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(57) Resumo: METODO E APARELHO PARA TRANSMITIR
DADOS. Uma implementagdo fornece um transmissor que separa
porgdes sequenciais de dados em um primeiro conjunto de dados por
intervalos de tempo permitindo um modo de economia de energia
(1005). O transmissor transmite as porgdes sequenciais de dados
separadas por respectivos intervalos de tempo tendo comprimentos
configurados para permitir um receptor entrar € sair de um modo de
economia de energia entre as porgdes de dados de recepgio
sequencialmente transmitidas do primeiro conjunto de dados (1010). O
transmissor separa as porgdes sequenciais de dados em um segundo
conjunto por intervalos de tempo que nao sao de comprimento
suficiente para permitir um receptor entrar e sair de um modo de
economia de energia durante os intervalos de tempo (1015). O
segundo conjunto de dados € depois transmitido (1020).
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "METODOS
PARA A TRANSFORMAGAO RAPIDA DE PLANTAS MONOCOTILEDO-
NEAS".
ANTECEDENTES DA INVENCAQ

Este Pedido de Patente reivindica a prioridade do Pedido De Pa-
tente Proviséria U.S. N° Serial 60/841.519, depositado em 31 de agosto de

2006, a descrigao total do qual fica incorporada aqui por referéncia.

1. Campo da Invencio

A presente invencgao refere-se ao campo da biotecnologia de
plantas. Mais especificamente, ela se relaciona a métodos aperfeicoados
para a transformacao de monocotiledéneas com um gene de interesse.

2. Descricao da Técnica Anteriores

As abordagens com base em processos gendmicos em biotec-
nologia de plantas tém permitido a identificacdo e o isolamento de uma
grande quantidade de genes e se faz necessario a sistemas de produgao de
alta transformacéao confiaveis e eficientes para testar a utilidade desses ge-
nes através da transformacgio dos mesmos em monocotiledéneas importan-
tes economicamente tais como o milho. A transformagao de monocotiledo-
neas mediada pela Agrobacterium tais como o milho, arroz e trigo € uma
abordagem experimental amplamente usada, quase sempre com o uso de
tecido do meristema tais como embrides imaturos como as ex-plantas de
escolha (como, por exemplo, Ishida et al., 1996; Zhao et al., 2001; Frame et
al., 2002). Para o arroz, a transformacdo de sementes embebidas também
tem sido registrada (Toki et al., 2006). Até o presente, os métodos mais co-
muns que seguem o contato de células com a Agrobacterium incluem: cultu-
ra do tecido da ex-planta tal como os embrides imaturos ("cocultura”), inclu-
indo possivelmente uma etapa de "retardo” ou "descanso" (nao seletiva), e
seguida pela cultura em meio de selegcdo que contenha auxina(s), permitindo
a desdiferenciagao de células para a formagéo da callus. Durante essa fase
de formagao do callus, o tecido de callus resistente transformado é selecio-
nado na presenca de um agente de selegao apropriado em um meio de se-

lecdo. Isso é seguido pelo cultivo das células sob condigbes que promovam
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a diferenciagao dos callus e a regeneragao dos callus em plantas em meio
de regeneragado ou de formagao de raiz. Este processo tem exigido tipica-
mente pelo menos de 10 a 12 semanas para a producédo de plantas que
possam ser transferidas para o solo para o crescimento posterior. O proces-
so também exige varias transferéncias manuais do tecido através de todo o
processo de transformacao e usa varios tipos diferentes de meios.

Desse modo, o uso de protocolos padronizados de transforma-
c¢do e de regeneragao € consumidor de tempo e ineficiente, e tem um impac-
to negativo na linha do desenvolvimento do produto transgénico, dado que
existe usualmente uma "janela de prioridade de desenvolvimento" limitada
sazonalmente, para a tomada de decisbes em relagdao com os construtos
genéticos para priorizar em relagao ao uso do trabalho de transformacao em
escalas maiores com base nos resultados obtidos durante a pesquisa inicial.
Existe por esse motivo uma necessidade na técnica da transformacao de
monocotiledéneas para a produ¢do de plantas transgénicas rapidamente
para prover mais tempo e flexibilidade para tomar decisdes com relagéao a
pesquisa e ao desenvolvimento do produto durante uma janela de desenvol-
vimento de prioridade. Esse sistema de alta produgao para transformagao do
milho pode produzir um grande niumero de plantas transgénicas para o teste
de genes e criagao de plantas uteis e ao mesmo tempo abaixa o custo de
material e de mao-de-obra.

