTTCAATATATGC

CGTGCACTTGTTTGTCGGGTCATCTTTTCATGCTTTTTTTTGTCTTGGTTGTGAT
GATGTGGTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAATTCTGTTTCAAA

CTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATATTCAT
AGTTACGAATTGAAGATGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATG
TTGATGCGGGTTTTACTGATGCATATACAGAGATGCTTTTTGTTCGCTTGGTTG

TGATGATGTGGTGTGGTTGGGCGGTCGTTCATTCGTTCTAGATCGGAGTAGAA
TACTGTTTCAAACTACCTGGTGTATTTATTAATTTTGGAACTGTATGTGTGTGTC

ATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGGATGGAAATATCGATCTAGGATAG

GTATACATGTTGATGTGGGTTTTACTGATGCATATACATGATGGCATATGCAGC
ATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTATCTATTATAATAAACAAGTATGTT
TTATAATTATTTCGATCTTGATATACTTGGATGATGGCATATGCAGCAGCTATAT
GTGGATTTTTTTAGCCCTGCCTTCATACGCTATTTATTTGCTTGGTACTGTTTCT
TTTGTCGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTACTTCTGCA (SEQ ID NO: 7)

[0095] Em outra modalidade, um promotor pode compreender uma

sequéncia de polinucleotideos intrbnica do gene Ubi-1 de Z. luxurians

vl como segue:

GTACGCCGCTCATCCTCCCCCCCCCTCTCTACCTTCTCTAGATCGGCAATCCG
GTCCATGGTTAGGGCCCGATAGTTCTACTTCTGTTCATGTTTGTGTTAGATCCG
TGCTGCTAGCGTTCGTACACGGATGCGACCTGTACATCAGACACGTTCTGATT
GCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTTTGGCGAATCCAGGGATGGCTCTAGCCGTTC
CGCAGACGGGTTCGATTTCATGATTTTTTTTGTTTCGTTGCACATAGGGTTTGG
TTTGCCCTTTTCCTTTATTTCCTTATATGCTGTACACTCTTTGTCGGGTCATCTT
GTCATGCTTCTTTTAATCTTGGTTGTGATGATGTGCTCTGGTTGGGCGGTCGTT
CTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAGCTACCTGGTGGATTTATTAATTTTGTA
TCTGTACGTGTGTGCCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATGATGGATGG
AAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGATGCATAT
ACAGAGATGCTTTTTTTTCGCTTGGTTGTGATGATGCGGTCTGGTTGGGCGGT
CGTTCTAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTC
TGGATCTGTATGTGTGTGCCATACATCTTGATAGTTACGAGTTTAAGATGATGG
ATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGTCGATGTGGGTTTTACTGATGC
ATATACATGATGGCATATGCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTGAGTACCTA
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TCTATTATAATAAACAAGTATGTTTTATAATTATTTTGACCTTGATATACTTGGAT
GATGGCATATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCTTGCCTTCATACGCT
ATTTATTTGTTTGGGGCTGTTTCTTTTTGTTGACGCTCACCCTGTTGTTTGGTGT
TACTTCTGCAG (SEQ ID NO: 8)

Cassetes de Expressdo de Transgene e Gene Reporter

[0096] A expressao de transgenes pode também ser regulada por
um cassete de expressao génica. Em uma modalidade, um cassete de
expressao génica compreende um promotor. Em uma modalidade, um
cassete de expressdo génica compreende um promotor Ubi-1. Em
uma modalidade, um cassete de expressao génica compreende um
promotor Ubi-1 de uma planta. Em uma modalidade, um cassete de
expressao génica compreende um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1.

[0097] Em uma modalidade, um cassete de expressdo génica
compreende um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1, em que o promotor
€ pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96 %,
97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8% ou 100% idéntico a SEQ ID NO: 2. Em
uma modalidade, um cassete de expressao génica compreende um
promotor constitutivo, tal como o promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1,
gque esta operativamente ligado a um gene repOrter ou um transgene.
Em uma modalidade, um cassete de expressao génica compreende
um promotor constitutivo que esta operativamente ligado a um trans-
gene, em gue o transgene pode ser um transgene de resisténcia a in-
seticida, um transgene de tolerancia a herbicida, um transgene de efi-
ciéncia de uso de nitrogénio, um transgene de eficiéncia de uso da a-
gua, um transgene de qualidade nutricional, um transgene de ligacao a
DNA, um transgene de marcador selecionavel ou combinagbes dos
mesmos. Em uma modalidade, um cassete de expressao génica com-
preendendo o promotor constitutivo pode comandar a expressao de
um ou mais transgenes ou genes repérter. Em uma modalidade, um
cassete de expressao génica compreendendo o promotor constitutivo
pode comandar a expressao de dois ou mais transgenes ou genes re-

porter.
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[0098] Em uma modalidade, um cassete de expressdo génica
compreende um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1, em que a sequén-
cia a montante do promotor € pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95 %, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8% ou 100% idén-
tica @ SEQ ID NO: 4. Em uma modalidade, um cassete de expressao
génica compreende um promotor constitutivo, tal como o promotor a
montante Ubi-1 de Z. luxurians v1, que esta operativamente ligado a
um gene reporter ou um transgene. Em uma modalidade, um cassete
de expressao génica compreende um promotor constitutivo a montante
gue esta operativamente ligado a um transgene, em que 0 transgene
pode ser um transgene de resisténcia a inseticida, um transgene de
tolerancia a herbicida, um transgene de eficiéncia de uso de nitrogé-
nio, um transgene de eficiéncia de uso da agua, uma transgene de
gualidade nutricional, um transgene de ligacdo a DNA, um transgene
de marcador selecionavel ou combinacdes dos mesmos. Em uma mo-
dalidade, um cassete de expressao génica constitutivo compreenden-
do o promotor a montante pode comandar a expressao de um ou mais
transgenes ou genes reporter. Em uma modalidade, um cassete de
expressao génica constitutivo compreendendo o promotor a montante
pode comandar a expressao de dois ou mais transgenes ou genes re-
pérter. Em outra modalidade, o promotor a montante pode compreen-
der um intron. Em uma modalidade, o promotor a montante pode com-
preender uma sequéncia intrénica que esta operativamente ligada a
um gene reporter ou transgene. Em outra modalidade, o promotor a
montante pode compreender uma 5-UTR ou a sequéncia lider. Em
uma modalidade, o promotor a montante pode compreender uma 5'-
UTR ou sequéncia lider que estad operativamente ligada a um gene
repoérter ou transgene. Em ainda outra modalidade, o promotor a mon-
tante pode compreender uma 5-UTR ou a sequéncia lider e uma se-

guéncia intrébnica. Em uma modalidade, o promotor a montante pode
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compreender uma 5-UTR ou a sequéncia lider e uma sequéncia intro-
nica que esta operativamente ligada a um gene repérter ou transgene.

[0099] Em uma modalidade, um cassete de expressdo génica
compreende um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1, em que a 5-UTR
ou a sequéncia lider é pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94 %, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8% ou 100% idéntica a
SEQ ID NO: 6. Em uma modalidade, um cassete de expressao génica
compreende uma 5-UTR ou sequéncia lider de um gene do milho que
codifica uma proteina Ubiquitina-1 que estad operativamente ligada a
um promotor, em que o promotor € um promotor Ubi-1 de Z. luxurians
vl ou um promotor que se origina de uma planta (por exemplo, um
promotor de ubiquitina de Zea mays ou Zea luxurians), um virus (por
exemplo, promotor do virus mosaico do veio de mandioca) ou uma
bactéria (por exemplo, Agrobacterium tumefaciens delta mas). Em
uma modalidade ilustrativa, um cassete de expressdo génica compre-
ende uma 5-UTR ou sequéncia lider de Z. luxurians v1 de um gene de
milho que codifica uma proteina ubiquitina que esta4 operativamente
ligada a um transgene, em que o transgene pode ser um transgene de
resisténcia a inseticida, um herbicida transgene tolerancia, um trans-
gene de eficiéncia de uso de nitrogénio, um transgene de eficiéncia de
uso da agua, um transgene de qualidade nutricional, um transgene de
ligacdo a DNA, um transgene de marcador selecionavel ou combina-
¢cOes dos mesmos.

[00100] Em uma modalidade, um cassete de expressdo génica
compreende um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1, em que a sequén-
cia intrénica é pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8% ou 100% idéntica & SEQ ID
NO: 8. Em uma modalidade, um cassete de expressao génica com-
preende um intron de um gene do milho que codifica uma proteina u-

biquitina-1 que esta operativamente ligado a um promotor, em que o
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promotor € um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1 ou um promotor que
se origina de uma planta (por exemplo, promotor de ubiquitina-1 de
Zea mays ou Zea luxurians), um virus (por exemplo, promotor do virus
mosaico do veio de mandioca) ou uma bactéria (por exemplo, Agro-
bacterium tumefaciens delta mas). Em uma modalidade ilustrativa, um
cassete de expressao génica compreende um intron de um gene do
milho que codifica uma proteina ubiquitina que estad operativamente
ligado a um transgene, em que o transgene pode ser um transgene de
resisténcia a inseticida, um transgene de tolerancia a herbicida, um
transgene de eficiéncia de uso de nitrogénio, um transgene de eficién-
cia de uso da agua, um transgene de qualidade nutricional, um trans-
gene de ligacdo a DNA, um transgene de marcador selecionavel ou
combinagdes dos mesmos.

[00101] Em uma modalidade, um vetor pode compreender um cas-
sete de expressdo génica conforme descrito aqui. Em uma modalida-
de, um vetor pode ser um plasmideo, um cosmideo, um cromossoma
bacteriano artificial (Bacterial Artificial Chromosome - BAC), um bacte-
riofago, um virus ou um fragmento de polinucleotideo excisado em
transformacéo direta ou objetivacdo génica, tal como um DNA doador.
[00102] Em uma modalidade, uma célula ou planta compreende um
cassete de expressao génica conforme descrito aqui. Em uma modali-
dade, uma célula ou planta compreende um vetor compreendendo um
cassete de expressédo génica conforme descrito no presente pedido.
Em uma modalidade, um vetor pode ser um plasmideo, um cosmideo,
um cromossoma bacteriano artificial (Bacterial Artificial Chromosome -
BAC), um bacteriéfago ou um virus. Deste modo, uma célula ou planta
compreendendo um cassete de expressdo génica € uma célula trans-
génica ou uma planta transgénica, respectivamente.

[00103] Em uma modalidade, uma planta transgénica pode ser uma

planta monocotiledbnea ou uma planta dicotiledonea. Uma modalidade
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de uma planta transgénica monocotiledénea pode ser, porém sem limi-
tacdes, milho, trigo, arroz, sorgo, aveia, centeio, bananas, cana de a-
cucar e painco. Uma modalidade de uma planta transgénica dicotile-
dbénea pode ser, porém sem limitacdes, soja, algodao, girassol ou ca-
nola. Uma modalidade também inclui uma semente transgénica de
uma planta transgénica, conforme descrito aqui.

Marcadores Selecionaveis

[00104] Varios marcadores selecionaveis, também descritos como
genes reporter, podem ser incorporados em um vetor de expressao
escolhido para permitir a identificacdo e selecéo das plantas transfor-
madas ("transformantes"). Varios métodos estéo disponiveis para con-
firmar a expressdo de marcadores selecionaveis em plantas transfor-
madas incluindo, por exemplo, sequenciamento de DNA e Reacédo em
Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR), Southern
blotting, hibridizacdo de RNA, métodos imunoldgicos para deteccéo de
uma proteina expressa a partir do vetor, tal como proteina precipitada
gue media a resisténcia a fosfinotricina, observacéo visual de outras
proteinas, tais como genes reporter que codificam B-glucuronidase (B-
GlucUronidaSe - GUS), luciferase, proteina fluorescente verde (Green
Fluorescent Protein - GFP), proteina fluorescente amarela (Yellow Flu-
orescent Protein - YFP), DsRed, B-galactosidase, acetiltransferase de
cloranfenicol (Chloramphenicol AcetylTransferase - CAT), fosfatase
alcalina e similares (vide Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Labo-
ratory Manual, Terceira Edicdo, Cold Spring Harbor Press, N.Y., 2001,
0 conteudo é aqui incorporado por referéncia na integra).

[00105] Genes marcadores selecionaveis sao utilizados para sele-
cdo de células ou tecidos transformados. Genes marcadores selecio-
naveis incluem genes que codificam resisténcia a antibioticos, tais co-
mo aqueles que codificam fosfotransferase Il de neomicina (NEO) e

fosfotransferase de higromicina (HPT), bem como genes que conferem
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resisténcia a compostos herbicidas. Genes de resisténcia a herbicidas
geralmente codificam uma proteina alvo modificada insensivel ao her-
bicida ou uma enzima que degrada ou desintoxica o herbicida na plan-
ta antes que ele possa atuar. Por exemplo, resisténcia ao glifosato foi
obtida usando genes que codificam a enzima alvo mutante sintase de
5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (5-EnolpyruvylShikimate-3-Phosphate
Synthase - EPSPS). Genes e mutantes de EPSPS sao bem conheci-
dos e ainda descritos abaixo. Resisténcia aos herbicidas glufosinato
de amonio, bromoxinila e 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D) foi obtida
usando genes bacterianos que codificam um gene pat ou DSM-2, um
gene de nitrilase, um gene aad-1 ou aad-12, os quais desintoxicam 0s
respectivos herbicidas.

[00106] Em uma modalidade, os herbicidas podem inibir o ponto de
crescimento ou meristema, incluindo imidazolinona ou sulfonilureia, e
genes para resisténcia/tolerancia a sintetase de aceto-hidroxiacido (A-
cetoHydroxyAcid Synthase - AHAS) e sintase de acetolactato (Aceto-
Lactate Synthase - ALS). Genes de resisténcia a glifosato incluem sin-
tase mutante 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (5-EnolpyruvylShikimate
-3-Phosphate Synthase - EPSPS) e genes dgt-28 através da introdu-
cdo de acidos nucleicos recombinantes e/ou vérias formas de mutagé-
nese in vivo de genes de EPSPS nativos, genes aroA e genes de ace-
til transferase de glifosato (Glyphosate Acetyl Transferase - GAT), res-
pectivamente. Genes de resisténcia a outros compostos fosfono inclu-
em genes bar de espécies Streptomyces, incluindo Streptomyces hy-
groscopicus e Streptomyces viridichromogenes, e acidos piridinéxi ou
fendxi propibnicos e ciclo-hexonodionas (genes que codificam inibidor
de ACCase). Exemplos de genes que conferem resisténcia a ciclo-
hexanodionas e/ou acido ariloxi fenoxi propanoico (incluindo Haloxifop,
Diclofop, Fenoxiprop, Fluazifop, Quizalofop) incluem genes de acetil

carboxilase de coenzima A (Acetyl Coenzyme A Carboxylase - ACCa-
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se) -- Accl-S1, Accl-S2 e Accl-S3. Em uma modalidade, herbicidas
podem inibir a fotossintese, incluindo triazina (genes psbA e 1s+) ou
benzonitrilo (gene de nitrilase).

[00107] Em uma modalidade, genes marcadores selecionaveis in-
cluem, porém sem limita¢gdes, genes que codificam: fosfotransferase |
de neomicina; hidratase de cianamida; quinase de aspartato; sintase
de di-hidrodipicolinato; descarboxilase de triptofano; sintase de di-
hidrodipicolinato e quinase de aspartato insensivel; gene bar; descar-
boxilase de triptofano; fosfotransferase de neomicina (NEO); fosfo-
transferase de higromicina (HPT ou HYG); redutase de di-hidrofolato
(DiHydroFolate Reductase - DHFR); acetiltransferase de fosfinotricina,;
desalogenase de acido 2,2-dicloropropiénico; sintase de aceto-
hidroxiacido; sintase de 5-enolpiruvil-chiquimato-fosfato (aroA); haloa-
rilnitrilase; acetil carboxilase de coenzima A; sintase de di-
hidropteroato (sul I); e polipeptideo de fotossistema Il de 32 kD (psbA).
[00108] Uma modalidade inclui também genes que codificam resis-
téncia a: cloranfenicol; metotrexato; higromicina; espectinomicina;
bromoxinila; glifosato; e fosfinotricina.

[00109] A lista acima de genes marcadores selecionaveis nao se
destina a ser limitativa. Qualquer gene repérter ou marcador selecio-
navel é abrangido pela presente invencao.

[00110] Genes marcadores selecionaveis sdo sintetizados para ex-
pressdo Otima em plantas. Por exemplo, em uma modalidade, uma
sequéncia de codificacdo de um gene foi modificada por meio de oti-
mizacdo de codon para aumentar a expressdao em plantas. Um gene
marcador selecionavel pode ser otimizado para expressdao em uma
espécie particular de planta ou, alternativamente, pode ser modificado
para expressao otima em plantas dicotiledéneas ou monocotiledbneas.
Cddons preferidos para plantas podem ser determinados a partir dos

cédons de maior frequéncia nas proteinas expressas na maior quanti-



42/80

dade na espécie particular da planta de interesse. Em uma modalida-
de, um gene marcador selecionavel é concebido para ser expresso em
plantas em um nivel mais elevado, resultando em maior eficiéncia de
transformacdo. Métodos para otimizacdo de genes em plantas séo
bem conhecidos. Orientacdo em relagdo a otimizacdo e producdo de
sequéncias de polinucleotideos sintéticas pode ser encontrada, por
exemplo, nos documentos W02013/016546, WO02011/146524,
W01997/013402, Patente dos Estados Unidos N°6.166. 302 e Patente
dos Estados Unidos N°5.380.831, aqui incorporados por referéncia.
Transgenes

[00111] Os métodos e composicOes descritos podem ser usados
para expressar sequéncias génicas de polinucleotideo dentro do ge-
noma da planta. Consequentemente, genes que codificam tolerancia a
herbicida, resisténcia a insetos, nutrientes, antibidticos ou moléculas
terapéuticas podem ser expressos pelo novo promotor.