Além disso, as respostas da cultura embriogénica de diferentes
linhas de geragao diferem grandemente, limitando os gendtipos de culturas
tais como a do milho que podem ser transformadas. Por consequéncia, al-
gumas linhas podem formar callus embriogénicos com rapidez, embora mui-
tas, em geral, falhem na formagdo de qualquer callus embriogénico. Essas
linhas sdo quase sempre consideradas linhas "recalcitrantes”. Isso pode exi-
gir o uso de linhas nao de elite para a transformagéo, o que pode necessitar
de muitas geracdes de geragdo para a produgédo de variedades transgénicas
de elite agronémica. Dessa forma também existe uma necessidade adicional
de métodos de transformacéo que permitam a transformacéo de gendtipos

de milho até agora "recalcitrantes" para permitir uma escolha mais ampla de
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linhas transformaveis para o desenvolvimento do produto, bem como para a
varredura de tais gendétipos com relagdo ao potencial de capacidade de
transformacao dos mesmos.

SUMARIO DA INVENCAO

Em um aspecto, a invengao proporciona um método para a pro-

dugao de uma planta monocotiledénea transgénica que compreende: (a)
transformar uma ex-planta com pelo menos um primeiro DNA selecionado;
(b) cultivar a ex-planta em um primeiro meio de cultura que compreende uma
proporgcao efetiva de citoquinina e auxina com a finalidade de promover o
desenvolvimento de estruturas regeneraveis capazes da formagao de raiz
e/ou de broto; e (c) cultivar a ex-planta em pelo menos um segundo e/ou
terceiro meio de cultura que sustente o crescimento simultdneo de tecidos
de raiz e de broto, para a produ¢cao de uma planta monocotiledénea trans-
génica regenerada; em que a planta monocotiledénea transgénica regenera-
da é produzida dentro de 4 a 8 semanas da transformagéo da ex-planta. O
método pode também compreender, em uma modalidade, a transferéncia da
planta monocotileddonea transgénica regenerada para um meio de cresci-
mento de plantas. Em modalidades especificas, o meio de crescimento é
uma matriz n&o estéril, incluindo uma matriz nao estéril existente em um bu-
jao.

Em determinadas modalidades, as estruturas regeneraveis séo
formadas dentro de cerca de 6 a 14 dias da transformacao da ex-planta. Em
outras modalidades, a etapa (b) é completa dentro de cerca de 6 a 14 dias
da transformacéao da ex-planta. Em outra modalidade, a etapa (b) € executa-
da durante um periodo de cerca de 6 até 12 dias. Em ainda outras modali-
dades, as etapas (a) e (b) sdo executadas sem a proliferagédo de um callus
durante mais do que cerca de 10 dias até cerca de duas semanas em segui-
da da transformacéao da ex-planta. Em determinadas modalidades, o primei-
ro meio de cultura compreende um composto bactericida, tal como a carbe-
nicilina ou outro composto que iniba o crescimento de rizobio, incluindo a
Agrobacterium, usada para a transformagéo da ex-planta. Em outras modali-

dades, o segundo e/ou o terceiro meio de cultura compreendem sacarose,
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em uma concentragao mais alta do que a encontrada no primeiro meio de
cultura. Em modalidades especificas, o primeiro meio de cultura compreende
Lynx 1947.

Em outras modalidades, a etapa (c) compreende cultivar a ex-
planta em um meio de cultura liquido isento da adigao de regulador do cres-
cimento de planta que sustente o crescimento simultaneo de tecidos de raiz
e de broto, para a produgdo de uma planta transgénica monocotiledénea
regenerada. Em modalidades especificas, 0 meio de cultura que sustenta o
crescimento simultaneo de tecidos de raiz e de broto, compreende o Lynx
2067. Em outras modalidades, a etapa (c) se inicia com cerca de 4 a 8 se-
manas a partir da transformacéao da ex-planta.

Em determinadas modalidades, a proporgao de citoquinina para
auxina no primeiro meio de cultura é a partir de cerca de 0,005 até cerca de
0,03 (p/p). Em outras modalidades, a propor¢ao de citoquinina para auxina
no primeiro meio de cultura € a partir de cerca de 0,005 até cerca de 0,03
em uma base molar. Em modalidades especificas, a citoquinina pode ser
selecionada a partir do grupo que consiste em BAP, zeatina, quinetina e
TDZ,; e a auxina pode ser selecionada a partir do grupo que consiste em IAA,
2,4-D, NAA, IBA e dicamba. Em outras modalidades, a citoquinina e/ou a
auxina no primeiro meio de cultura podem compreender um efeito regulador
do crescimento de planta equivalente aquelas quantidades e propor¢gdes das
citoquininas ou das auxinas acima relacionadas.