[00112] Em uma modalidade, o elemento regulador promotor consti-
tutivo da presente descricdo é combinado ou operativamente ligado a
um ou mais genes que codificam sequéncias de polinucleotideos que
conferem resisténcia ou tolerancia ao glifosato, 2,4-D glufosinato ou
outro herbicida, confere resisténcia a insetos ou doencas selecionadas
e/ou melhorias nutricionais, caracteristicas agronémicas aprimoradas,
proteinas ou outros produtos Uteis em alimentacéo, racdo, uso indus-
trial, farmacéutico ou outros. Os transgenes podem ser "empilhados"
com duas ou mais sequéncias de acidos nucleicos de interesse no ge-
noma de uma planta. Empilhamento pode ser obtido, por exemplo, a-
través de reproducdo convencional em plantas usando dois ou mais
eventos, transformacdo de uma planta com um construto que contém
as sequéncias de interesse, nova transformagéo de uma planta trans-
génica ou adicao de novos tracos através de integracdo homologa ob-

jetivada por meio de recombinacéo.
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[00113] Tais sequéncias de polinucleotideos de interesse incluem,
porém sem limitacdes, os exemplos apresentados a seguir:

1. Genes ou Sequéncia de Codificacdo que Conferem Re sisténcia

a Pragas ou Doencas

[00114] (A) Genes de Resistencia a Doencas de Plantas. Defesas
das plantas sdo muitas vezes ativadas pela interacdo especifica entre
o produto de um gene de resisténcia a doencas (R) na planta e o pro-
duto de um gene de aviruléncia (Avr) correspondente no patégeno.
Uma variedade de plantas podem ser transformadas com o gene de
resisténcia clonado para manipular plantas que sejam resistentes a
cepas patogénicas especificas. Exemplos de tais genes incluem o ge-
ne Cf-9 de tomate para resisténcia a Cladosporium fulvum (Jones et
al., 1994 Science 266: 789), o gene Pto de tomate, o qual codifica uma
quinase de proteina para resisténcia a Pseudomonas syringae pv. to-
mate (Martin et al., 1993 Science 262: 1432) e o gene RSSP2 de Ara-
bidopsis para resisténcia a Pseudomonas syringae (Mindrinos et al.,
1994 Cell 78: 1089).

[00115] (B) Uma proteina de Bacillus thuringiensis, um derivado da
mesma ou um polipeptideo sintético modelado com base na mesma,
tal como uma sequéncia de nucleotideos de um gene de &-endotoxina
de Bt (Geiser et al., 1986 Gene 48: 109) e um gene inseticida vegetati-
vo (VIP) (vide, por exemplo, Estruch et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci.
93: 5389-94). Além disso, moléculas de DNA gque codificam genes de
0-endotoxinas podem ser adquiridas da American Type Culture Collec-
tion (Rockville, Maryland, EUA), sob nimeros de acesso ATCC 40098,
67136, 31995 e 31998.

[00116] (C) Uma lectina, tal como sequéncias de nucleotideos de
varios genes de lectina que se ligacdo a manose de Clivia miniata
(Van Damme et al., 1994 Plant Molec. Biol. 24: 825).

[00117] (D) Uma proteina que se ligacdo a vitaminas, tal como avi-
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dina e homdélogos de avidina, os quais sédo Uteis como larvicidas contra
pragas de insetos de ligacdo da vitamina. Vide Patente dos Estados
Unidos N°5.659.026.

[00118] (E) Um inibidor enzimético, por exemplo, um inibidor de pro-
tease ou um inibidor de amilase. Exemplos de tais genes incluem um
inibidor de proteinase de cisteina de arroz (Abe et al., 1987 J. Biol.
Chem. 262: 16793), um inibidor | de protease de tabaco (Huub et al.,
1993 Plant Molec. Biol. 21: 985) e um inibidor de a-amilase (Sumitani
et al., 1993 Biosci. Biotech. Biochem. 57: 1243).

[00119] (F) Um horménio ou ferormbénio especifico para insetos, tal
como um ecdiesteroide e hormonio juvenil e uma variante dos mes-
mos, um mimético com base nos mesmos ou um antagonista ou ago-
nista dos mesmos, tal como expressdo em baculovirus de hormdnio
juvenil esterase clonado, um inativador de hormonio juvenil (Hammock
et al., 1990 Nature 344: 458).

[00120] (G) Um peptideo ou neuropeptideo especifico para insetos
0 qual, quando de expressao, altera a fisiologia da praga afetada (J.
Biol. Chem. 269: 9). Exemplos de tais genes incluem um receptor de
horménio diurético de insetos (Regan, 1994), uma alostatina identifica-
da em Diploptera punctata (Pratt, 1989) e neurotoxinas paralisantes
especificas para insetos (Patente dos Estados Unidos N°5.266.361).
[00121] (H) Um veneno especifico para inseto produzido na nature-
za por uma cobra, uma vespa, etc., tal como um peptideo inseto-toxico
de escorpiao (Pang, 1992 Gene 116: 165).

[00122] () Uma enzima responsavel por um hiperacumulo de mono-
terpeno, um sesquiterpeno, um esteroide, acido hidroxamico ou um
derivado de fenilpropanoide ou outra molécula ndo proteica com ativi-
dade inseticida.

[00123] (J) Uma enzima envolvida na modificac&o, incluindo a modi-

ficagcdo pods-traducional, de uma molécula biologicamente ativa; por
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exemplo, uma enzima glicolitica, uma enzima proteolitica, uma enzima
lipolitica, uma nuclease, uma ciclase, uma transaminase, uma estera-
se, uma hidrolase, uma fosfatase, uma quinase, uma fosforilase, uma
polimerase, uma elastase, uma quitinase e uma glucanase, seja natu-
ral ou sintética. Exemplos de tais genes incluem um gene callas (Pedi-
do PCT Publicado W093/02197), sequéncias que codificam quitinase
(as quais podem ser obtidas, por exemplo, da ATCC sob 0s numeros
de acesso 67152 e 3999637), quitinase de anciléstomo de tabaco
(Kramer et al., 1993 Insect Molec. Biol. 23: 691) e o gene de poliubiqui-
tina ubi4-2 de salsa (Kawalleck et al., 1993 Plant Molec. Biol. 21: 673).
[00124] (K) Uma molécula que estimula a transducdo de sinal. E-
xemplos de tais moléculas incluem sequéncias de nucleotideos para
os clones de cDNA de calmodulina de feijado mungo (Botella et al.,
1994 Plant Molec. Biol. 24: 757) e uma sequéncia de nucleotideos de
um clone de cDNA de calmodulina de milho (Griess et al., 1994 Plant
Physiol. 104: 1467).

[00125] (L) Um peptideo de momento hidrofébico. Vide Patentes
dos Estados Unidos N 5.659.026 e 5.607.914; a Ultima ensina pepti-
deos antimicrobianos sintéticos que conferem resisténcia a doencas.
[00126] (M) Uma permease da membrana, um formador de canal
ou um bloqueador de canal, tal como um analogo de um peptideo litico
de B-cecropina (Jaynes et al., 1993 Plant Sci. 89: 43), o qual torna
plantas de tabaco transgénicas resistentes a Pseudomonas solanace-
arum.

[00127] (N) Uma proteina viral invasiva ou uma toxina complexa
derivada da mesma. Por exemplo, o acumulo de proteinas do envelo-
pe viral em células de plantas transformadas confere resisténcia a in-
feccbes virais e/ou desenvolvimento de doencas causadas pelo virus a
partir do qual o gene da proteina do envelope é derivada, bem como

virus relacionados. Resisténcia mediada por proteina do envelope foi
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conferida a plantas transformadas contra o virus mosaico da alfafa,
virus mosaico do pepino, virus da listra de tabaco, virus X de batata,
virus Y de batata, virus da mancha de tabaco, virus da mancha mar-
rom de tabaco e virus mosaico do tabaco. Vide, por exemplo, Beachy
et al. (1990) Ann. Rev. Phytopathol. 28: 451.

[00128] (O) Um anticorpo especifico para inseto ou uma imunotoxi-
na derivada do mesmo. Assim, um anticorpo objetivado a uma funcéo
metabdlica critica no intestino do inseto poderia inativar uma enzima
afetada, matando o inseto. Por exemplo, Taylor et al. (1994) Abstract
#497, Seventh Int'l. Symposium on Molecular Plant-Microbe Interacti-
ons, mostram inativacdo enzimatica em plantas transgénicas de taba-
co através de producao de fragmentos de anticorpos fita simples.
[00129] (P) Um anticorpo especifico para virus. Vide, por exemplo,
Tavladoraki et al. (1993) Nature 266: 469, os quais mostram que plan-
tas transgénicas que expressam genes de anticorpos recombinantes
sao protegidas contra ataque viral.

[00130] (Q) Uma proteina que interrompe o desenvolvimento pro-
duzida na natureza por um patdégeno ou um parasita. Assim, a-1,4-D-
poligalacturonases fungicas facilitam a colonizacéo fungica e liberacéo
de nutrientes de plantas ao solubilizar a homo-a-1,4-D-galacturonase
na parede de células de plantas (Lamb et al., 1992) Bio/Technology
10: 1436). A clonagem e caracterizagdo de um gene o qual codifica
uma proteina de inibicdo de endopoligalacturonase de feijdo sao des-
critas por Toubart et al. (1992 Plant J. 2: 367).

[00131] (R) Uma proteina que interrompe o desenvolvimento produ-
zida na natureza por uma planta, tal como o gene de inativacao de ri-
bossomo de cevada, que confere uma maior resisténcia a doencas
fungicas (Longemann et al., 1992). Bio/Technology 10: 3305).

[00132] (S) Interferéncia de RNA, na qual uma molécula de RNA é

usada para inibir a expressdo de um gene-alvo. Uma molécula de
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RNA, em um exemplo, € parcial ou totalmente fita dupla, o que desen-
cadeia uma resposta de silenciamento, resultando em clivagem do
dsRNA em pequenos RNAs de interferéncia os quais sao, entédo, in-
corporados em um complexo alvo que destr6i mRNAs homdlogos. Vi-
de, por exemplo, Fire et al., Patente dos Estados Unidos N°6.506.559;
Graham et al., Patente dos Estados Unidos N°6.573. 099.

2. Genes que Conferem Resisténcia a um Herbicida

[00133] (A) Genes que codificam resisténcia ou tolerancia a um
herbicida que inibe o ponto de crescimento ou meristema, tal como um
herbicida de imidazalinona, sulfonanilida ou sulfonilureia. Genes e-
xemplificativos nesta categoria codificam uma enzima ALS mutante
(Lee et al., 1988 EMBOJ. 7: 1241), a qual é também conhecida como
enzima AHAS (Miki et al., 1990 Theor. Appl. Genet. 80: 449).

[00134] (B) Um ou mais genes adicionais que codificam resisténcia
ou tolerancia ao glifosato conferida por genes de sintase de EPSP e
aroA mutantes, ou através de inativacdo metabodlica por genes, tais
como GAT (acetiltransferase de glifosato) ou GOX (oxidase de glifosa-
to) e outros compostos de fosfono, tais como glufosinato (genes pat e
bar; DSM-2) e acidos ariloxifenoxipropiénico e ciclo-hexanodionas (ge-
nes que codificam inibidor de ACCase). Vide, por exemplo, Patente
dos Estados Unidos N°4.940.835, a qual descreve a sequéncia de nu-
cleotideos de uma forma de EPSP que pode conferir resisténcia ao
glifosato. Uma molécula de DNA que codifica um gene aroA mutante
pode ser obtida sob Numero de Acesso ATCC 39256 e a sequéncia de
nucleotideos do gene mutante é descrita na Patente dos Estados Uni-
dos N°4.769.061. O Pedido de Patente Europeia N°0 333 033 e Pa-
tente dos Estados Unidos N°4.975.374 descrevem seq uéncias de nu-
cleotideos de genes de sintetase de glutamina que conferem resistén-
cia a herbicidas, tal como L-fosfinotricina. A sequéncia de nucleotideos

de um gene de acetiltransferase de fosfinotricina é fornecida no Pedido
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de Patente Europeia N° 0 242 246. De Greef et al. (1989) Bi-
o/Technology 7: 61 descrevem a producao de plantas transgénicas
gue expressam genes bar quiméricos os quais codificam atividade de
acetil transferase de fosfinotricina atividade. Exemplos de genes que
conferem resisténcia ao acido ariloxifenoxipropiénico e ciclo-
hexanodionas, tais como setoxidim e haloxifop, sdo os genes Accl-S1,
Accl-S2 e Accl-S3 descritos por Marshall et al. (1992) Theor. Appl.
Genet. 83: 435.

[00135] (C) Genes que codificam resisténcia ou tolerancia a um
herbicida que inibe a fotossintese, tal como uma triazina (genes psbA
e gs+) e um benzonitrilo (gene de nitrilase). Przibilla et al. (1991) Plant
Cell 3: 169 descrevem o uso de plasmideos que codificam genes psbA
mutantes para transformar Chlamydomonas. Sequéncias de nucleoti-
deos para genes de nitrilase sao descritas na Patente dos Estados U-
nidos N°4.810.648 e moléculas de DNA que contém estes genes es-
tdo disponiveis sob numeros de acesso ATCC 53435, 67441 e 67442.
Clonagem e expressao de DNA gue codifica uma S-transferase de glu-
tationa sao descritas por Hayes et al. (1992) Biochem. J. 285: 173.
[00136] (D) Genes que codificam resisténcia ou tolerancia a um
herbicida que se liga a enzimas dioxigenase de hidroxifenilpiruvato
(HPPD), as quais catalisam a reacao na qual para-hidroxifenilpiruvato
(HPP) é transformado em homogentisato. Isso inclui herbicidas tais
como isoxazolas (documentos EP418175, EP470856, EP487352,
EP527036, EP560482, EP682659, Patente dos Estados Unidos N°
5.424.276), em particular isoxaflutola, a qual é um herbicida seletivo
para milho, dicetonitrilos (documentos EP496630, EP496631), em par-
ticular 2-ciano-3-ciclopropil-1-(2-SO2CH3-4-CF3-fenil)propano-1,3-
diona e 2-ciano-3-ciclopropil-1-(2-SO2CH3-4-2,3CI2-fenil)propano-1,3-
diona, tricetonas (documentos EP625505, EP625508, Patente dos Es-

tados Unidos N°5.506.195), em particular sulcotrio na, e pirazolinatos.
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Um gene que produz uma superabundancia de HPPD em plantas po-
de conferir tolerancia ou resisténcia a herbicidas tais como, por exem-
plo, aqueles descritos nas Patentes dos Estados Unidos N* 6.268.549
e 6.245.968 e Publicacdo de Pedido de Patente dos Estados Unidos
N°2003/0066102.

[00137] (E) Genes que codificam resisténcia ou tolerancia a herbici-
das de auxina, tal como acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), e os
guais podem também conferir resisténcia ou tolerancia a herbicidas de
ariloxifenoxipropionatos (AOPP). Exemplos de tais genes incluem o
gene da enzima dioxigenase dependente de a-cetoglutarato (aad-1)
descrito na Patente dos Estados Unidos N°7.838.733.

[00138] (F) Genes que codificam resisténcia ou tolerancia a herbici-
das de auxina, tal como acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), e os
guais podem também conferir resisténcia ou tolerancia a herbicidas de
piridiléxi auxina, tais como fluroxipir ou triclopir. Exemplos de tais ge-
nes incluem o gene da enzima dioxigenase dependente de a-
cetoglutarato (add-12), descrito no documento WO 2007/053482 AZ2.
[00139] (G) Genes que codificam resisténcia ou tolerancia ao di-
camba (vide, por exemplo, Publicacdo de Patente dos Estados Unidos
N° 2003/0135879).

[00140] (H) Genes que conferem resisténcia ou tolerancia a herbici-
das que inibem a oxidase de protoporfirinogénio (PPO) (vide Patente
dos Estados Unidos N° 5.767.373).

[00141] (I) Genes que conferem resisténcia ou tolerancia a herbici-
das de triazina (tal como atrazina) e herbicidas derivados de ureia (tal
como diuron) os guais se ligam a proteinas do nucleo de centros de
reacao de fotossistema Il (PS Il) (vide Brussian et al., (1989) EMBO J.
1989, 8(4): 1237-1245).

3. Genes que Conferem ou Contribuem para um Traco d e Valor

Adicionado
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[00142] (A) Metabolismo de acidos graxos modificado, por exemplo,
através da transformacdo de milho ou Brassica com um gene antis-
senso ou desaturase de estearoil-ACP para aumentar o teor de acido
esteéarico na planta (Knultzon et al., 1992, Proc. Nat. Acad. Sci. USA
89: 2624).

[00143] (B) Teor de fitato reduzido:

[00144] (1) Introduc&o de um gene que codifica fitase, tal como o
gene de fitase de Aspergillus niger (Van Hartingsveldt et al., 1993 Ge-
ne 127: 87), o qual aumenta a decomposicdo de fitato, adicionando
mais fosfato livre a planta transformada.