Em ainda outra modalidade, a etapa (c) também compreende o
cultivo da ex-planta em um segundo meio de cultura que compreende uma
propor¢ao aumentada de um regulador do crescimento de formagao de bro-
tos para a auxina com relagao ao primeiro meio para promover o desenvol-
vimento de raiz(es) e de broto(s) simultaneamente. Em modalidades especi-
ficas, o meio da etapa (c) € o Lynx 2068 e/ou o Lynx 2202.

Determinadas modalidades dos métodos da presente invencao
podem ainda compreender a cultura de uma ex-planta em um segundo e/ou
terceiro meios de cultura que ndo tenham os reguladores de crescimento de

plantas. Em algumas modalidades, a proporgao de regulador do crescimento
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de formacgéao de brotos para a auxina no segundo meio e a partir de cerca de
0,02 até cerca de 0,06 (p/p). Em modalidades especificas, o segundo meio é
o Lynx 2202 ou o Lynx 2068. Em determinadas modalidades, o meio de
crescimento fresco nao € adicionado em seguida ao inicio da etapa (c).

Em ainda outras modalidades, o primeiro meio de cultura com-
preende cerca de 0,001 mg/l até cerca de 10 mg/l de citoquinina e cerca de
0,1 mg até cerca de 15 mg/l de auxina, por exemplo, cerca de 0,005 mg/l de
citoquinina até cerca de 0,05 mg/l de citoquinina e cerca de 0,1 mg/l de auxi-
na, até cerca de 0,5 mg/l de auxina. Em ainda outras modalidades, a ex-
planta € também cultivada em um quarto meio entre a cultura nos primeiro e
no segundo meios, em que o quarto meio compreende uma quantidade efe-
tiva de auxina e de citoquinina para a promog¢ao a proliferacédo de callus. Em
modalidades especificas, o quarto meio é o Lynx 2063.

Em outras modalidades, a ex-planta € também cultivada em um
quinto meio entre a cultura nos segundo e terceiro meios, em que o quinto
meio compreende uma quantidade de citoquinina efetiva para a promoc¢ao
do crescimento de brotos.

Em modalidades especificas, o quinto meio é o Lynx 2066.

Em determinadas modalidades, a transformacdo da ex-planta
compreende a transformagao mediada por bactérias. Em modalidades espe-
cificas, a transformag¢ido mediada por bactérias € realizada com a utilizagéo
de uma bactéria selecionada a partir do grupo que consiste em Agrobacteri-
um sp., Rhizobium sp., Sinorhizobium sp., Mesorhizobium sp., € Bradyrhizo-
bium sp.

Em outras modalidades, o segundo e/ou o terceiro meios de cul-
tura compreendem uma quantidade de auxina que é reduzida com relagao a
quantidade no primeiro meio, citoquinina, acido abscisico, ou uma combina-
cdo. Em uma modalidade especifica, o segundo e/ou o terceiro meios de
cultura compreendem menos do que a metade da atividade tanto de auxina
como do regulador do crescimento de planta do tipo da auxina como o pri-
meiro meio.

Em determinadas modalidades, o primeiro meio de cultura e
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meio de cultura que sustenta o crescimento simultdneo dos tecidos de raiz e
de broto sdo meios liquidos. Em outras modalidades, o primeiro meio de cul-
tura € um meio de cultura semissélido. Em modalidades especificas, cada
meio que & usado em seguida ao primeiro meio de cultura € um meio liquido.
Em determinadas modalidades, as etapas (b) e (c) sdo executadas em um
unico recipiente.

Em determinadas modalidades, a planta monocotiledénea € uma
planta de milho, arroz, sorgo, trigo, centeio, mitho pequeno, cana-de-acucar,
aveia, triticale, "switchgrass" ou grama de turfa. Em uma modalidade especi-
fica, a planta monocotiledénea é a planta de milho.