[00145] (2) Poderia ser introduzido um gene que reduz o teor de
fitato. Em milho, por exemplo, isto pode ser obtido por meio de clona-
gem e, entédo, reintroducdo do DNA associado com o unico alelo que é
responsavel por mutantes de milho caracterizados por baixos niveis de
acido fitico (Raboy et al, 1990 Maydica 35: 383).

[00146] (C) Composicdo de carboidrato modificada causada, por
exemplo, pela transformacdo de plantas com um gene que codifica
uma enzima que altera o padrao de ramificacdo de amido. Exemplos
de tais enzimas incluem, gene de frutosiltransferase de Streptococcus
mucus (Shiroza et al., 1988, J. Bacteriol. 170: 810), gene de levansu-
crase de Bacillus subtilis (Steinmetz et al., 1985 Mol. Gen. Genel. 200:
220), a-amilase de Bacillus licheniformis (Pen et al, 1992, Bi-
o/Technology 10: 292), genes de invertase de tomate (Elliot et al,
1993), gene de amilase de cevada (Sogaard et al., 1993 J. Biol. Chem.
268: 22480) e enzima Il de ramificacdo de amido em endosperma de
milho (Fisher et al., 1993 Plant Physiol 102: 10450).

Transformacao

[00147] Métodos adequados para transformacéo de plantas incluem
gualquer método pelo qual o DNA pode ser introduzido em uma célula,

por exemplo, e sem limitagdo: eletroporacao (vide, por exemplo, Pa-
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tente dos Estados Unidos N° 5.384.253); bombardeam ento com mi-
croprojétil (vide, por exemplo, Patentes dos Estados Unidos N
5.015.580, 5.550.318, 5.538.880, 6.160.208, 6.399.861 e 6.403.865);
transformacédo mediada por Agrobacterium (vide, por exemplo, Paten-
tes dos Estados Unidos N* 5.635.055, 5.824.877, 5.591.616,
5.981.840 e 6.384.301); e transformacao de protoplastos (vide, por e-
xemplo, Patente dos Estados Unidos N° 5.508.184). Estes métodos
podem ser usados para transformar de forma estavel ou transitéria
uma planta.

[00148] Um construto de DNA pode ser introduzido diretamente no
DNA genbmico da célula de planta usando técnicas tais como agitacao
com fibras de carboneto de silicio (vide, por exemplo, Patentes dos
Estados Unidos N*® 5.302.523 e 5.464.765) ou construtos de DNA po-
dem ser introduzidos diretamente no tecido da planta usando métodos
biolisticos, tal como bombardeamento de particulas de DNA (vide, por
exemplo, Klein et al. (1987) Nature 327: 70-73). Alternativamente, o
construto de DNA pode ser introduzido na célula da planta atraves de
transformacdo com nanoparticulas (vide, por exemplo, Publicacdo de
Patente dos Estados Unidos N° 20090104700, a qual é aqui incorpo-
rada por referéncia na integra).

[00149] Além disso, transferéncia de genes pode ser obtida usando
bactérias que ndo Agrobacterium ou virus, tal como Rhizobium sp.
NGR234, Sinorhizoboium meliloti, Mesorhizobium loti, virus X da bata-
ta, virus mosaico da couve-flor e o virus mosaico do veio de mandioca
e/ou virus mosaico do tabaco. Vide, por exemplo, Chung et al. (2006)
Trends Plant Sci. 11 (1): 1-4.

[00150] Através da aplicacao de técnicas de transformacéo, células
de virtualmente todas as espécies de plantas podem ser transforma-
das de forma estavel e estas células podem ser desenvolvidas em

plantas transgénicas por meio de técnicas bem conhecidas. Por e-
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xemplo, técnicas que podem ser particularmente Gteis no contexto de
transformacéo de algodao séo descritas nas Patentes dos Estados U-
nidos N® 5.846.797, 5.159.135, 5.004.863 e 6.624.344; técnicas para
transformacédo de plantas Brassica sdo descritas, em particular, por
exemplo, na Patente dos Estados Unidos N°5.750.871 ; técnicas para
transformacéo de semente de soja sdo descritas, por exemplo, na Pa-
tente dos Estados Unidos N° 6.384.301; e técnicas para transforma-
cao de milho séo descritas, por exemplo, Patentes dos Estados Unidos
N® 7.060.876 e 5.591.616 e Publicacdo Internacional PCT WO
95/06722.

[00151] ApoOs realizar distribuicdo de um acido nucleico exdégeno a
uma célula receptora, uma célula transformada € geralmente identifi-
cada para posterior cultura e regeneracao de plantas. A fim de aprimo-
rar a capacidade de identificar transformantes, pode ser desejado usar
um gene marcador selecionavel com o vetor de transformacéo usado
para gerar o transformante. Em uma modalidade ilustrativa, uma popu-
lacdo de células transformadas pode ser avaliada expondo as células
a um agente ou agentes seletivos ou as células podem ser pesquisa-
das quanto ao trago do gene marcador desejado.

[00152] Células que sobrevivem a exposicdo a um agente seletivo
ou células que foram marcadas positivas em um ensaio de rastreio
podem ser cultivadas em meios que suportam a regeneracao de plan-
tas. Em uma modalidade, qualquer meio de cultura de tecido de planta
apropriado pode ser modificado pela inclusdo de outras substancias,
tais como reguladores de crescimento. Tecido pode ser mantido em
um meio de base com reguladores de crescimento tecidual suficientes
até que esteja disponivel para comecar esforcos de regeneracdo de
planta ou apos ciclos repetidos de selecdo manual, até que a morfolo-
gia do tecido seja adequada para regeneracao (por exemplo, pelo me-

nos 2 semanas), entédo, transferido para o meio propicio para disparar
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formacdo. As culturas sao transferidas periodicamente até que forma-
¢cao de rebentos suficiente tenha ocorrido. Uma vez que 0s brotos sao
formados, eles séo transferidos para meio propicio para a formacao de
raizes. Uma vez as raizes formadas sdo suficientes, as plantas podem
ser transferidas para o solo para crescimento e maturacao.

[00153] Para confirmar a presenca de um &cido nucleico desejado
compreendendo os construtos fornecidos em plantas em regeneracao,
uma variedade de ensaios podem ser realizados. Tais ensaios podem
incluir: ensaios de biologia molecular, tais como Southern e Northern
blotting e PCR; ensaios bioquimicos, tal como deteccédo da presenca
de um produto de proteina, por exemplo, por meios imunolégicos (E-
LISA, Western blot e/ou espectrofotometria de massa LC-MS) ou pela
funcdo enzimatica; ensaios de partes de plantas, tais como ensaios de
folha ou raiz; e/ou a analise do fendtipo da planta inteira regenerada.
[00154] Eventos transgénicos podem ser rastreados, por exemplo,
por amplificacdo por PCR usando, por exemplo, iniciadores de oligo-
nucleotideos especificos para as moléculas de acido nucleico de inte-
resse. Genotipagem por PCR deve ser entendida como incluindo, po-
rem sem limitacdes, amplificacdo de DNA gendmico por reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) derivado de tecido de caule da planta
hospedeira isolado que se espera conter uma molécula de acido nu-
cleico de interesse integrada no genoma, seguido por clonagem e ana-
lise convencionais da sequéncia dos produtos de amplificacdo por
PCR. Os métodos de genotipagem por PCR foram bem descritos (vi-
de, por exemplo, Rios et al (2002) Plant J. 32: 243-53) e podem ser
aplicados ao DNA gendmico derivado de qualquer espécie de planta
ou tipo de tecido, incluindo culturas de células.

[00155] Combinacdes de iniciadores de oligonucleotideo que se li-
gam tanto a sequéncia alvo guanto a sequéncia introduzida podem ser

usadas sequencialmente ou multiplexadas em reagdes de amplificacao
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por PCR. Iniciadores de oligonucleotideo concebidos para emparelhar
com o sitio alvo, sequéncias de acido nucleico introduzidas e/ou com-
binacdes de ambos podem ser produzidos. Assim, estratégias de ge-
notipagem por PCR podem incluir, por exemplo, e sem limitagdo: am-
plificacdo de sequéncias especificas no genoma da planta; amplifica-
cao de varias sequéncias especificas no genoma da planta; amplifica-
cao de sequéncias nado especificas no genoma da planta; e combina-
cOes de qualquer um dos precedentes. Agqueles versados na técnica
podem conceber combinacdes adicionais de iniciadores e reacdes de
amplificacdo para investigar o genoma. Por exemplo, um conjunto de
iniciadores de oligonucleotideo direto e reverso pode ser concebido
para emparelhar com sequéncia(s) de acido nucleico especifica(s) pa-
ra o alvo fora dos limites da sequéncia de acido nucleico introduzida.
[00156] Iniciadores de oligonucleotideos direto e reverso podem ser
concebidos para hibridizar especificamente com uma molécula de 4ci-
do nucleico introduzida, por exemplo, uma sequéncia que corresponde
a uma regido codificadora dentro de uma sequéncia de nucleotideos
de interesse compreendida na mesma ou outras partes da molécula de
acido nucleico. Iniciadores podem ser usados em conjunto com os ini-
ciadores descritos aqui. Os iniciadores de oligonucleotideo podem ser
sintetizados de acordo com uma sequéncia desejada e estdo comerci-
almente disponiveis (por exemplo, da Integrated DNA Technologies,
Inc., Coralville, 1A). A amplificacdo pode ser seguida por clonagem e
sequenciamento ou por analise direta de sequéncia dos produtos de
amplificacdo. Em uma modalidade, iniciadores de oligonucleotideo
especificos para o gene-alvo sdo empregados em amplificacdes por
PCR.

Método de Expressdo de um Transgene

[00157] Em uma modalidade, um método de expressdo de pelo

menos um transgene em uma planta compreende crescimento de uma
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planta compreendendo um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1 (SEQ ID
NO: 2) operativamente ligado a pelo menos um transgene. Em uma
modalidade, um método de expressdo de pelo menos um transgene
em uma célula de planta ou um tecido de planta compreende cultura
de uma célula de planta ou tecido de planta compreendendo um pro-
motor Ubi-1 de Z. luxurians v1 (SEQ ID NO: 2) operativamente ligado a
pelo menos um transgene.

[00158] Em uma modalidade, um método de expressdo de pelo
menos um transgene em uma planta compreende crescimento de uma
planta compreendendo um cassete de expressao génica compreen-
dendo um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1 (SEQ ID NO: 2) operati-
vamente ligado a pelo menos um transgene. Em outra modalidade, um
método de expressdo de pelo menos um transgene em uma célula de
planta ou tecido de planta compreende cultura de um tecido de planta
ou célula de planta compreendendo um cassete de expressdo génica
compreendendo um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1 (SEQ ID NO: 2)
operativamente ligado a pelo menos um transgene.

[00159] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende um cassete de expressdo génica compreen-
dendo um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1 (SEQ ID NO: 2) operati-
vamente ligado a um transgene, em que um promotor Ubi-1 de Z. luxu-
rians v1 (SEQ ID NO: 2) € compreendido de um promotor a montante
(SEQ ID NO: 4), 5'-UTR (SEQ ID NO: 6) e um intron (SEQ ID NO: 8).
Em uma modalidade, uma planta, células de tecido de planta ou planta
compreende um cassete de expressao génica compreendendo um
promotor Ubi-1 de Z. luxurians vl a montante (SEQ ID NO: 4), 5-UTR
(SEQ ID NO: 6) e um intron (SEQ ID NO: 8). Em uma modalidade,
uma planta, células de tecido de planta ou planta compreende um cas-
sete de expressao génica compreendendo um promotor Ubi-1 de Z.
luxurians v1 a montante (SEQ ID NO: 4), 5'-UTR (SEQ ID NO: 6) e um
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intron (SEQ ID NO: 8) de um gene Ubi-1 de Z. luxurians v1. Em uma
modalidade, uma planta, células de tecido de planta ou planta com-
preende um cassete de expressado génica compreendendo um promo-
tor Ubi-1 de Z. luxurians v1 a montante (SEQ ID NO: 4), 5-UTR (SEQ
ID NO: 6) e um intron (SEQ ID NO: 8) de um gene Ubi-1 de Z. luxuri-
ans vl.

[00160] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1. Em uma
modalidade, um promotor Ubi-1 de Z. luxurians vl pode ser SEQ ID
NO: 2. Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula de
planta compreende um cassete de expressdo génica compreendendo
um promotor, em que o promotor € pelo menos 80 %, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8% ou 100%
idéntico a SEQ ID NO: 2. Em uma modalidade, uma planta, tecido de
planta ou célula de planta compreende um cassete de expressao
compreendendo um gene promotor Ubi-1 de Z. luxurians vl que esta
operativamente ligado a um transgene. Em uma modalidade ilustrativa,
uma planta, tecido de planta ou célula de planta compreende um cas-
sete de expressao génica compreendendo um promotor Ubi-1 de Z.
luxurians v1 que estd operativamente ligado a um transgene, em que 0
transgene pode ser um transgene de resisténcia a inseticida, um
transgene de tolerancia a herbicida, um transgene de eficiéncia de uso
de nitrogénio, um transgene de eficiéncia de uso da agua, um transge-
ne de qualidade nutricional, um transgene de ligacdo a DNA, um
transgene de marcador selecionavel ou combina¢cfes dos mesmos.
[00161] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1 a montan-
te. Em uma modalidade, um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1 a mon-
tante pode ser a SEQ ID NO: 4. Em uma modalidade, uma planta, te-

cido de planta ou célula de planta compreende um cassete de expres-
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sao génica compreendendo um promotor a montante, em que 0 pro-
motor a montante é pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8% ou 100% idéntico a
SEQ ID NO: 4. Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou
célula de planta compreende um cassete de expressdo génica com-
preendendo um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1 a montante que esta
operativamente ligado a um transgene. Em uma modalidade ilustrativa,
uma planta, tecido de planta ou célula de planta compreende um cas-
sete de expressao génica compreendendo um promotor Ubi-1 de Z.
luxurians vl a montante que esta operativamente ligado a um transge-
ne, em que o transgene pode ser um transgene de resisténcia a inseti-
cida, um transgene tolerancia herbicida, um transgene de eficiéncia de
uso de nitrogénio, um transgene de eficiéncia de uso da agua, um
transgene de qualidade nutricional, um transgene de ligagdo a DNA,
um transgene de marcador selecionavel ou combina¢des dos mesmos.
[00162] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende uma sequéncia 5-UTR ou lider de Ubi-1 de Z.
luxurians v1. Em uma modalidade, uma 5-UTR ou sequéncia lider de
Ubi-1de Z. luxurians v1 pode ser um polinucleotideo de SEQ ID NO: 6.
Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula de planta
compreende um cassete de expressao génica compreendendo uma 5'-
UTR ou a sequéncia lider, em que a 5-UTR ou a sequéncia lider é pe-
lo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5%, 99,8% ou 100% idéntica & SEQ ID NO: 6. Em uma
modalidade, um cassete de expressdo génica compreende uma 5'-
UTR ou lider de Ubi-1 de Z. luxurians v1 que esta operativamente liga-
da a um promotor, em que o promotor € um promotor da ubiquitina ou
um promotor que se origina de uma planta (por exemplo, promotor de
ubiquitina-1 de Zea mays ou Zea luxurians), um virus (por exemplo,

promotor do virus mosaico do veio de mandioca) ou uma bactéria (por
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exemplo, Agrobacterium tumefaciens delta mas). Em uma modalidade,
uma planta, tecido de planta ou célula de planta compreende um cas-
sete de expressdo génica compreendendo uma 5-UTR ou sequéncia
lider de Ubi-1 de Z. luxurians v1 que esta operativamente ligada a um
transgene. Em uma modalidade ilustrativa, uma planta, tecido de plan-
ta ou uma célula de planta compreende um cassete de expressao gé-
nica compreendendo uma 5-UTR ou sequéncia lider de Ubi-1 de Z.
luxurians v1 que esta operativamente ligada a um transgene, em que 0
transgene pode ser um transgene de resisténcia a inseticida, um
transgene de tolerancia a herbicidas, um transgene de eficiéncia de
uso de nitrogénio, um transgene de eficiéncia de uso da agua, um
transgene de qualidade nutricional, um transgene de ligagdo a DNA,
um transgene de marcador selecionavel ou combina¢des dos mesmos.
[00163] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende um intron de Ubi-1. Em uma modalidade, uma
planta, tecido de planta ou célula de planta compreende um intron de
Ubi-1 de Z. luxurians v1. Em uma modalidade, um intron de Ubi-1 de
Z. luxurians v1 pode ser um polinucleotideo de SEQ ID NO: 8. Em uma
modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula de planta compre-
ende um cassete de expressdo génica compreendendo um intron, em
gue o intron é pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, 99,8% ou 100% idéntico & SEQ ID
NO: 8. Em uma modalidade, um cassete de expressao génica com-
preende um intron de Ubi-1 de Z. luxurians v1 que esta operativamen-
te ligado a um promotor, em que o promotor é um promotor de ubiqui-
tina ou um promotor que se origina de uma planta (por exemplo, pro-
motor de ubiquitina-1 de Zea mays ou Zea luxurians), um virus (por
exemplo, veia promotor do virus do mosaico da mandioca) ou uma
bactéria (por exemplo, Agrobacterium tumefaciens delta mas). Em

uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula de planta
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compreende um cassete de expressado génica compreendendo um in-
tron de Ubi-1 de Z. luxurians v1 que esta operativamente ligado a um
transgene. Em uma modalidade ilustrativa, uma planta, tecido de plan-
ta ou uma célula de planta compreendendo um cassete de expressao
génica compreende um intron de Ubi-1 de Z. luxurians v1 que esta o-
perativamente ligado a um transgene, em que o transgene pode ser
um transgene de resisténcia a inseticida, um transgene de tolerancia a
herbicida, um transgene de eficiéncia de uso de nitrogénio, um trans-
gene de eficiéncia de uso da agua, um transgene de qualidade nutri-
cional, um transgene de ligacdo a DNA, um transgene de marcador
selecionavel ou combinacdes dos mesmos.

[00164] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende um cassete de expressdo génica compreen-
dendo um promotor Ubi-1 de Z. luxurians v1 a montante, intron de Ubi-
1 e uma 5-UTR de Ubi-1 que estdo operativamente ligados a um
transgene. O promotor Ubi-1 de Z. luxurians, intron de Ubi-1 e 5-UTR
de Ubi-1 podem ser operativamente ligados a diferentes transgenes
dentro de um cassete de expressao génica quando um cassete de ex-
pressdo génica inclui dois ou mais transgenes. Em uma modalidade
ilustrativa, um cassete de expressao génica compreende um promotor
Ubi-1 de Z. luxurians v1 que esté operativamente ligado a um transge-
ne, em que o transgene pode ser um transgene de resisténcia a inseti-
cida, um transgene de tolerancia a herbicida, um transgene de eficién-
cia de uso de nitrogénio, um transgene eficiéncia de uso da agua, um
transgene de qualidade nutricional, um transgene de ligagdo a DNA,
um transgene de marcador selecionavel ou combina¢cdes dos mesmos.
Em uma modalidade ilustrativa, um cassete de expressao génica com-
preende um intron de Ubi-1 de Z. luxurians v1 que esta operativamen-
te ligado a um transgene, em que o0 transgene pode ser um transgene

de resisténcia a inseticida, um transgene de tolerancia a herbicida, um
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transgene de eficiéncia de uso de nitrogénio, um transgene de eficién-
cia de uso da agua, um transgene de qualidade nutricional, um trans-
gene de ligacdo a DNA, um transgene de marcador selecionavel ou
combinagdes dos mesmos. Em uma modalidade, um cassete de ex-
pressdo génica compreende um intron de Ubi-1 de Z. luxurians v1 que
esta operativamente ligado a um promotor, em que 0 promotor é um
promotor de ubiquitina ou um promotor que se origina de uma planta
(por exemplo, um promotor de ubiquitina-1 de Zea mays ou Zea luxuri-
ans), um virus (por exemplo, promotor do virus mosaico do veio de
mandioca) ou uma bactéria (por exemplo, Agrobacterium tumefaciens
delta mas). Em uma modalidade ilustrativa, um cassete de expressao
génica compreende uma 5'-UTR de Ubi-1 de Z. luxurians v1 gque esta
operativamente ligada a um transgene, em que o transgene pode ser
um transgene de resisténcia a inseticida, um transgene de tolerancia a
herbicidas, um transgene de eficiéncia de uso de nitrogénio, um trans-
gene de eficiéncia de uso da agua, um transgene de qualidade nutri-
cional, um transgene de ligacdo a DNA, um transgene de marcador
selecionavel ou combinacdes dos mesmos.

[00165] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta compreende um vetor compreendendo um elemento regula-
dor de promotor génico constitutivo, conforme descrito aqui. Em uma
modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula de planta compre-
ende um vetor compreendendo um elemento regulador de promotor
génico constitutivo, conforme descrito aqui, operativamente ligado a
um transgene. Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou
célula de planta compreende um vetor compreendendo um cassete de
expressao génica, conforme descrito aqui. Em uma modalidade, um
vetor pode ser um plasmideo, um cosmideo, um cromossoma bacteri-
ano artificial (Bacterial Artificial Chromosome - BAC), um bacteriéfago

ou um fragmento de virus.
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[00166] Em uma modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula
de planta de acordo com os métodos descritos aqui pode ser de uma
planta monocotiledénea. A planta, tecido de planta ou célula de planta
monocotiledbnea pode ser, porém sem limitacdes, milho, arroz, trigo,
cana-de-acucar, cevada, centeio, sorgo, orquideas, bambu, banana,
capim rabo-de-gato, lirios, aveia, cebola, milho, trigo e triticale. Em ou-
tra modalidade, uma planta, tecido de planta ou célula de planta de
acordo com os métodos descritos aqui pode ser uma planta dicotiledo-
nea. A planta, tecido de planta ou célula de planta dicotiledénea pode
ser, porém sem limitagcfes, colza, canola, mostarda Indiana, mostarda
da Etidpia, soja, girassol e algodao.

[00167] Em relacdo a producéo de plantas geneticamente modifica-
das, métodos para a engenharia genética de plantas sdo bem conhe-
cidos na técnica. Por exemplo, foram desenvolvidos varios métodos
para transformacgao de plantas, incluindo protocolos de transformacao
bioldgica e fisica para plantas dicotiledéneas, bem como plantas mo-
nocotiledéneas (por exemplo, Goto-Fumiyuki et al., Nature Biotech 17:
282-286 (1999); Miki et al., Methods in Plant Molecular Biology and
Biotechnology, Glick, B. R. e Thompson, J. E. Eds., CRC Press, Inc.,
Boca Raton, paginas 67-88 (1993)). Além disso, vetores e métodos
para cultura in vitro de células de plantas ou para transformacéo e re-
generacdo de tecidos de plantas estdo disponiveis, por exemplo, em
Gruber et al., Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology,
Glick, B. R. e Thompson, J. E. Eds., CRC Press, Inc., Boca Raton, pa-
ginas 89-119 (1993).

[00168] Agueles versados na técnica reconhecerdo que, apés a se-
guéncia exdgena ser estavelmente incorporada em plantas transgéni-
cas e confirmada como operavel, ela pode ser introduzida em outras
plantas por meio de cruzamento sexual. Qualquer uma de uma série

de técnicas de reproducdo convencionais pode ser usada, dependen-
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do da espécie a ser cruzada.

[00169] Uma célula de planta, caule, tecido ou planta transformada
pode ser identificada e isolada através de selecéo ou rastreio do mate-
rial de planta manipulado quanto a tracos codificados pelos genes
marcadores presentes no DNA de transformacgao. Por exemplo, sele-
cado pode ser realizada através de crescimento do material de planta
manipulado em um meio contendo uma quantidade inibidora do antibi-
otico ou herbicida ao qual o elemento génico confere resisténcia a
transformacdo. Além disso, as células transformadas também podem
ser identificadas rastreando a atividade de quaisquer genes marcado-
res visiveis (por exemplo, genes de YFP, GFP, B-glucuronidase, lucife-
rase, B ou C1) que possam estar presentes nos construtos de acido
nucleicos recombinantes. Tais metodologias de rastreio e sele¢ao séao
bem conhecidas por agueles versados na técnica.

[00170] Meétodos fisicos e bioquimicos também podem ser usados
para identificar transformantes de plantas ou células de plantas que
contém os construtos génicos inseridos. Estes métodos incluem, po-
rém sem limitacdes: 1) analise de Southern ou amplificacdo por PCR
para detectar e determinar a estrutura do inserto de DNA recombinan-
te; 2) Northern blot, protecdo com RNase S1, extenséo de iniciadores
ou amplificagcdo por PCR com transcriptase reversa para detectar e
analisar transcritos de RNA dos construtos génicos; 3) ensaios enzi-
maticos para deteccdo de atividade enzimatica ou ribozima onde tais
produtos génicos sao codificados pelo construto génico; 4) analise de
Sequenciamento de Proxima Geracdao; 5) eletroforese em gel de prote-
ina, técnicas de Western blot, imunoprecipitacdo ou imunoensaios li-
gados a enzima (ELISA) onde os produtos do construto génico sao
proteinas. Outras técnicas, tais como hibridizac¢do in situ, coloragéo
enzimatica e imunocoloracdo, também pode ser usadas para detectar

a presenca ou expressdo do construto recombinante em 6rgaos e teci-
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dos especificos de uma planta. Métodos para fazer todos esses ensai-
0s sdo bem conhecidos por aqueles versados na técnica.

[00171] Efeitos da manipulacdo génica usando os métodos descri-
tos aqui podem ser observados, por exemplo, através de Northern
blot do RNA (por exemplo, mRNA) isolado de tecidos de interesse.
Tipicamente, se 0 mMRNA esta presente ou a quantidade de mRNA
aumentou, pode-se presumir que o transgene correspondente esta
sendo expresso. Outros métodos de medicdo de atividade do gene
ou polipeptideo codificado podem ser usados. Diferentes tipos de en-
saios enzimaticos podem ser usados, dependendo do substrato em-
pregado e do método de detec¢do do aumento ou diminuicdo de um
produto ou subproduto de reacdo. Além disso, os niveis do polipepti-
deo expresso podem ser medidos imunoquimicamente, isto €, usando
ELISA, RIA, EIA e outros ensaios com base em anticorpos bem co-
nhecidos por aqueles versados na técnica, tal como por meio de en-
saios de deteccdo eletroforéticos (com coloracdo ou Western blot-
ting). Como um exemplo ndo limitativo, a deteccdo das proteinas
AAD-1 (dioxigenase de ariléxialcanoato; vide documento WO
2005/107437) e PAT (N-acetil-transferase de fosfinotricina), EC
2.3.1.183) usando um ensaio ELISA é descrita na Publicacdo de Pa-
tente dos Estados Unidos N°20090093366, a qual € a qui incorporada
por referéncia na integra. O transgene pode ser expresso seletiva-
mente em alguns tipos de tecidos ou células de planta ou em alguns
estagios de desenvolvimento ou o0 transgene pode ser expresso em
praticamente todos os tecidos da planta, substancialmente ao longo
de todo seu ciclo de vida. No entanto, qualguer modo de expressao
combinatorial também € aplicavel.

[00172] A presente descricdo também abrange sementes de plan-
tas transgénicas descritas acima, em que a semente tem o transgene

ou construto génico. O presente relatério descritivo abrange ainda a
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descendéncia, clones, linhagens de células ou células de plantas
transgénicas descritas acima, em que a dita descendéncia, clone, cé-
lula ou linhagem de células tem o transgene ou construto génico.
[00173] Embora a invencédo tenha sido descrita com referéncia a
métodos e modalidades especificas, serd apreciado que varias modifi-
cacOes e alteracOes podem ser feitas sem se afastar da invencao.
EXEMPLOS

Exemplo 1: Identificacao e Isolamento de Novo Promotor

[00174] Uma nova sequéncia promotora do gene Ubi-1 de Z. luxuri-
ans vl foi amplificada usando reacdo em cadeia de polimerase (Poly-
merase Chain Reaction - PCR). Oligonucleotideos (Tabela 1) concebi-
dos para amplificar o novo promotor, Z. luxurians v1, foram derivados
de regides conservadas da sequéncia promotora Ubi-1 de Z. mays c.v.
B73, a qual serviu como controle. Um produto de PCR foi obtido a par-
tir de Z. luxurians v1 e foi caracterizado.

[00175] O produto de PCR compreendendo o novo promotor foi
clonado em vetores Topo™ usando Invitrogen Zero Blunt® TOPO®
PCR Cloning Kit de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Um mapa
de vetor mostrando o plasmideo clonado compreendendo o produto de
PCR do novo promotor é fornecido. O plasmideo pDAB105710 corres-

ponde a Z. luxurians v1 (Figura 2).

Tabela 1: iniciadores usados para amplificag&do por PCR de novos promotores
Ubi-1

Seq.
ID No:
Iniciador direto: GCTACCGCGGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATG 9
Iniciador reverso: AGTCAGGTACCCTGCAGAAGTAACACCAAACAACAG| 10

A sequéncia promotora especifica dos iniciadores de PCR esta sublinhada.

A sequéncia do iniciador localizada 5' a montante d  a sequéncia promotora
especifica € uma sequéncia ligante usada para clona gem.

[00176] ApOs clonagem, o inserto do promotor contendo o produto
de PCR foi sequenciado usando métodos conhecidos por aqueles ver-

sados na técnica. As sequéncias de polinucleotideos do promotor de
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Z. luxurians v1 (Figura 4) foram computacionalmente alinhadas e sub-
sequentemente analisadas por homologia de sequéncia com a se-
guéncia de controle de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (Figura 3). Métodos
de bioinformatica e/ou programas de software conhecidos por aqueles
versados na técnica, tais como ClustalW ou Sequencher, foram usa-
dos para realizar a andlise de homologia de sequéncia.

Exemplo 2: Caracterizacdo do Novo Promotor

[00177] Analise de homologia de sequéncia (Figuras 3-7), incluindo
alinhamento de sequéncia e comparagao com a sequéncia de controle
de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (SEQ ID NO: 1; Figura 3) revelou um no-
vo promotor Ubi-1 para posterior caracterizacdo. Observou-se também
gue a nova sequéncia do promotor Ubi-1, obtida a partir de Z. luxuri-
ans vl (SEQ ID NO: 2; Figura 4), compreendia sequéncias de polinu-
cleotideos constituidas de trés regifes distintas: 1) uma regido de
promotor a montante (SEQ ID NO: 4), 2) uma 5-UTR (SEQ ID NO: 6)
e 3) um intron (SEQ ID NO: 8). As regides do promotor e elementos
especificos do promotor de Z. luxurians v1 foram analisados por homo-
logia de sequéncia com a sequéncia de controle de Ubi-1 de Z. mays
c.v. B73 (Figuras 5-7). Mais especificamente, alinhamento da sequén-
cia foi realizado para comparar, independentemente, elementos regu-
ladores promotor a montante, 5-UTR e regides intronicas, bem como a
caixa TATA e Elemento de Choque Térmico (Heat Shock Element -
HSE) do promotor de Z. luxurians vl com as regides correspondentes
da sequéncia de controle de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (Figuras 5-7,
Tabela 2).

Tabela 2: homologia de sequéncia (%) entre promotor Ubi-1 de Z. mays B73 e
novo promotor Ubi-1

Elemento
Promotor ] . Caixa de
Promotor Total 5'-UTR / lider | Intron
a montante TATA | Choque
Térmico
Z. luxurians vi| 90,4 87,8 98,8 91,7 100 100
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[00178] A Figura 5 mostra o alinhamento de sequéncias das regioes
promotoras a montante do promotor de Z. luxurians vl comparado
com a regiao promotora a montante da sequéncia do promotor Ubi-1
de Z. mays c.v. B73 de controle. A Figura 6 mostra o alinhamento de
sequéncia da 5-UTR ou sequéncia lider do promotor de Z. luxurians
vl comparado com a 5'-UTR ou sequéncia lider da sequéncia do pro-
motor Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 de controle. A Figura 7 mostra o ali-
nhamento de sequéncias das regides introbnicas de Ubi-1 de Z. luxuri-
ans v1 comparado com a sequéncia intrénica da sequéncia do promo-
tor Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 de controle.

[00179] Os elementos promotores obtidos a partir de Z. luxurians v1
mostraram 90,4% de identidade de sequéncia total (Tabela 2) a se-
guéncia de Ubi-1 de Z. mays c.v. B73. Caracterizacdo da nova se-
guéncia promotora de Z. luxurians v1 confirmou que a maior parte dos
elementos reguladores do promotor (isto €, uma caixa TATA ou Ele-
mento de Choque Térmico) tipicamente encontrados em um promotor
funcional também estavam altamente conservados dentro das regides
promotoras centrais do gene Ubi-1 de Z. luxurians v1 (Tabela 2). Por
exemplo, a Figura 5 mostra uma caixa TATA altamente conservada
(pares de bases 869-876 mostrados sublinhados) que foi identificada e
se descobriu estar localizada aproximadamente 50 pb 5 a montante
do TSS na regiao promotora a montante do novo promotor Ubi-1 de Z.
luxurians v1. Embora apenas pequenos niveis de variacdo fossem ob-
servados na regido 5-UTR ou na sequéncia lider do novo promotor
Ubi-1 de Z. luxurians v1 (Figura 4), o qual tinha 98,8% de homologia
de sequéncia com a sequéncia controle Ubi-1 de Z. mays c.v. B73
(Figura 6), areas de menor conservacao da sequéncia na regiao pro-
motora a montante (Figura 5) e a regido intrénica (Figura 7) também
foram identificadas.

[00180] As regides promotoras a montante do promotor Ubi-1 de Z.
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luxurians v1 mostraram variagdo em relacdo ao promotor Ubi-1 a mon-
tante de Z. mays c.v. B73-, tendo apenas 87,8% de homologia de se-
guéncia (Tabela 2). A maioria das diferencas identificadas na regiéao
promotora a montante de Z. luxurians vl compreendiam exclusoes,
substituicbes e/ou combinacdes errbneas de nucleotideos (Figura 5).
Em particular, uma excluséo de 12-13 pb localizada dentro 12-13pb 5'
a montante do elemento promotor caixa TATA foi encontrada no pro-
motor Ubi-1 de Z. luxurians v1 (pares de bases 773-784 mostrados em
retangulo). Similarmente, a Figura 5 mostra dois Elementos de Choque
Térmico (Heat Shock Element - HSE) sobrepostos (sequéncias de pa-
res de bases 457-481 e 482-500, respectivamente, mostradas envolvi-
das em circulo) que nédo foram conservados no novo promotor Ubi-1
de Z. luxurians v1 analisado neste estudo.