Em outro aspecto, a invengao proporciona um sistema para a
expansao de uma janela de desenvolvimento de prioridade para a producéao
de plantas transgénicas que compreende: (a) selecionar um segmento de
DNA candidato de interesse para a produgdo de uma planta transgénica com
base pelo menos em parte em dados coletados em um primeiro teste de
campo; (b) preparar uma planta monocotiledénea transgénica que compre-
enda o segmento de DNA candidato através do método da reivindicacéo 1; e
(c) avaliar a planta transgénica com relacado ao fenétipo desejado e/ou geno-
tipo em pelo menos um segundo teste de campo realizado em uma estacao
de cultivo em seguida aquela na qual o primeiro teste de campo é realizado.
Em modalidades especificas, um ou ambos o primeiro teste de campo ou o
segundo teste de campo sé&o realizados no meio oeste dos Estados Unidos.
Em determinadas modalidades, a avaliagdao da planta transgénica compre-
ende a medigdo do desempenho agronémico. Em modalidades especificas,
o segundo teste de campo € um teste de resultado hibrido. Em ainda outras
modalidades, o segundo teste de campo é realizado em duas estagbes de
cultivo depois do primeiro teste de campo.

Um outro aspecto da presente invengao proporciona um método
para a varredura de células de uma linha de planta de lavoura com relagéao a
capacidade de transformacdo, que compreende (a) cuitivar ex-plantas de
uma planta de lavoura em um meio de crescimento que sustente a produgéao

de primérdios do broto dentro de cerca de 1 a 2 semanas; (b) cultivar o pri-
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mordio do broto sob condigdes que sustente o alongamento do broto durante
pelo menos cerca de uma semana adicional no escuro para ser obtido um
tecido do broto em crescimento e/ou brotos; e (c) cultivar o tecido ou os bro-
tos da etapa (b) em um meio de crescimento de plantas durante pelo menos
cerca de uma semana adicional para serem obtidos botdes de broto e/ou
plantas; em que a capacidade de transformagao das células é medida atra-
vés da capacidade do primérdio do broto para a produgédo de botdes de bro-
to e/ou plantas em seguida a etapa (c).
DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1. Diagrama de linha do método de controle de transfor-

macéo ("BPD") e duas modalidades ilustrativas da presente invencdo mos-
trando o numero de etapas de cultura e de transferéncia de tecido e etapas
de transferéncia/mudanca de meio. Um bloco pequeno representa cerca de
uma semana de duragao. As setas escuras representam a transferéncia fisi-
ca de ex-plantas para um novo recipiente. As setas com padrao representam
a aspiragao e a troca de meio. As setas com faixas representam a adicao de
meio sem aspiragao.

Figura 2. A presencga de citoquinina durante o primeiro meio per-
mite uma transformacéao eficiente e rapida por facilitar a producéo dos pri-
mordios do broto. As ex-plantas foram analisadas de modo histoquimico com
relacdo a expressao de gus 10 dias depois da transformacgao e exibiram se-
tores transgénicos grandes (TS) e primérdio de broto (SP).

Figura 3. Plantas de milho transgénico de quatro (A), seis (B) e
sete (C) semanas de idade produzidas através do método da presente in-
vengao.

Figura 4. Diagrama em linha mostrando a redugéo adicional do
numero de etapas de cultura, etapas de transferéncia de tecido e etapas de
transferéncia/troca de meio. Um bloco pequeno representa cerca de uma
semana de duragao. As setas escuras representam a transferéncia fisica de
ex-plantas para um novo recipiente. As setas com padréo representam a
aspiracao e a troca de meio, As setas com faixas representam a adi¢céo de

meio sem aspiracao.
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Figura 5. Impacto do protocolo de Cultura Liquida Rapida (RLC)
sobre a iniciacdo da transformagdo durante a “janela de prioridade de de-
senvolvimento".

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A invencéo proporciona métodos aperfeicoados de transforma-

¢ao que reduzem substancialmente o tempo necessario para a producao de
plantas transgénicas e expande a faixa de genétipos que podem ser trans-
formados. Em uma modalidade, o uso de meio liquido combinado com pro-
cedimentos eficientes de manipulagao de plantas e etapas de meio e de cul-
tura simplificados oferece vantagens tais como tempo de produgdo mais cur-
to, resultado de producéao mais alto, baixa em custos de material e de mao-
de-obra, e vantagens de seguranca ergonémica, mantendo ao mesmo tem-
po a frequéncia de transformagao (TF) em um nivel Gtil, ou mesmo aumen-
tando a TF.