[00181] Além disso, h& outros motivos reguladores na regido a
montante do promotor-Ubi-1 que se estendem 100-200 pb 5 a mon-
tante do TSS. Estes motivos se ligam a fatores de transcricdo que inte-
ragem com o complexo de inicio de transcricdo e facilitam sua monta-
gem, melhoram sua estabilidade ou aumentam a eficiéncia de escape
do promotor uma vez que a maquinaria transcricional desativa (PE-
REMARTI et al. 2010). Assim, exclusdes, substituicdes e combinacgdes
errdneas dentro desta regido reguladora, tal como observado no pro-
motor Ubi-1 de Z. luxurians v1 (Figura 5), podem afetar potencialmente
tanto a intensidade quanto a especificidade do promotor.

[00182] Variagdo de sequéncia também foi identificada nas regides
intronicas do promotor Ubi-1 de Z. luxurians. Embora o novo promotor
Ubi-1 de Z. luxurians v1 compartilhe niveis relativamente conservados
de identidade de sequéncia (isto €, 91,7%) com a sequéncia do pro-
motor Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 de controle (Tabela 2), a sequéncia
intrénica do promotor de Z. luxurians v1 também continha duas exclu-

sOes significativas de aproximadamente 17 pb e 8 pb, respectivamente



68/80

(Figura 7) que nao foram identificadas na sequéncia de controle. A ex-
clusédo de 17 pb estava localizada a aproximadamente 195 pb 3' a ju-
sante do TSS (pares de bases 120-136, mostrados no retangulo) e a
exclusao de 8 pb estava localizada aproximadamente 710 pb 3' a ju-
sante do TSS (pares de bases 626-633, mostrados sublinhados).

Exemplo 3: Construcdo de vetor de expressao génica usando 0S no-

VOS promotores

[00183] Salvo indicacdo em contrario, as manipulacdes bioguimicas
e bioldégicas moleculares descritas neste e nos Exemplos subsequen-
tes foram realizadas por meio de metodologias convencionais confor-
me descrito, por exemplo, em Ausubel et al. (1995) e Sambrook et al.
(1989) e atualizacbes dos mesmos. Os construtos usados nos experi-
mentos sdo descritos em maiores detalhes abaixo (Tabela 3).

[00184] O promotor de Z. luxurians que compreende o0 promotor a
montante, 5'-UTR e regides intronicas, conforme descrito anteriormen-
te, foi extraido do gene Ubi-1 de espécies Z. luxurians e os amplicons
de PCR foram purificados em gel usando QIAquick Gel Extraction Kit®
(Qiagen Carlsbad, CA). A sequéncia de polinucleotideo do promotor
foi, entdo, clonada em um Gateway Entry Vector® (Invitrogen) usando
métodos de clonagem convencionais conhecidos na técnica. O Gate-
way Entry Vector® resultante compreendendo a sequéncia do promo-
tor Ubi-1 para Z. luxurians v1 foi confirmado através de digestdo por
restricdo e sequenciamento. Um vetor de entrada de controle compre-
endendo a sequéncia do promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 também
foi clonado em um Gateway Entry Vector® usando métodos de clona-
gem convencionais na técnica.

[00185] Além das sequéncias promotoras Ubi-1, o vetor de entrada
também compreendia o gene reporter proteina fluorescente amarela
da espécie Phialidium (PhiYFP; Shagin, D. A., (2004) Mol Biol Evol.

21; 841-50), com um intron ST-LS1 incorporado na sequéncia (Van-
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canneyt, G., (1990) Mol Gen Genet. 220; 245-50) e a regiao 3'-UTR do
gene de peroxidase 5 de Zea mays (ZmPer5; Patente dos Estados U-
nidos N° 6.699.984). Mapas de vetores mostrando os vetores de en-
trada clonados compreendendo cada uma das sequéncias promotoras
séo fornecidos. O construto pDAB105742 corresponde ao vetor de en-
trada de controle que compreende a sequéncia promotora Ubi-1 de Z.
mays c.v. B73. O construto pDAB105737 corresponde ao vetor de en-
trada compreendendo a sequéncia promotora de Z. luxurians v1. As-
sim, vetores de entrada que compreendem cassetes de expressao gé-
nica compreendendo um promotor Ubi-1 de uma espécie Zea, 0 gene
PhiYFP e a 3-UTR ZmPer5 foram estabelecidos.

[00186] Conforme descrito na Tabela 3, um construto de vetor de
expressao binario compreendendo o gene reporter PhiYFP comanda-
do pela nova sequéncia promotora e terminado pela 3'-UTR ZmPer5
foi construido. Vetores de transformacdo ou expressao para transfor-
macao de embrides de milho mediada por Agrobacterium foram cons-
truidos usando métodos de clonagem convencionais e reacdes de re-
combinacdo Gateway® empregando um vetor de destino binario con-
vencional, pDAB101917, e os vetores de entrada compreendendo os
cassetes de expressao génica conforme descrito acima.

[00187] O vetor de destino binario, pDAB101917, compreendia um
gene de tolerancia a herbicida, acetiltransferase de fosfinotricina (PAT,;
Wehrmann et al., 1996, Nature Biotechnology 14: 1274-1278). No ve-
tor pDAB101917, expresséo do gene PAT estava sob o controle de um
promotor Ubi-1, 5-UTR e intron de Z. mays. O vetor pDAB101917
também compreendia uma regido 3-UTR do gene de lipase de Z.
mays (ZmLip; Patente dos Estados Unidos N° 7.179.902). A 3'-UTR
ZmLip foi usada para terminar a transcricdo do mRNA de PAT. A rea-
cao de recombinacdo Gateway® permitiu a insercéo de cada vetor de

entrada compreendendo o cassete de expressdo génica (isto é, um
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promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 ou Z. luxurians v1, o gene PhiYFP
e a 3-UTR ZmPer5) no vetor de destino binario pDAB101917. Os veto-
res de entrada foram inseridos no vetor de destino pDAB101917 entre
as bordas de T-DNA A e B e a montante do cassete de expressao de
PAT.

Tabela 3: Construcéo de vetor de expressao génica b  inério

Construto de vetor de
Construto de vetor de entrada .
destino
Construto de
Gene )
vetor Promotor |Transgene | 3'-UTR | Promotor . 3'-UTR |Figura
o repoérter
binario
Ubi-ldez) Ubi-1 de Z. .
pDAB105748| mays c.v. | PhiYFP |ZmPer5 mavs PAT |ZmLip| 8
B73 4
Ubi-1 de Z.
o . Ubi-1 de Z. .
pDAB105743| luxurians | PhiYFP |ZmPer5 mays PAT |ZmLip| 9
vl

[00188] Mapas de vetores mostrando o construto de expressao bi-
nario, pDAB101917, com o0s cassetes de expressao génica compreen-
didos de um promotor Ubi-1 de Z. mays ou Z. luxurians, o gene
PhiYFP e a 3-UTR ZmPer5 incorporados sao fornecidos. O construto
de controle, pDAB105748, corresponde ao cassete de expressao gé-
nica compreendendo o promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 (Figura 8).
Além disso, o construto pDAB105743 corresponde ao cassete de ex-
pressao génica compreendendo a sequéncia do promotor Ubi-1 de Z.
luxurians v1 (Figura 9).

Exemplo 4: Transformacéo de Plantas

[00189] Construtos de vetor binario, pDAB105748 (Z. mays c.v.
B73) e pDAB105743 (Z. luxurians v1) foram, cada um, transformados

na cepa de Agrobacterium tumefaciens, EHA101, usando meétodos
convencionais de transformac&o conhecidos na técnica. Colonias bac-
terianas foram isoladas e o plasmideo de DNA binario foi extraido, pu-

rificado e confirmado através de digestdo com enzimas de restricao.
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[00190] Transformacéo de plantas de milho foi feita de acordo com
0 protocolo descrito em Vega et al, 2008, Plant Cell Rep. 27: 297-305
0 qual emprega transformacdo mediada por Agrobacterium e o gene
de acetiltransferase de fosfinotricina (PAT; Wehrmann et al., 1996, Na-
ture Biotechnology 14: 1274-1278) como um marcador selecionavel
em planta. Culturas de Agrobacterium tumefaciens compreendendo o0s
construtos de vetores binarios (descritos acima) foram usadas para
transformar plantas Z. mays c.v. Hi-ll e produzir eventos de milho
transgénico no primeiro round, Ty (Tabela 4). Os embrides zigéticos
imaturos foram produzidos, preparados e colhidos 2,5 meses apos
transformacéao.

[00191] Resultados de transformacao para 0s construtos de ex-
pressao génica individuais sédo ainda descritos na Tabela 4. O nimero
total de embrides produzidos, 0 numero total de eventos transgénicos
observados no estagio de caule e na planta inteira, bem como a per-
centagem de eficiéncia global de transformacéo séo descritos. A efici-
éncia global de transformacdo dos construtos de expressao binarios é
menor do que previamente reportado (Vega et al., 2008) em virtude ao

fraco vigor dos embrifes em varios experimentos.

Tabela 4: Primeiro ciclo, T o, resultados de transformacé&o de milho

Construto de Total # Numero Numero de Eficiéncia
Vetor binério EmbriGes de caule eventos transgénicos (%)
pDAB105748 545 221 33 6,1
pDAB105743 632 228 28 4.4

Exemplo 5: Analise de Numero de Copias de Transgene

[00192] A integracado estavel do transgene PhiYFP dentro do geno-
ma das plantas Z. mays transgénicas foi confirmada por meio de um
ensaio de sonda de hidrélise. Plantulas Z. mays transgénicas estavel-
mente transformadas que se desenvolveram a partir de caule foram ob-
tidas e analisadas para identificar eventos que continham um baixo nu-

mero de copias (1-2 cépias) de insertos de T-fita de comprimento total.
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[00193] O sistema Roche Light Cycler480™ foi usado para determi-
nar o niamero de copias do transgene. O método utilizou uma reacao
TagMan® biplex que empregou oligonucleotideos especificos para o
gene yfp e 0 gene de referéncia enddgeno de Z. mays, invertase (Aces-
so Genbank N% U16123.1), em um unico ensaio. O num ero de coépias e
zigosidade foram determinados medindo-se a intensidade de fluores-
céncia yfp-especifica em relacdo a fluorescéncia invertase-especifica,
guando comparado com padrdes de numero de copias conhecidos.
[00194] Um fragmento de DNA gene PhiYFP-especifico foi amplifi-
cado com um conjunto de iniciador/sonda para TagMan® contendo
uma sonda marcada com corante fluorescente FAM™ e Zminv foi am-
plificado com um segundo conjunto de iniciador/sonda para TagMan®
contendo uma sonda marcada com fluorescéncia HEX™ (Tabela 5).
Iniciadores e sondas para analise do numero de copias foram comer-
cialmente sintetizados pela Integrated DNA Technologies (Coralville,
IA). A porcao fluorescente FAM™ foi excitada em uma densidade 6pti-
ca de 465/510 nm e a porcao fluorescente HEX™ foi excitada em uma
densidade optica de 533/580 nm.

[00195] As reacOes de PCR foram preparadas em um volume final
de reacéo de 10 ul usando reagentes conforme descrito na Tabela 6.
Os fragmentos de DNA gene especificos foram amplificados de acordo
com as condi¢cBes de ciclo térmico apresentadas na Tabela 7. O nu-
mero de coOpias e zigosidade das amostras foram determinados me-
dindo a intensidade relativa de fluorescéncia especifica para o gene
repérter, PhiYFP, a fluorescéncia especifica para o gene de referéncia,
Zminv, em comparagdo com padrdes de numero de cépia conhecidos.
[00196] Os padrdes foram criados através de diluicdo do vetor,
pDAB108706, em DNA gendmico de Z. mays B104 (gDNA) para obter
padrées com uma relagdo conhecida de pDAB108706:gDNA. Por e-

xemplo, amostras tendo uma; duas; e quatro copia(s) do DNA de vetor
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por uma copia do gDNA de Z. mays B104 foram preparadas. Dilui¢cdes
de uma e duas coépias do pDAB108706 misturado com o padrdo de
gDNA de Z. mays B104 foram validadas contra um evento de Z. mays
de controle que era conhecido por ser hemizigético e um evento de Z.
mays de controle que era conhecido por ser homozigético (isto é, e-
vento 278 de Z. Mays; vide Publicacdo de Patente Internacional PCT
N°WO 2011/022469 A2).

[00197] Um ensaio TagMan® biplex que utiliza oligonucleotideos
especificos para o gene PAT e o gene enddgeno de referéncia, Zminv,
foi realizado por amplificacdo e deteccdo de um fragmento de DNA
gene-especifico para PAT com um conjunto de iniciador/sonda para
TagMan® contendo uma sonda marcada com corante fluorescente
FAM e por amplificacdo e deteccdo de o gene enddgeno de referén-
cia/controle Zminv (Tabela 5). A mistura de reacdo para TagMan® de
PAT foi preparada conforme descrito na Tabela 6 e os fragmentos es-
pecificos foram amplificados de acordo com as condi¢cdes apresenta-
das na Tabela 7.

[00198] Os resultados da analise do numero de copias do transge-
ne nas plantas transgénicas obtidas através de transformacdo com
diferentes construtos de promotor sdo mostrados na Tabela 8. Apenas
plantas com 1-2 cépias do transgene PhiYFP foram transferidas para a

estufa para outras analises de expressao.

Tabela 5: Iniciadores e sondas para ensaios de nime  ro de copias

SEQ ID
Gene Iniciador/Sonda Sequéncia de nucleotideos NQO'
Iniciador direto CGTGTTGGGAAAGAACTTGGA 11
Iniciador reverso CCGTGGTTGGCTTGGTCT 12
PhiYFP
Sonda (marcador fluo-
o 5'FAM/CACTCCCCACTGCCT 13
rescente/sequéncia)
Iniciador Direto TGGCGGACGACGACTTGT 14
controle Iniciador reverso AAAGTTTGGAGGCTGCCGT 15
Zminv | Sonda (marcador fluo- |5'HEX/CGAGCAGACCGCCGTGTAC 16
rescente/sequéncia) |TT
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Tabela 5: Iniciadores e sondas para ensaios de nime  ro de copias
- A . SEQ ID
Gene Iniciador/Sonda Sequéncia de nucleotideos NQO'
Iniciador direto ACAAGAGTGGATTGATGATCTA- 17
GAGAGGT
Iniciador reverso CTTTGATGCCTATGTGACACGTA- 18
PAT AACAGT
Sonda (marcador fluo- |S'FAM/GGTGTTGTGGCTGGTATTG 19
rescente/sequéncia) |CTTACGCTGG

Tabela 6: Reagentes para reacao de PCR para numero

de copias Tagman®

Concentragcdo  Volume  Concentragéo
Reagente i

de trabalho (un final
Agua -- 0.5 --
Roche LightCycler Master Mix 2X 5 1X
Iniciador direto PhiYFP 10 uM 0,4 400 nM
Iniciador reverso PhiYFP 10 uM 0,4 400 nM
Sonda PhiYFP marcada com FAM 5uM 0,4 200 nM
Iniciador direto Zminv 10 uM 0,4 400 nM
Iniciador reverso Zminv 10 uM 0,4 400 nM
Sonda Zmlnv marcada com HEX 5uM 0,4 200 nM
Polivinilpirrolidona (PVP) 10% 0,1 0,10%
Modelo de DNA gendmico ~5 ng/ul 2 10 ng/ul

Tabela 7: Condic¢des de ciclo térmico para amplifica

¢céo por PCR para numero

de copias
Etapa de PCR Temperatura (°C) Tempo Numero de Ciclos
1 95 10 minutos 1
95 10 segundos
2 58 35 segundos 40
72 1 segundos
3 40 10 segundos 1

Tabela 8: Analise de nimero de cépias de transgene

de plantas transgénicas

Eventos ) o o
Construto _ Simples (1-2 copias) |Complexos ( >2 copias)
analisados
105748 21 15 6
105743 22 4 18
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Exemplo 6: Quantificacao por ELISA de PhiYFP e Proteinas PAT

[00199] As plantas foram colhidas no estagio de desenvolvimento
V4-5 usando ensaios ELISA de folhas. As amostras foram coletadas
em placas com tubos de coleta com 96 cavidades e 4 discos de folhas
(tamanho de um furo feito com um perfurador de papel) foram tomadas
para cada amostra. Dois BBs de 4,5 mm (Daisy Corporation, Roger,
AR) e 200 pyL de tampé&o de extracdo [1x PBS suplementado com
Tween-20 a 0,05% e BSA a 0,05% (Millipore Probumin®, Merck Milli-
pore Corp., Billerica, MA)] foram adicionados cada tubo. Mais 200 pL
de tampéo de extracao foram adicionados a cada tubo seguido de in-
versao para misturar. As placas foram centrifugadas durante 5 minutos
a 3000 rpm. O sobrenadante foi transferido para cavidades correspon-
dentes em uma placa com 96 cavidades profundas armazenada em
gelo. Placas Nunc® 96-well Maxi-Sorp (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rockford, IL) foram usadas para ELISA. As placas foram revestidas
com anticorpo monoclonal de camundongo anti-YFP para captura (O-
riGene Technologies Inc., Rockville, MD). O anticorpo foi diluido em
PBS (1 pg/mL) e 150 pyL de PBS foram adicionados por cavidade. As
placas foram incubadas durante a noite a 4 C. As p lacas foram manti-
das durante a noite em temperatura ambiente durante 20-30 minutos
antes de lavagem 4x com 350 uL de tampao de lavagem [1x PBS su-
plementado com Tween-20 a 0,05% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)].
[00199] As placas foram bloqueadas com 200 uL por cavidade de
tampéao de blogueio [1x PBS suplementado com Tween-20 a 0,05% +
BSA a 0,5% (Millipore Probumin®)] durante um periodo minimo de 1
hora a + 37 C, seguido por lavagem com 4 x 350 pL de tampéao de
lavagem (Tomtec QuadraWash™ 2, Tomtec, Inc., Hamden, CT).