Além disso, por permitir a producao de plantas de milho trans-
formadas através de tais métodos rapidos, € agora possivel usar de forma
mais eficiente uma janela de prioridade de desenvolvimento afetada pela
estacao, isto €, com relagado a tomada de decisbes com relacdo a transfor-
macéao de construtos e eventos em vista das estacdes de plantagao em di-
versas localizagdes, bem como com base nos resultados de testes de cam-
po realizados dentro dessas localizagdes. Essas localizagbes incluem, por
exemplo, o United States Corn Belt, incluindo todo ou a maioria dos estados
de lowa, Indiana, lllinois, e Ohio, e partes de South Dakota, Nebraska, Kan-
sas, Minnesota, Wisconsin, Michigan, Missouri, € Kentucky. Isso reduz as
barreiras para o planejamento e a prioridade dos estudos de construto de
genes e de eventos de transformacédo de plantas. Dessa forma, reduzir um
protocolo de transformacao de milho de 10 a 12 semanas para 6 a 7 sema-
nas ou menos expande de forma efetiva o desenvolvimento do produto em
de 5 a 6 semanas, permitindo até duas vezes a capacidade de transforma-
¢do em uma estrutura de tempo de tal forma que resulte em testes de trans-
formantes adicionais iniciados durante a janela de desenvolvimento de prio-

ridade seja possivel na segunda estagcao de crescimento em seguida a ocor-
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réncia do evento de transformacao.

Em determinados aspectos, os inventores descobriram que o
uso de meio liquido com uma matriz em varias etapas no lugar do meio se-
miliquido comumente usado pode resultar em um TF mais baixo. No entanto,
0 uso de meio de selecdo e de regeneragao liquido com um meio de retar-
damento que contenha citoquinina resulta em um TF similar como com o
meio de selecao e de regeneragao semissoélido. Por esse motivo, um método
mais rapido foi desenvolvido através da combinacgéao de etapas de retardo e
de cocultura anteriormente separadas através do uso de um meio e ao
mesmo tempo mantendo/melhorando o TF. A presenga da citoquinina no
meio de cocultura e de retardo (o primeiro meio) aciona uma resposta de
regeneracgéao precoce e reduz ao mesmo tempo a formacao de callus ou a
formacédo de callus simultanea e a regeneragdo da planta, levando dessa
forma a uma regeneracdo mais rapida. A presenga de carbenicilina, um
composto bactericida no meio de cocultura permite que as ex-plantas sejam
cultivadas no mesmo meio durante um periodo de tempo prolongado, isto é
de 7 a 14 dias depois do suprimento do DNA através da transformacéo me-
diada pela Agrobacterium. Além disso, a(s) etapa(s) tradicionalmente sepa-
rada(s) da proliferagdo do callus e selecao pode(m) ser eliminada(s), en-
quanto ainda alcangando um TF aceitavel, na medida em que as ex-plantas
podem ser transferidas diretamente para um segundo e/ou um terceiro meio
que promova o crescimento e o desenvolvimento dos primérdios dos botdes
de broto. Desse modo, os gendtipos importantes, anteriormente "recalcitran-
tes", que exibiram uma resposta embriogénica e capacidade de transforma-
¢ao limitada através de uma abordagem com base no callus podem agora
serem usados diretamente com o alvos da transformacgao, e sem outra ma-
nipulacgao fisica do material da ex-planta, isto &, a subcultura com a transfe-
réncia manual para meios diferentes, através do uso do regime de cultura
como o descrito aqui, neste pedido de patente.

Os métodos de transformacao descritos aqui proporcionam uma
melhoria significativa som relagdo ao método de transformagéao corrente co-

nhecido na técnica. Através da utilizacao de tais métodos, foi descoberto de



10

15

20

25

30

10

forma surpreendente que uma planta transformada pode ser produzida den-
tro de 4 a 6 semanas depois do contato das células com um agente de trans-
formacao que esta pronto para o transplante dentro de uma matriz de cres-
cimento tal como uma bucha e/ou solo e é produzido através de procedimen-
tos mais eficientes em com uma faixa mais ampla de genétipos. Em alguns
aspectos, o método também emprega meio liquido com uma matriz de su-
porte adequada. O uso da cultura liquida reduz o nimero de etapas de
transferéncia de seis para tdo pouco como duas ou trés. Ainda mais, as eta-
pas de selecdo de uma célula transformada e de regeneragdo podem ser
conseguidas em um unico recipiente até que as plantas sejam transferidas
para o solo. Os métodos séo dessa forma adequados para um sistema de
producao automatizado de alto rendimento.

Determinados genétipos de monocotiledéneas respondem de
forma insuficiente as condigbes de cultura embriogénicas. Isto &, os embri-
Oes, ou os callus embriogénicos que levam a regeneracao eficiente, nao sao
produzidos sob essas condigbes. Esses gendétipos "recalcitrantes" possuem
frequéncias de transformagdo em zero ou préximas a zero quando sao ten-
tados os métodos previamente descritos. Desse modo, os métodos corren-
tes que podem ser usados para a transformagao de uma ampla variedade de
gendtipos, especialmente as linhas recalcitrantes, proporcionam uma esco-
lha mais ampla de linhas que possam ser transformadas e representam um
avanco significativo na técnica.

Alem disso, métodos para avaliar a capacidade de transforma-
cao de células de uma linha de plantas de lavoura monocotiledéneas tém
sido tipicamente focalizados em medir a capacidade de uma determinada
linha para a produgao de callus embriogénicos sob as condi¢gdes certas. Es-
sas abordagens convencionais para a varredura da formagao do callus em-
briogénico utiliza embrides imaturos que sao isolados e cultivados em meio
de cultura de tecido capazes de sustentar a formagao do callus embriogéni-
co. Tao importante quanto a capacidade de transformacgéo & a capacidade
de uma linha de células sustentar esse crescimento do callus embriogénico

com o passar do tempo, uma vez que algumas linhas de células exibem uma
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explosao reduzida da formagéao de callus, porém nao mantém em seguida o
potencial embriogénico dos mesmos.

Assim, uma modalidade da presente invencdo compreende um
novo método para a varredura de células de plantas de lavoura com relagao
a capacidade de transformacéao. Este método, em um aspecto, compreende
o cultivo de ex-plantas (como, por exemplo, embrides imaturos de milho) em
um meio capaz de produzir primérdios de brotos em um tempo curto (como
por exemplo, dentro de 1 a 2 semanas, por exemplo dentro de 1 semana).
Os tecidos sdo em seguida transferidos para meio de regenera-
¢ao/alongamento durante cerca de 2 a 3 semanas sob condigcdes de escuri-
dao, antes de serem colocados em um meio de crescimento durante cerca
de 2 a 3 semanas adicionais. A capacidade das linhas para regenerar os
botdes de brotos e/ou as plantas sob essas condigées indica a competéncia
de transformacg¢do das mesmas através dos métodos da presente invengao
incluindo aqueles nos quais nao é provida uma fase de crescimento de cal-
lus, ou no qual um periodo de crescimento de callus é reduzido de forma
substancial a partir de métodos anteriores de regeneragdo de culturas de
células.

Um método da invengdo em uma modalidade também inclui ex-
por uma ex-planta transformavel a um agente de transformacao. As ex-
plantas adequadas incluem as partes de plantas transformaveis tais como
callus, células e embrides. Em modalidades especificas, a ex-planta pode
ser um embrido imaturo de cerca de 2,0 a 3,0 mm de comprimento, por e-
xemplo, o tamanho do embrido pode ficar entre cerca de 1,6 a 2,6 mm de
comprimento, cerca de 8 a 14 dias apds a polinagdo (DAP), incluindo um
tamanho de embrido de cerca de 2,0 mm em cerca de 10 a 12 dias apds a
polinagcédo. As etapas de desenvolvimento e a morfologia do embrido de mi-
Iho ja foram descritas (como por exemplo, em Matthys-Rochon et al.,, 1998, e
as referéncias contidas no mesmo). Os agentes de transformagao adequa-
dos incluem as bactérias de transformagao de plantas que contenham um
construto de DNA para serem transferidas. Os exemplos de tais bactérias

incluem Agrobacterium sp., Rhizobium sp., Sinorhizobium sp., Mesorhizobi-
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um sp., e Bradyrhizobium sp. (como por exemplo, Broothaerts et al., 2005;
Pedido de Patente U.S. 11/749.583). A ex-planta também pode ser exposta
ao construto de DNA através da reabsorg¢ao direta, microinjecao, eletropora-
cao e bombardeamento com microprojéteis, ou por qualquer outro método
conhecido daquelas pessoas versadas na técnica.