[00200] Para o ELISA de YFP, Phi-YFP recombinante Evrogen a 1
mg/mL (Axxora LLC, Farmingdale, NY) foi usado como um padréo.

Uma curva padrdo de adaptacdo com 5 parametros (entre os padroes
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de 1 ng/ml e 0,125 ng/ml) foi usada para assegurar que todos os da-
dos caissem na porcéao linear da curva. 100 yL de padrdo ou amostra
foram adicionados a cavidade. Uma diluicdo minima de 1:4 de amostra
no Tamp&o de Ensaio foi usada. As placas foram incubadas durante 1
hora em temperatura ambiente em um agitador de placas (250 rpm;
Titer Plate Shaker), seguido por lavagem com 4 x 350 uL de tampéo
de lavagem (Tomtec QuadraWash™ 2). Cerca de 100 uyL de anticorpo
primario policlonal de coelho anti-PhiYFP Evrogen a 1 pg/mL (Axxora)
foram adicionados a cada cavidade. As placas foram incubadas duran-
te 1 hora em temperatura ambiente sobre um agitador de placas a 250
rpm, seguido por uma lavagem com 4 x 350 uL de tampéao de lavagem
(Tomtec QuadraWash™ 2). Em seguida, 100 yL de anticorpo secun-
dario anti-lgG HRP de coelho (Thermo Scientific) diluido a 1:5000 em
tampdo de bloqueio/ensaio aos quais proteinas PAT foram adiciona-
das usando um kit da Envirologix (Portland, ME). Os ELISAs foram
realizados usando multiplas diluicbes de extratos de plantas e os rea-
gentes e instrugdes essencialmente conforme fornecido pelos fornece-
dores.

Exemplo 7: Expressdo Estavel em Planta de Transgene Operativa-

mente Ligado a Novos Promotores

[00201] Expresséo de proteinas foi observada em tecidos de plan-
tas transgénicas. Por exemplo, expressdo de PhiYFP foi observada
em caules de plantas Ty que foram transformadas de forma estavel por
meio de cocultura com Agrobacterium. As plantas transgénicas foram
cultivadas a partir de embrides transformados de Z. mays usando 0s
construtos de vetores binarios compreendendo o novo promotor,
pDAB105743 (Z. luxurians v1, Figura 9) e o promotor de controle,
pDAB105748 (Z. mays c.v. B73, Figura 8). Os caules de plantas foram
observados sob microscépio estereoscoépico (Leica Microsystems, Buf-

falo Grove, IL) usando um filtro de YFP e uma fonte de luz de 500 nm.
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Exemplos representativos da expressao estavel de PhiYFP observada
no tecido de caules das plantas de milho transgénicas T, compreen-
dendo pDAB105743 em comparacdo com o controle, pDAB105748,
sdo mostrados na Figura 10. Os dados confirmam que 0 novo promo-
tor que compreende pDAB105743 (Z. luxurians v1), conforme descrito
aqui, é capaz de comandar expressado robusta do gene PhiYFP em
tecido de caule de plantas transgénicas To.

[00202] Conforme descrito na Tabela 8, plantas inteiras que conti-
nha um baixo nimero de copias (isto €, 1-2 cOpias) do transgene
PhiYFP foram cultivadas em uma estufa. Em geral, cerca de cinco (5)
a cerca de dez (10) eventos por construto e cerca de cinco (5) plantas
foram usados para andlise de expressao T;. Os dados de ELISA reve-
laram expressao consistente da proteina PhiYFP nas folhas de plantas
de milho T, usando construtos de vetores compreendendo o novo
promotor, pDAB105743 (Z. luxurians v1), em comparagao com 0 cons-
truto de controle, pDAB105748 (Z. mays c.v. B73).

[00203] Uma expressdao média de proteina PhiYFP de aproxima-
damente 142,5 ng/mg (+/- 35,9 ng/mg) de PhiYFP foi observada para
as plantas T; que compreendem o0 novo construto promotor,
pDAB105743 (Z. luxurians v1, Figura 9), em comparagdo com aproxi-
madamente 285,3 ng/mg (+/- 22,7 ng/mg) de proteina PhiYFP produ-
zida pela planta de controle compreendendo o construto de controle,
pDAB105748 (Z. mays c.v. B73, Figura 8). Estes resultados confirmam
gue o novo promotor de Z. luxurians v1, conforme descrito aqui, foi util
na producdo de tracos transgénicos com altos niveis de producdo de
proteina.

[00204] Além disso, expressdo média de PAT para todas as plantas
T, compreendendo pDAB105743 (Z. luxurians v1) foi de cerca de 59,0
ng/mg (+/- 11,6 ng/mg) em comparacao com cerca de 105,8 ng/mg (+/-

7,4 ng/mg ) de proteina PAT produzida pela planta de controle com-
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preendendo pDAB105748 do promotor de Z. mays c.v. B73. Em geral,
a expressao da proteina PAT para todas as plantas de milho foi signifi-
cativamente menor do que a expressao observada para 0s genes
PhiYFP em plantas de milho.

[00205] Expressao da proteina PhiYFP também foi medida em po-
len derivado de penddes de plantas transgénicas T, selecionadas re-
presentando cada uma dos construtos dos novos promotores descritos
aqui. Conforme mostrado na Figura 11, analise de imagem do pélen
transgénico confirma que 0 novo promotor que compreende
pDAB105743 (Z. luxurians v1), conforme descrito no presente Pedido
de patente, comanda alta expressao de proteina PhiYFP em pdlen.
Exemplo 8: Construcao de Vetor

[00206] O constructo de vetor de expressao binario pDAB112853 &

mostrado na Figura 12. O construto pDAB112853 compreendia o gene
repérter PhiYFP e a 3'-UTR ZmPer5, os quais foram comandados por
um promotor ZmUbi-v2. O construto pDAB112853 também compreen-
dia 0 gene AAD-1 v3 e a 3'-UTR ZmLip v1, os quais eram comandados
por Z. luxurians v1.

[00207] O construto pDAB112853 foi criado usando metodologias
convencionais, conforme descrito, por exemplo, Ausubel et al. (1995),
Sambrook et al. (1989) e atualizagcdes dos mesmos. Vetores de trans-
formacédo ou expressao para a transformacédo de embribes de milho
mediada por Agrobacterium foram construidos usando meétodos de
clonagem convencionais e reagdes de recombinacdo Gateway® em-
pregando um vetor binario de destino e vetor de entrada convencionais
compreendendo 0s cassetes de expressdo génica conforme descrito
acima.

Exemplo 9: Expressao Estavel de Plantas Transgénicas Operativa-

mente Ligadas a Novos Promotores

[00208] Plantas inteiras que continham um baixo nimero de cépias
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(ou seja, 1-2 copias) do transgene PhiYFP foram cultivadas em uma
estufa. Dezenove (19) eventos foram usados para analise de expres-
sao T,, conforme mostrado na Tabela 9 (abaixo). Expresséao robusta
de proteina AAD1 foi obtida a partir de todos os eventos analisados
(vide Tabela 9).

[00209] Plantas To com uma Unica copia de transgene foram retro-
cruzadas com plantas de milho B104 de tipo selvagem para obter se-
mentes T;. Hemizigédticas plantas T1 foram usadas para analise. Trés
(3) eventos por construto e cinco (5) plantas por evento foram analisa-
das quanto a expressdo em folha R3. Trés eventos (3) foram usados
para outro tipo de expressao tecidual.

[00210] Medicbes quantitativas da proteina AAD1 obtida a partir de
tecido foliar de plantas transgénicas T, que compreendem novos cons-
trutos promotores sdo mostradas na Tabela 10 (abaixo). Os dados da
Tabela 10 confirmaram os resultados de expressao em folhas T, (vide
Tabela 9) e mostraram ainda expressao consistentemente alta de pro-
teina AAD1 em folhas R3 e outros tecidos que sédo obtidos de plantas

gue contém 0s novos promotores descritos aqui.

Tabela 9: Expresséo de proteina  AAD1 em Folhas V4 T |

# Evento Proteina AAD1 (ng/cm ?)
1 |112853[1]-001,001 45,7
2 1112853[1]-006,001 42,4
3 |112853[1]-007,001 34,9
4 1112853[1]-008,001 47,9
5 |112853[1]-009,001 62,0
6 |112853[1]-010,001 168,9
7 1112853[1]-012,001 1427
8 |112853[1]-013,001 127,0
9 |112853[1]-014,001 26,5
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Tabela 9: Expresséo de proteina  AAD1 em Folhas V4 T |

# Evento Proteina AAD1 (ng/cm ?)
10 |112853[1]-015,001 59,3
11 1112853[2]-016,001 49,3
121112853[2]-019,001 80,5
13 1112853[2]-020,001 68,9
141112853[2]-022,001 40,3
151112853[2]-025,001 62,9
16 1112853[2]-027,001 50,5
171112853[2]-028,001 76,3
18 1112853[2]-029,001 55,8
19112853[2]-030,001 72,5

Tabela 10: Expressédo de proteina AAD1 em diferentes tipos de tecidos de

plantas T ;

Evento

AAD-1 média (ng/mg)

Sabugo | Casca

Grao | Pélen |Folha R3 | Raiz | Pelos | Caule

112853[1]-001| 2004,3 | 769,1

689,7(1134,9| 824,7 |1731,7|1765,5/2851,3

112853[2]-019| 1542,8 | 672,4

896,6| 859,8 | 776,9 |2078,0(2174,5/3551,4

112853[2]-020| 1725,7 |1015,5

625,9| 591,2 556,0 |1738,0|2203,7|2838,7
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REIVINDICACOES

1. Cassete de expressao génica, caracterizado pelo fato de
gue compreende um promotor operacionalmente ligado a um transge-
ne, em que o promotor compreende um polinucleotideo com pelo me-
nos 90% de identidade de sequéncia com SEQ ID NO: 2, em que 0
cassete de expressado génica satisfaz pelo menos um dentre os se-
guintes itens:

(i) o promotor hibridiza, sob condi¢fes rigorosas, com uma
sonda de polinucleotideo compreendendo uma identidade de sequén-
cia de pelo menos 90% com um complemento de SEQ ID NO: 2,

(i) o transgene operacionalmente ligado codifica um poli-
peptideo ou pequeno RNA,

(iii) o transgene é selecionado dentre 0 grupo que consiste
em um transgene de resisténcia a inseticida, um transgene de toleran-
cia a herbicida, um transgene de eficiéncia de uso de nitrogénio, um
transgene de eficiéncia de uso de agua, um transgene de qualidade
nutricional, um transgene de ligagdo a DNA e um transgene de marca-
dor selecionavel,

(iv) o cassete de expressao génica compreende ainda uma
regido 3' ndo traduzida.

2. Vetor recombinante, caracterizado pelo fato de que com-
preende o cassete de expressao génica, como definido na reivindica-
cdo 1, em que opcionalmente o vetor é selecionado dentre o grupo
gue consiste em um plasmideo, um cosmideo, um cromossomo bacte-
riano artificial, um virus e um bacteriéfago.

3. Método para expressdo de uma sequéncia codificante
heter6loga em uma planta transgénica, caracterizado pelo fato de que
compreende:

(a) transformacéo de uma célula de planta com um cassete

de expressao génica compreendendo uma sequéncia de polinucleoti-
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deo que compreende SEQ ID NO: 2 operacionalmente ligada a se-
guéncia codificante heterdloga, a qual esta operacionalmente ligada a
uma regiao 3' ndo traduzida;

(b) isolamento de uma célula de planta transformada com-
preendendo o cassete de expressao génica;

(c) regeneracédo da célula de planta transformada em uma
planta transgénica; e

(d) obtencdo de uma planta transgénica, em que a planta
compreende o cassete de expressdo génica compreendendo a se-
guéncia de polinucleotideo que compreende SEQ ID NO: 2,

em que o método opcionalmente inclui pelo menos um dos
seguintes itens:

() a sequéncia codificante heteréloga é selecionada dentre
0 grupo que consiste em uma sequéncia que codifica a resisténcia a
inseticida, uma sequéncia que codifica a tolerancia a herbicidas, uma
sequéncia que codifica a eficiéncia de uso de nitrogénio, uma sequén-
cia que codifica a eficiéncia de uso de 4gua, uma sequéncia que codi-
fica a qualidade nutricional, uma sequéncia que codifica a ligacédo a
DNA, e uma sequéncia que codifica um marcador selecionavel,

(i) a transformacdo de uma célula de planta € um método
de transformacdo de plantas, em que opcionalmente o método de
transformacdo de plantas é selecionado dentre o grupo que consiste
em um método de transformacdo mediada por Agrobacterium, um mé-
todo de transformacdo por biolistica, um método de transformacéo
com carboneto de silicio, um método de transformacao de protoplas-
tos, e um método de transformacéo de lipossomo,

(i) a planta transgénica € uma planta transgénica monoco-
tiledonea ou dicotiledonea, em que opcionalmente a planta monocoti-
ledbnea é selecionada dentre o grupo que consiste em uma planta de
milho, uma planta de trigo e uma planta de arroz,
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(iv) a sequéncia codificante heteréloga é expressa em um
tecido de planta transgénica,

(v) o tecido de planta transgénica € um tecido de raiz, folha,
caule ou pélen da planta transgénica.

4. Método para o isolamento de uma sequéncia de polinu-
cleotideo compreendendo uma identidade de sequéncia de pelo me-
nos 90% com SEQ ID NO: 2, caracterizado pelo fato de que compre-
ende:

(a) identificacdo da sequéncia de polinucleotideo compre-
endendo uma identidade de sequéncia de pelo menos 90% com SEQ
ID NO: 2;

(b) producéo de uma pluralidade de sequéncias de iniciadores
de oligonucleotideo, em que as sequéncias de iniciadores de oligonu-
cleotideo se ligam a sequéncia de polinucleotideo compreendendo uma
identidade de sequéncia de pelo menos 90% com SEQ ID NO: 2;

(c) amplificacdo da sequéncia de polinucleotideo compre-
endendo uma identidade de sequéncia de pelo menos 90% com SEQ
ID NO: 2 a partir de uma amostra de DNA com sequéncias de iniciado-
res de oligonucleotideo selecionadas dentre a pluralidade de sequén-
cias de iniciadores de oligonucleotideo; e

(d) isolamento da sequéncia de polinucleotideo compreen-
dendo uma identidade de sequéncia de pelo menos 90% com SEQ ID
NO: 2,

em que opcionalmente a sequéncia de polinucleotideo iso-
lada compreendendo uma identidade de sequéncia de pelo menos
90% com SEQ ID NO: 2 esté operacionalmente ligada a um transgene,
em que opcionalmente o transgene operacionalmente ligado codifica
um polipeptideo ou um pequeno RNA.

5. Sequéncia de polinucleotideo purificada, caracterizada

pelo fato de que compreende pelo menos 90% de identidade de se-

Peticdo 870170102191, de 27/12/2017, pag. 10/16



4/4

guéncia com SEQ ID NO: 2, em gue a sequéncia de polinucleotideo
purificada promove a expressao de um transgene, em que a sequéncia
de polinucleotideo purificada opcionalmente satisfaz pelo menos um
dos seguintes itens:

() uma sequéncia de sonda de polinucleotideo compreen-
dendo uma identidade de sequéncia de pelo menos 90% com o com-
plemento de SEQ ID NO: 2 hibridiza, sob condi¢des rigorosas, com a
sequéncia de polinucleotideo purificada,

(ii) a sequéncia de polinucleotideo purificada esta operacio-
nalmenteligada a um transgene, em gque opcionalmente o transgene
operacionalmente ligado codifica um polipeptideo.

6. Cassete de expressao génica, caracterizado pelo fato de
gue compreende a sequéncia de polinucleotideo purificada operacio-
nalmente ligada ao transgene, como definida na reivindicagéo 5, a qual
estd operacionalmente ligada a uma regido 3' ndo traduzida, em que
opcionalmente o transgene € selecionado dentre o grupo que consiste
em um transgene de resisténcia a inseticidas, um transgene de tole-
rancia a herbicidas, um transgene de eficiéncia de uso de nitrogénio,
um transgene de eficiéncia de uso de agua, um transgene de qualida-
de nutricional, um transgene de ligacdo a DNA, e um transgene de
marcador de expressao selecionavel.

7. Vetor recombinante, caracterizado pelo fato de que com-
preende um cassete de expressao génica, como definido na reivindi-
cacdo 6, em que opcionalmente o vetor € selecionado dentre o grupo
gue consiste em um vetor de plasmideo, um vetor de cosmideo e um
vetor BAC.