Tipicamente, um construto de DNA inclui uma ou mais unidades
de expressao. Essas unidades de expressdao compreendem em geral na di-
recao de 5' para 3': um promotor, acido nucléico codificando para uma carac-
teristica util ou para a supresséo de gene, uma regiao 3' nao traduzida. Di-
versos outros elementos de expressao tais como as UTR 5', sequéncias de
peptidio de transito organelar e introns (especialmente para as monocotile-
dbneas) sao usualmente adicionados para facilitar a expressao da caracte-
ristica. Outros componentes genéticos que servem para aumentar a expres-
sao ou afetar a transcricdo ou translacao de um gene em uma planta tam-
bém sao considerados para uso.

Numerosos promotores de plantas sdo conhecidos daquelas
pessoas versadas na técnica. Esses promotores incluem porém nao estao
limitados ao promotor nopalina sintase (NOS), promotores 19S e 35S de vi-
rus do mosaico da couve flor (CaMV) (por exemplo, ver a Patente U.S.
5.352.605), o promotor CaMV 23S melhorado, um promotor ssRUBISCO e
um promotor de actina (como por exemplo, o promotor de actina do arroz,
ver a Patente U.S. 5.641.876) entre outros. O construto de DNA pode incluir
uma segunda unidade de expressdo na qual o acido nucléico codifique uma
proteina de marcagao para a selegdo, varredura ou classificagao de uma
célula transformada.

Para a pratica da presente invencao, as composi¢gdes e métodos
para preparar e usar os construtos e células hospedeiras sdo bem-
conhecidos daquelas pessoas versadas na técnica, ver, por exemplo, Sam-
brook et al., (2000). Os métodos para fazer construtos de transformacao a-
dequados de forma especifica para a transformacgéo de plantas incluem sem
limitacdo aqueles descritos nas Patentes U.S. Nos. 4.971.908, 4.940.835,
4.769.061 e 4.757.011, todas as quais séo incorporadas a este pedido de
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patente por referéncia em suas totalidades.

Normalmente, as unidades de expressdao s&ao providas entre
uma ou mais margens de T-DNA em um construto de transformacgdo. Os
construtos de transformacéao permitem a integragdo da unidade de expres-
séo entre as margens do T-DNA dentro do genoma de uma célula de planta.
Os construtos também podem conter a estrutura principal do plasmidio dos
segmentos de DNA que proporciona a fung¢do de replicagédo e a selecao an-
tibidtica em células bacterianas, por exemplo, uma origem de replicacao de
Escherichia coli tal como ori 322, uma faixa ampla de origem de hospedeiros
de replicagdo tal como ori V ou ori Ri, € uma regido de codificagdo para um
marcador selecionavel tal como Spec/Strp que codifique para o aminoglico-
sidio adeniltransferase Tn7 (aadA), conferindo resisténcia a espectiomicina
ou a estreptomicina, ou a um gene marcador selecionavel de gentamicina
(Gm, Gent). Para a transformagéo de plantas, a cepa bacteriana hospedeira
€ quase sempre a Agrobacterium tumefaciens ABIl, C58, LBA4404, EHA101,
ou EHA105 que contém o plasmidio que tem uma fungao de transferéncia
para a unidade de expressdo. Outras cepas conhecidas daquelas pessoas
versadas na técnica da transformacao de plantas podem funcionar na pre-
sente invengao.

Depois do contato de uma ex-planta com um agente de trans-
formacgao, a ex-planta pode ser cultivada em um primeiro meio (como por
exemplo, Lynx #1947) que combine os atributos de uma cocultura e um meio
de retardo devido a presenca de um composto bactericida tal como a Carbe-
nicilina. Esse meio compreende uma citoquinina € uma auxina. Pelo provi-
mento de uma quantidade efetiva de reguladores do crescimento de
planta e a proporgao apropriada de citoquinina para a auxina ou quaisquer
outros reguladores de crescimento que sejam conhecidos como afetando a
formacao de callus e/ou brotos, esse meio permite a regeneragao subse-
quente de tecidos, incluindo os tecidos transformados, para iniciar sem a
necessidade de uma fase separada de proliferagéo de callus ou uma respos-
ta embriogénica sustentada. As concentragdes efetivas do(s) regulador(es)

de crescimento e/ou a proporg¢do de citoquinina para a auxina podem variar
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de gendtipo para genétipo, e o tipo de espécie de planta usado. Em seguida
ao primeiro meio, em determinadas modalidades, a ex-planta pode ser culti-
vada em um meio isento de regulador de crescimento para promover a re-
generacao da planta. Em determinadas modalidades, este meio € um meio
liquido.