8. Invencéo, caracterizada por quaisquer de suas concreti-
zacdes ou categorias de reivindicacdo englobadas pela matéria inici-
almente revelada no pedido de patente ou em seus exemplos aqui

apresentados.
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FIG.3

GTGCAGCGTGACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAATGAGCATTGCATGTC
TAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGAAGTGCA
GTTTATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCT
ATAGTACTACAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGTTA
GACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTITGACAACAGGACTCTACAGTTTT
ATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTCTCCITTTTTTTIGCAAATAGCTTCACCTATA
TAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTAGGGTTTAGGGTTAATGGTT
TTTATAGACTAATTTITITAGTACATCTATTTITATTCTATTITAGCCTCTAAATT
AAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAGTTTAGATATAAAA
TAGAATAAAATAAAGTGACT AAAAATTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAA
AAAAACTAAGGAAACATTTTTCITGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTITAA
ACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGT
CGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCC
TCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAA
TTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGCCGGCACGGCAGGCGGCCTCCTCCTC
CTCTCACGGCACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCCCACCGCTCCTTCGCTT
TCCCTTCCTCGCCCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCC
CAACCTCGTGTTGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAAT
CCACCCGTCGGCACCTCCGCTTCAAGgtacgeogetogtecteccoceccecceceotetetacatictet
agatcggegttceggtecatgeatggttagggcccggtagttetacttetgttcatgtitgtgttagatecgtgttigtgttagateegt
getgetagegttegtacacggatgegacctgtacgtcagacac gttctgattgctaacttgecagtgtttetetttgggoaatectgg
gatgocotetageegttcegeagacgggategatttcatgattttitttatitcgttoc atagg gtitggtttgoccttitectttatttcaat
atatgccgtgcacttgtitgtegggoteatetittcatgettttttttgtettggtigtgatgatgtgotetgottgooc ggtegttctagate
ggagtagaattetgtttcaaactacctggtgoatttattaattttggatetgtatgtstotoccatacatattcatagttacgaattgaag
atgatggatggaaatatcgatetaggataggtatacatgttgatgegggttttactgatgcatatacagagatgettttigttegettg
gttetgatgatgteototgottgoocootogticattcgtictagatcggagtagaatactgtttcaaactacctggtgtatttattaatt
ttggaactgtatgtgtgtatcatacatcttcatagttacgagtttaagatggatggaaatategatctaggataggtatacatgttgatg
tgggottttactgatgcatatacatgatggcatatgeageatcetattecatatgcetetaacctigagtacctatetattataataaacaagta
tettttataattatttcgatettgatatacttggatgatgocatatgecageagctatatgtggatttttttagecctgectte atac getattt
atttgcttggtactgtttcttttate gatgcteaccctgttgtttgotottacttctgca
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FIG. 4

GACCCGGTCGTGCCCCTCTCTAGAGATAAAGAGCATTGCATGTCTAAGGTAT
CAAAAATTACCACATATTTTTITGGCACACTTATTTAAAGTGCAGTTTATCTA
TCTCTATACACATATTTAAACTTCACTTTATAAATAATATAGTTTATAGTACTA
AACTAATATCAGTGTTTTAGATAATTATATAAATGAACCGCTAGACATGGTCT
AAAGTACAACCGAGTATTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTITTTAGTG
TGCATGTGTTCTCTCTGTTTTTTTTTTTCAAATAGCTTGACCTATATAATACTT
CATCCATTTTATTAGTACATCCATTAGGGATTCAGGGTTGATGGTTTCTATAG
ACTAATTTTTTAGTACATCTATTTTATTATTTTITAATTTTTAAATTAAGAAAAC
TGAAACTCTATTTTAGTTACTACAAATTAAACAAATACCCTTTAAGGAATTAA
AAAAACTAAGGAAACATTTTTCTTGTTTCGAGTAGATTATGACAGCCTGTTCA
ACGCCGTCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGAACCAGCAGCGTCGCGT
CGGGCCAAGCGAAGCAGACGGCACGGCATCTCTGTCGCTGCCTCTGGACCCC
TCTCGAGAGTTCCGCTCCACCGTTGGACTTGCTCCGCTGTCGGCATCCAGAAA
GTGCGTGGCGGAGCGGCAGACGTGAGGCGGCCTCCTCCTCCTCTCACGGCAC
CGGCAGCTACGGGGGATTCCTITCCCACCGCTCCTTCGCTTTCCCTTCCTCGC
CCGCCGTAATAAATAGACACCCCCTCCACACCCTCTTTCCCCAACCTCGTGTT
TGTTCGGAGCGCACACACACACAACCAGATCTCCCCCAAATCCACCCGTCGG
CACCTCCGCTTCAAGgtacgcogeteatocteccccoccotetetacettetetagateggcaateog ptocatgptt
agggocccgatagttctacttctgticatgtttgtgttagatecgtgctgctagegttcgtacacggatgegacctgtacatcagacac
gttctgattgetaacttgecagtgtttctettitgge gaatccagggatggetetagecgttcegecagacggoticgattteatgattttt
tttgtttcgttgcacatagggtttggtttgccctittectttatttecttatatgetgtacactetitgtc gggteatett gtcatgettctttta
atcttggtigtgatgatotoctetggttggocgote gtictagatc ggagtagaatactgtitcaagetacctggtg gatttattaattit
gtatctgtacgtgtotoccatacatcttcatagttacgagtttaagatgatggatggaaatatcgatctaggataggtatacatgtiga
tgogggttttactgatgcatatacagagatgettttttttcgettggttotgateatgcg gtetggttggecgategtictagatcggag
tagaatactgtticaaactacctggtggatttattaattctggatetgtatgtgtgtaccatacatettgatagttacgagtttaagatgat
goatgeaaatatcgatetaggataggtatacatgtcgatgtggattttactgatgcatatacatgatggcatatgeageatetatteat
atgctetaaccttgagtacctatetattataataaacaagtatgttttataattattttgaccttgatatacttggatgatggcatatgeag
cagctatatgtggatttttttagecttgecttcatacgetatttatttgtttggeoctatttotttttgttgacgctoaccetgttatttgatott
acttetgeag
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Z. mays c.v. B73 a montante
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1 25
GTGCAGCGTGACCCGGTCGIGCCCCTCTCTAGAGA
————————— CACCCGCTCCTIGCCCCTCTCTAGAGA
36 70
TAATGAGCATTGCATGTCTAAGTTATAAAALATTA
TAAAGAGCATTGCATGTCTAAGGTATCAAALATTA
71 105
CCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTTTGARCGTGC
CCACATATTTTTTT - GGCACACTTATTTAARGTGC
106 140
AGTTTATCTATCTITATACATATATTTAAACTTTA
AGTTTATCTATCTCTATACACATATTTAAACTTCA
141 175
CTCTACGAATAATATAATCTATAGTACTACAATAR
CITTTATAAATAATATAGTTTATAGTACTAALCTAA
176 210
TATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAALATGALCAGT
TATCAGTGTTTTAGATAATTATATAAATGALCCGC
211 245
TAGACATGGTCTAAAGGACAATTGAGTATTTTGAC
TAGACATGGTCTAAAGTACAACCGAGTATTT -GAC
Z46 280
AACAGGACTCTACAGTTTITATCTTITTAGTGTGCA
AACAGGACTCTACAGTTTITATCTTTITTAGTGTGCA

281 215
IGTGTTCTCC----TTTTTTTTTGCAAATAGCTTC
IGTGITCTCTCTGTTTTIITITTTT CAAATAGCTTG
316 350

ACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACAT
ACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACAT
351 385
CCATTTAGGGTTTAGGGTTAATGGTTTTTATAGAL
CCATTAGGGATTCAGGGTITGATGGTTTCTATAGAC
386 420
TAATTTTTTTACTACATCTATTTTATTCTATTTTA
TAATTTTTIT-AGTACATCTATTTTATTAT -TTTTA
421 455
GCCTCTAAATTAAGAAALCTAAAACTCTATTTTAG
ATTTITTAAATTAR CTCTATTTTAG

AAAATAAAGTGACTAARARAATTAAACALATACCCTT
—————————— ACTACAAATTAAACAAATACCCTT

TAACCAATTAAAAAAACTAAGCARACATTTTITCTT
561 595
GTTTCGAGCTACATAATCGCCAGCCTATTAARACGCCG
GITTCCGACTACATTATCGACAGCCTATTCAACGCCG
596 630
TCGACGAGTCTAACGGACACCAACCAGCGALCCAG
TCOGACGACTCTAACCGCGACACCAACCAGCCARCCAG
631 665
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FIG. 5 continuagcao

(627) CAGCGTCGUGTOGGECCARAGCGRAGCAGLACGGCAT

Z. mays c.v. B73 a montam%m
(E74) CACCCTCECGTCGCECCLAAGICARGCAGACGGCAL

Z. luxurians v1 a montante !

666 700

Z. mays c.v. B73 a montante™  (662) GGCATCTCTGTCGCTGCCTCTIGGACCCCTCTCGAG
Z. luxurians vl a montante 1 (609) CGOCATCTCTOGTCGOUTCCOTOTCOACCOOTCTCCRAG
701 735

(697) AGTTCCOGCTCCACCOGTTECACTTGCTCCGCTAGTCS
Z. mavs c.v. B73 a montante

Z. luxurians vi a montante ! (644) AGTTCCCCTCCACCATTICCACTICCTCCOCTATCS
716 770

Z. mays c.v. B73 a montante (732) GCATCCAGAAATTGCGTCEECEGAGCEGCAGACETG
Z. luxurians v1 a montante (679) GCATCCRCAAAGTCCCTOGCACACCAGCACACOTS
771 805

Z. mays c.v. B73 a montante (767) BdccoccacaeCackCeErCTCOTCOTCCTCTCAD
Z. luxurians v1 a montante (714) AQ-——--——--———~ B COGCOTCCTCOTCCTOTCAT
s0s 840

Z mays cv. B73amontante  (802) GECACCGGCAGCTACGGGGGATTCCTTTCOCACCE
Z.luxurians vl amontante  (737) GECACCGECACCTACCUGEGATTCCTTTCCCACCG

841 875

Z. mayscv. B73amontante | (837) ETCCTTCGCTTICCCTTOCTCCOCCCOUGTALTAR

Z luxurians vl a montante | (772) CTCCTTCECTTTCCCTTCCTCGOCCGCCETAATAR
876 900

Z. mays c.v. B73 a montante (872) ATRGACACCCCCTCCACACCCTITT
Z.luxurians vl amontante (307} ATAGACACCCCCTCCACACOCTOTT



FIG. 6

5'UTR de Z. luxurians v1
5'UTR de Z. mays c.v. B73

5'UTR de Z. luxurians v1.
5'UTR de Z. mays c.v. B73

5'UTR de Z. luxurians v1
5'UTR de Z. mays c.v. B73
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1 40
TCCCCAACCTCOTGTTTGTTCGGAGCGCACACACACACAA
ITCCCCAACCTCOTGTT -GTTCGGAGCGCACACACACACAA
41 80
CCAGATCTCCCCCARATCCACCCGTCGGCACCTCOGCTTC
CCAGATCTCCCCCAAATCCACCCGTCGGCACCTCOGCTTC
81

AAG

AAG
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_ Intron de Z. luxurians v1
Intron de Z. mays c.v. B73
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_ Intron de Z. luxurians v1
Intron de Z. mays c.v. B73

_ Intron de Z. luxurians v1
Intron de Z. mays c.v. B73.

_ intron de Z. luxurians v1
Intron de Z. mays c.v. B73

~ Intron de Z. luxurians v1
Intron de Z. mays c.v. B73

~ Intron de Z. luxurians v1
Intron de Z. mays c.v. B73

711

1 35
GTACGCCGCTCATCCTCCCCCCCCC ~ - - - — - TCTC
GTACGCCGCTCCTCCTCCCCCCCCOCCCCCCTCT
36 70

TACCTTCTCTAGATCGGCAATCCGGTCCATG - - -~
TACCTTCTCTAGATCGGCGTTCCGGTCCATGCATG
71 105
GTTAGGGCCCGATAGTTCTACTTCTGT TCATGTTT
GTTAGGGCCOGGTAGTTCTACTTCTGT TCATGTTT
106 140
GTGTTAGATCOGTY---------------—1 CTGC
CTGTTACATCCCTATTTC TCTTAGATC CGTYCTGT
141 175
TAGCGTTCGTACACGGATGUGACCTGTACATCAGA
TAGCGTTCGTACACCGGATGCCGACCTGTACCTCAGA
176 210
CACGTTCTGATTCGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTT
CACGTTCTGATTGCTAACTTGCCAGTGTTTCTCTT
211 245
TGCCCAATCCAGCGCATGCCTCTAGCCGTTCCGCAG
TGCCCAATCCTGCCATGCCTCTAGCCGTTCCGCAG
246 280
ACGGETTCGATTTCATGATTTTTTTTGTTTCGT TG
ACGGGATCGATTTCATGATTTTTTTTGTTTCGT TG
281 315
CACATAGGCGTTTGCTTTCGCCCTTTTCCTTTATTTC
CA--TAGGGTTTGGTTTCGCCCTTTTCCTTTATTTC
31a 350
CTTATATGCTGTACACTC-TITGTCGGGTCATCTT
AATATATGCCGTGCACTTGTTTGCTCGGGTCATCTT
351 385
GTCATGCTTCTTTTAATCTTGGTTGTGATGATGTG
TTCATGCTTITITTTIGTCTTGGTTGTGATGATGTG
386 420
CTCTGGTTGGGCGGTCGTTCTAGATCGGAGTAGAR
GTCTGGTTGGGUGGTCCTTCTACGATCGGAGTAGAR
421 455
TACTGTTTCAAGCTACCTGGTGGATTTATTAATTT
ITCTGTTTCAAACTACCTGGTGGATTTATTAATTT
45¢ 490
TGTATCTGTACGTGTGTGCCATACATCTTCATAGT
TGCATCTGTATGTGTGTGCCATACATATTCATAGT
491 525
TACGAGTTTAAGATCATCCGATCCRAAATATCGATCT
TACGAATTCGAAGATCATCCGATCCAAATATCGATCT
526 560
AGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGA
AGGATAGGTATACATGTTGATGCGGGTTTTACTGA
561 595
TGCATATACAGACGATGCTTTTTITTTCGCTTGGT TG
TGCATATACAGACGATGCTTTTTCTTCGCTTGGT TG
556 620
TGATGATGCGGTCTGGTTGGGCGETCGTTC - -~ -~
TCATCGATGTGGTGTGCGTTCOGCGGTCGTT AL LCG
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FIG. 7 continuagao

_ Intron de Z. luxurians v1
Intron de Z. mays c.v. B73

_ intron de Z. luxurians v1
Intron de Z. mays c.v. B73

 Intron de Z. luxurians v1
Intron de Z. mays c.v. B73

_ Intron de Z. luxurians v1
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_Intron de Z. luxurians v1
Intron de Z. mays c.v. B73

_ Intron de Z. luxurians v1
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_ Intron de Z. luxurians v1
Intron de Z. mays c.v. B73

_ Intron de Z. luxurians v1
Intron de Z. mays c.v. B73

631 665
---TAGATCGGAGTAGAATACTGTTTCAARCTACC
LLCTAGATCGGAGTAGAATACTGT TTCAAACTACT
666 700
TGGTGGATTTATTAATTCTIGGATCTGTATGTGTGT
TCGTCTATTTATTAATTTTCCAACTCTATGTCTGT
701 735
CCCATACATCTTCATACTTACGACTTTAAGATCAT
GTCATACATCTTCATAGTTACGAGTTTAAGATG - -
736 770
GGATGGARATATCGATCTAGCATAGGTATACATGT
~GATGGAAATATCGATCTAGGATAGGTATACATGT
771 805
CGATGTGGGTTTTACTGATGCATATACATGATGGT
TGATGTGGGTTTTACTGATGCATATACATGATGGC
206 240
ATATCCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTCAG
ATATCCAGCATCTATTCATATGCTCTAACCTTCAG
841 875
TACCTATCTATTATAATAAACARGTATGTTTTATA
TACCTATCTATTATAATAAACARGTATGTTTTATA
876 g10
ATTATTTTGACCTTGATATACTTGGATGATGGCAT
ATTATTTCGATCTTGATATACTTGGATGATGGCAT
911 945
ATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCTTIGT
ATGCAGCAGCTATATGTGGATTTTTTTAGCCOTGE
S4¢ 880
CTTCATACGCTATTTATTIGTITTGGGGCTGTTTCT
CITCATACGCTATTTATTTIGCTTGGTACTGTTTCT
g8l 1015
ITTTTGCTTGACGCTCACCCTGTTIGTTTGGTGTTACT
ITTT-GTCGATGCTCACCCTGTTGTTTGGTGTTACT
1016

TCTGCAG

TCTGCA -
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FIG. 10
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FIG. 12
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RESUMO
Patente de Invencdo: "CASSETES DE EXPRESSAO GENICA, VE-
TORES RECOMBINANTES, SEQUENCIA DE POLINUCLEOTIDEO
PURIFICADA, E METODOS PARA EXPRESSAO DE UMA SE-
QUENCIA CODIFICANTE HETEROLOGA EM UMA PLANTA
TRANSGENICA, E PARA O ISOLAMENTO DE UMA SEQUENCIA
DE POLINUCLEOTIDEO".

A presente invencao refere-se ao promotor de Ubiquitina-1
de Zea mays c.v. B73 (Ubi-1 de Z. mays c.v. B73), que comanda altos
niveis de expressdo constitutiva de transgene em plantas. Uso repeti-
do do mesmo promotor Ubi-1 de Z. mays c.v. B73 em construtos com
multiplos genes pode também levar ao silenciamento génico, deste
modo, tornando os produtos transgénicos menos eficazes. Sao forne-
cidos elementos promotores reguladores génicos, construtos e méto-
dos para expressao de um transgene em células de plantas e/ou teci-
dos de planta usando elementos reguladores génicos do promotor Ubi-
1 de uma espécie Zea diferente, Z. luxurians v1.

Peticao 870170102191, de 27/12/2017, pag. 12/16
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110> DOW AGROSCIENCES LLC

<120> NOVOS PROMOTORES DE UBIQUITINA DE MILHO

<130> DAS-75665

<140>
<141>

<150> 61/922,529
<151> 2013-12-31

<160> 19

<170> Versao de Patente 3.5

<210>1

<211> 1993
<212> DNA
<213> Zea mays

<400> 1

gtgcagegtg accecggtcgt geccctetct agagataatg agceattgcat gtctaagtta

taaaaaatta ccacatattt tttttgtcac acttgtttga agtgcagttt atctatcttt

atacatatat ttaaacttta ctctacgaat aatataatct atagtactac aataatatca

gtgttttaga gaatcatata aatgaacagt tagacatggt ctaaaggaca attgagtatt

ttgacaacag gactctacag ttttatcttt ttagtgtgca tgtgttctec titttttttg

caaatagctt cacctatata atacttcatc cattttatta gtacatccat ttagggttta

gggttaatgg tttttataga ctaatttttt tagtacatct attttattct attttagcct

Cctaaattaag aaaactaaaa ctctatttta gtttttttat ttaatagttt agatataaaa



tagaataaaa taaagtgact aaaaattaaa caaataccct ttaagaaatt aaaaaaacta
540

aggaaacatt tttcttgttt cgagtagata atgccagcect gttaaacgcc gtcgacgagt
600

ctaacggaca ccaaccagcg aaccagcagce gtcgegtcgg geccaagcgaa gcagacggea
660

cggcatctct gtcgetgect ctggaccect ctcgagagtt ccgetcecacc gttggacttg
720

ctcegcetgte ggcatccaga aattgcgtgg cggagceggea gacgtgagec ggcacggeag
780

gcggcctcct cctectetca cggecaccgge agetacgggg gattecttte ccaccgetee
840

ttcgctttcce cttcctcgec cgecgtaata aatagacacc ccctccacac cctetttcce
900

caacctcgtg ttgttcggag cgcacacaca cacaaccaga tctcccccaa atccacccegt
960

cggcacctcc gettcaaggt acgecgcteg tectcceeee ceeceeccct ctetacctte
1020

tctagatcgg cgttceggte catgcatggt tagggceccegg tagttctact tetgttcatg
1080

tttgtgttag atccgtgttt gtgttagatc cgtgctgceta gegttcgtac acggatgcga
1140

cctgtacgtc agacacgttc tgattgctaa cttgccagtg tttctctttg gggaatectg
1200

ggatggctct agcegttccg cagacgggat cgatttcatg attttttttg tttcgttgca
1260

tagggtttgg tttgcccttt tectttattt caatatatge cgtgeacttg tttgtcgggt
1320

catcttttca tgcttttttt tgtcttggtt gtgatgatgt ggtctggttg ggcggtegtt
1380

ctagatcgga gtagaattct gtttcaaact acctggtgga tttattaatt ttggatctgt
1440



atgtgtgtgc catacatatt catagttacg aattgaagat gatggatgga aatatcgatc
1500

taggataggt atacatgttg atgcgggttt tactgatgca tatacagaga tgctttttgt
1560

tcgcttggtt gtgatgatgt ggtgtggtty ggcggtegtt cattegttct agatcggagt
1620

agaatactgt ttcaaactac ctggtgtatt tattaatttt ggaactgtat gtgtgtgtca
1680

tacatcttca tagttacgag tttaagatgg atggaaatat cgatctagga taggtataca
1740

tgttgatgtg ggttttactg atgcatatac atgatggcat atgcagcatc tattcatatg
1800

ctctaacctt gagtacctat ctattataat aaacaagtat gttttataat tatttcgatc
1860

ttgatatact tggatgatgg catatgcagc agctatatgt ggattttttt agccctgect
1920

tcatacgcta tttatttgct tggtactgtt tcttttgtcg atgctcaccc tgttgtttgg
1980

tgttacttct gca
1993

<210> 2

<211> 1900

<212> DNA

<213> Zea luxurians

<400> 2
gacccggteg tgcccctcte tagagataaa gagcattgea tgtctaaggt atcaaaaatt
60

accacatatt tttttggcac acttatttaa agtgcagttt atctatctct atacacatat
120

ttaaacttca ctttataaat aatatagttt atagtactaa actaatatca gtgttttaga
180



4

taattatata aatgaaccgc tagacatggt ctaaagtaca accgagtatt tgacaacagg
240

actctacagt tttatctttt tagtgtgcat gtgttctcte tgtttttttt tttcaaatag
300

cttgacctat ataatacttc atccatttta ttagtacatc cattagggat tcagggttga
360

tgotttctat agactaattt tttagtacat ctattttatt atttttaatt tttaaattaa
420

gaaaactgaa actctatttt agttactaca aattaaacaa atacccttta aggaattaaa
480

aaaactaagg aaacattttt cttgtttcga gtagattatg acagcctgtt caacgccgtc
540

gacgagtcta acggacacca accagcgaac cagcagcgtc gcgtcgggec aagcgaagcea
600

gacggcacgg catctctgtc gctgectctg gacccctetc gagagttceg ctccaccgtt
660

ggacttgctc cgctgtcgge atccagaaag tgcgtggegg ageggeagac gtgaggegge
720

ctcctectec tctcacggea ccggeagcta cgggggatte ctttcccace getecttcge
780

tttcccttee tcgececgecg taataaatag acaccccctc cacaccctct ttccccaacc
840

tcgtgtttgt tcggagcgea cacacacaca accagatctc ccccaaatce accegtcgge
900

acctccgctt caaggtacgc cgctcatect ccceccccct ctetacctte tctagategg
960

caatccggtc catggttagg gcccgatagt tctacttctg ttcatgtttg tgttagatcc
1020

gtgctgctag cgttcgtaca cggatgcgac ctgtacatca gacacgttct gattgctaac
1080

ttgccagtgt ttctetttgg cgaatccagg gatggcetcta geegttccge agacgggtte
1140



gatttcatga ttttttttgt ttcgttgcac atagggtttg gtttgecctt ttcctttatt
1200

tccttatatg ctgtacactc tttgtcgggt catcttgtca tgcttctttt aatcttggtt
1260

gtgatgatgt gctctggttg ggcggtegtt ctagatcgga gtagaatact gtttcaagct
1320

acctggtgga tttattaatt ttgtatctgt acgtgtgtgc catacatctt catagttacg
1380

agtttaagat gatggatgga aatatcgatc taggataggt atacatgttg atgcgggttt
1440

tactgatgca tatacagaga tgcttttttt tcgcttggtt gtgatgatge ggtctggttg
1500

ggcggtcgtt ctagatcgga gtagaatact gtttcaaact acctggtgga tttattaatt
1560

ctggatctgt atgtgtgtge catacatctt gatagttacg agtttaagat gatggatgga
1620

aatatcgatc taggataggt atacatgtcg atgtgggttt tactgatgca tatacatgat
1680

ggcatatgca gcatctattc atatgctcta accttgagta cctatctatt ataataaaca
1740

agtatgtttt ataattattt tgaccttgat atacttggat gatggcatat gcagcagcta
1800

tatgtggatt tttttagcct tgccttcata cgctatttat ttgtttgggg ctotttcttt
1860

ttgttgacgc tcaccctgtt gtttggtgtt acttctgcag
1900

<210>3

<211> 896
<212> DNA
<213> Zea mays

<400> 3
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896

6

gtgcagegtg accecggtcgt geecectetct agagataatg agcattgeat gtctaagtta

taaaaaatta ccacatattt tttttgtcac acttgtttga agtgcagttt atctatcttt

atacatatat ttaaacttta ctctacgaat aatataatct atagtactac aataatatca

gtgttttaga gaatcatata aatgaacagt tagacatggt ctaaaggaca attgagtatt

ttgacaacag gactctacag ttttatcttt ttagtgtgca tgtgttctec tttttttttg

caaatagctt cacctatata atacttcatc cattttatta gtacatccat ttagggttta

gggttaatgg tttttataga ctaatttttt tagtacatct attttattct attttagcct

Cctaaattaag aaaactaaaa ctctatttta gtttttttat ttaatagttt agatataaaa

tagaataaaa taaagtgact aaaaattaaa caaataccct ttaagaaatt aaaaaaacta

aggaaacatt tttcttgttt cgagtagata atgccagcct gttaaacgcc gtcgacgagt

ctaacggaca ccaaccagcg aaccagcagc gtcgegtcgg gccaagcgaa gcagacggea

cggcatctct gtcgetgcect ctggacccct ctcgagagtt ccgctccace gttggacttg

ctcegetgte ggcatccaga aattgegtgg cggageggea gacgtgagec ggcacggeag

gcggcctect cctectetca cggecaccgge agetacgggg gattectttc ccaccgcetec

ttcgctttce cttcctcgec cgeccgtaata aatagacacc ccctccacac cctctt

<210> 4
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<211> 831
<212> DNA
<213> Zea luxurians

<400> 4

gacccggtcg tgeccctcte tagagataaa gagcattgea tgtctaaggt atcaaaaatt

accacatatt tttttggcac acttatttaa agtgcagttt atctatctct atacacatat

ttaaacttca ctttataaat aatatagttt atagtactaa actaatatca gtgttttaga

taattatata aatgaaccgc tagacatggt ctaaagtaca accgagtatt tgacaacagg

actctacagt tttatctttt tagtgtgcat gtgttctctc tgtttttttt tttcaaatag

cttgacctat ataatacttc atccatttta ttagtacatc cattagggat tcagggttga

tggtttctat agactaattt tttagtacat ctattttatt atttttaatt tttaaattaa

gaaaactgaa actctatttt agttactaca aattaaacaa atacccttta aggaattaaa

aaaactaagg aaacattttt cttgtttcga gtagattatg acagcctgtt caacgccgtc

gacgagtcta acggacacca accagcgaac cagcagcgtc gcgtcgggec aagcgaagea

gacggcacgg catctctgtc gctgectctg gacccctete gagagttceg ctccaccgtt

ggacttgctc cgctgtcgge atccagaaag tgcgtggegg agcggeagac gtgaggegge

ctcctectec tctcacggea ccggeagcta cgggggatte ctttcccace getecttcge

tttcccttee tcgeececgecg taataaatag acaccccctc cacaccctct t



<210>5

<211> 82

<212> DNA
<213> Zea mays

<400> 5
tccccaacct cgtgttgttc ggagcgcaca cacacacaac cagatctccc ccaaatccac
60

ccgtcggcac ctcegettca ag
82

<210>6

<211> 83

<212> DNA

<213> Zea luxurians

<400> 6
tccccaacct cgtgtttgtt cggagecgcac acacacacaa ccagatctce cccaaatcca
60

ccegteggea cecteegctte aag
83

<210>7

<211> 1015
<212> DNA
<213> Zea mays

<400> 7
gtacgccgct cgtectecece cceecceccc ctetctacct tetctagate ggegtteegg
60

tccatgcatg gttagggecc ggtagticta cttctgttca tgtttgtgtt agatcegtgt
120

ttgtgttaga tccgtgetge tagegttcgt acacggatge gacctgtacg tcagacacgt
180

tctgattget aacttgccag tgtttetctt tggggaatce tgggatggct ctagecgtte
240

cgcagacggg atcgatttca tgattttttt tgtttcgttg catagggttt ggtttgcect
300



360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1015

60

tttcctttat ttcaatatat gcegtgeact tgtttgtcgg gtcatctttt catgettttt

titgtcttgg ttgtgatgat gtggtctggt tgggeggteg ttctagatcg gagtagaatt

ctgtttcaaa ctacctggtg gatttattaa ttttggatct gtatgtgtgt gccatacata

ttcatagtta cgaattgaag atgatggatg gaaatatcga tctaggatag gtatacatgt

tgatgcgggt tttactgatg catatacaga gatgcttttt gttcgcttgg ttgtgatgat

gtggtgtggt tgggeggteg ttcattegtt ctagatcgga gtagaatact gtttcaaact

acctggtgta tttattaatt ttggaactgt atgtgtgtgt catacatctt catagttacg

agtttaagat ggatggaaat atcgatctag gataggtata catgttgatg tgggttttac

tgatgcatat acatgatggc atatgcagca tctattcata tgctctaacc ttgagtacct

atctattata ataaacaagt atgttttata attatttcga tcttgatata cttggatgat

ggcatatgca gcagctatat gtggattttt ttagccctge cttcatacgc tatttatttg

cttggtactg tttcttttgt cgatgctcac cctgttgttt ggtgttactt ctgca

<210> 8

<211> 986

<212> DNA

<213> Zea luxurians

<400> 8
gtacgccgct catcctececce ceccctctet accttetcta gatcggceaat cecggtccatg
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10

gttagggccc gatagttcta cttctgttca tgtttgtgtt agatcegtge tgctagegtt

cgtacacgga tgcgacctgt acatcagaca cgttctgatt gctaacttge cagtgtttct

ctttggcgaa tccagggatg getctagecg ttccgcagac gggttcgatt tcatgatttt

tittgtttcg ttgcacatag ggtttggttt gecctittee tttatttcct tatatgetgt

acactctttg tcgggtcatc ttgtcatgct tcttttaatc ttggttgtga tgatgtgcte

tggttgggceg gtcgttctag atcggagtag aatactgttt caagctacct ggtggattta

ttaattttgt atctgtacgt gtgtgccata catcttcata gttacgagtt taagatgatg

gatggaaata tcgatctagg ataggtatac atgttgatgc gggttttact gatgcatata

cagagatgct tttttttcgc ttggttgtga tgatgcggtc tggttgggeg gtegttctag

atcggagtag aatactgttt caaactacct ggtggattta ttaattctgg atctgtatgt

gtgtgccata catcttgata gttacgagtt taagatgatg gatggaaata tcgatctagg

ataggtatac atgtcgatgt gggttttact gatgcatata catgatggca tatgcagcat

ctattcatat gctctaacct tgagtaccta tctattataa taaacaagta tgttttataa

ttattttgac cttgatatac ttggatgatg gcatatgcag cagctatatg tggatttttt

tagccttgce ttcatacgct atttatttgt ttggggctgt ttctttttgt tgacgetcac

cctgttgttt ggtgttactt ctgcag



40

36
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<210>9

<211> 40

<212> DNA

<213> Sequencia Atrtificial

<220>
<223> Descricao da Sequencia Atrtificial: Iniciador Sintetico

<400> 9
gctaccgegg acccggtegt geecctetct agagataatg

<210> 10

<211> 36

<212> DNA

<213> Sequencia Atrtificial

<220>
<223> Descricao da Sequencia Atrtificial: Iniciador Sintetico

<400> 10
agtcaggtac cctgcagaag taacaccaaa caacag

<210>11

<211>21

<212> DNA

<213> Sequencia Atrtificial

<220>
<223> Descricao da Sequencia Atrtificial: Iniciador Sintetico

<400> 11
cgtgttggga aagaacttgg a

<210> 12

<211>18

<212> DNA

<213> Sequencia Atrtificial

<220>



18

15

18

19

12

<223> Descricao da Sequencia Atrtificial: Iniciador Sintetico

<400> 12
ccgtggttgg cttggtct

<210> 13

<211>15

<212> DNA

<213> Sequencia Atrtificial

<220>
<223> Descricao da Sequencia Atrtificial: Sonda Sintetica

<220>
<223> 5'FAM

<400> 13
cactccccac tgect

<210> 14

<211>18

<212> DNA

<213> Sequencia Atrtificial

<220>
<223> Descricao da Sequencia Atrtificial: Iniciador Sintetico

<400> 14
tggcggacga cgacttgt

<210> 15

<211>19

<212> DNA

<213> Sequencia Atrtificial

<220>
<223> Descricao da Sequencia Atrtificial: Iniciador Sintetico

<400> 15
aaagtttgga ggctgeegt



21

29

29

13

<210> 16

<211>21

<212> DNA

<213> Sequencia Atrtificial

<220>
<223> Descricao da Sequencia Artificial: Sonda Sintetica

<220>
<223> 5'HEX

<400> 16
cgagcagacc gecgtgtact t

<210> 17

<211>29

<212> DNA

<213> Sequencia Atrtificial

<220>
<223> Descricao da Sequencia Atrtificial: Iniciador Sintetico

<400> 17
acaagagtgg attgatgatc tagagaggt

<210> 18

<211>29

<212> DNA

<213> Sequencia Atrtificial

<220>
<223> Descricao da Sequencia Atrtificial: Iniciador Sintetico

<400> 18
ctttgatgcc tatgtgacac gtaaacagt

<210> 19
<211> 29
<212> DNA



29

14

<213> Sequencia Atrtificial

<220>
<223> Descricao da Sequencia Atrtificial: Sonda Sintetica

<220>
<223> 5'FAM

<400> 19
gotgttgtgg ctggtattge ttacgctgg
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