Os métodos providos pela invengao podem ser executados com
a utilizagao de gendtipos que sejam capazes de produzir uma resposta clas-
sica de callus embriogénico, bem como para genétipos recalcitrantes que
falham em exibir uma quantidade apreciavel de resposta de cultura embrio-
génica, ou resposta de cultura prolongada com outros métodos de cultura
anteriormente conhecidos. O periodo de cultura no primeiro meio pode ser
variado dependendo da necessidade com relagdo a um TF especifico. Em
uma modalidade, o periodo de cultura no primeiro meio é a partir de cerca
de 6 ou 7 até cerca de 10 a 14 dias. A regeneracao precoce também reduz o
numero de plantas clonais (isto &, irmas), incluindo as plantas nao transfor-
madas, que tendem a aparecer em seguida a formacgao de callus e que po-
dem tornar a varredura a jusante menos eficiente. A citoquinina pode ser
adicionada ao meio de inoculagdo ou de cocultura. De forma alternativa, a
citoquinina pode ser produzida através de um gene de sintese da citoquinina
tal como um gene para a isopentenil transferase (por exemplo, a Patente
U.S. 6.294.714) dentro da ex-planta de uma linha transformada.

Os exemplos das diversas citoquininas que sao adequadas para
serem usadas tanto de forma isolada como em combinagao com o presente
método incluem 6-benzil aminopurina (BAP), quinetina, zeatina, fosfato de
adenosina, tidiazuron (TDZ) e outros compostos do tipo da citoquinina. Os
exemplos das diversas auxinas que sdo adequadas para serem utilizadas
tanto de forma isolada como em combinagdo com o presente método inclu-
em IAA, 2,4-D, NAA, IBA, dicamba, e outros compostos do tipo da auxina.
Uma pessoa versada na técnica de cultura e transformacéo de células de
plantas é capaz de determinar os niveis apropriados de reguladores de cres-
cimento de plantas de formacao de broto e auxinas, e as proporgdes apro-

priadas dos dois, que sejam adequadas para serem usadas com a presente
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invengao. Por exemplo, os niveis desses ou de outros reguladores do cres-
cimento de plantas com um nivel de atividade equivalente como, por exem-
plo, o BAP e/ou 2,4 D em planta de milho ou em outra planta de lavoura, po-
de ser determinado através da variagcdo dos niveis de tais reguladores de
crescimento presentes no meio de crescimento ao mesmo tempo em que as
ex-plantas sao cultivadas no meio, e em seguida ao crescimento das ex-
plantas e dos tecidos derivados a partir das mesmas. Desse modo, se forem
usados outros reguladores de crescimento, ele poderiam todavia compreen-
der um efeito regulatorio de crescimento de planta equivalente aquelas
quantidades e proporgdes contempladas das citoquininas e das auxinas a-
cima relacionadas.

Uma ex-planta desdiferenciada que compreenda pelo menos um
primérdio de broto pode ser produzida depois da cocultura/retardo no primei-
ro meio e pode ser cultivada em um segundo meio que inclua uma propor-
¢ao aumentada de um regulador do crescimento de formacéo de broto, tal
como uma citoquinina ou ABA, para a auxina maior do que no primeiro meio.
Alternativamente, o segundo e/ou o terceiro meio podem compreender uma
guantidade reduzida de auxina do que o primeiro meio, e podem ainda com-
preender uma quantidade efetiva de sacarose mais alta do que a do primeiro
meio para a reducao da proliferagdo de callus e uma regeneragéo mais rapi-
da. Por exemplo, 50 g/l de sacarose no segundo meio e 60 g/l no terceiro
meio podem ser utilizados. Em outra alternativa, o segundo meio e/ou o ter-
ceiro meio podem compreender somente uma quantidade efetiva de um re-
gulador do crescimento da formagéo de broto tal como uma citoquinina e/ou
ABA sem a atividade adicionada da auxina ou do tipo da auxina. Em segui-
da, a ex-planta pode ser cultivada em um terceiro meio de cultura compre-
endendo pouco ou nenhum reguladores de crescimento de planta para o
alongamento do broto e a produgéo de raiz.

Em uma modalidade, o método combina o meio de cocultura e
de retardo tradicional em um primeiro meio reduzindo dessa forma o numero
de meios necessarios para a transformacéo e a subsequente cultura, de cin-

co para quatro. Em outra modalidade, o método elimina o meio de prolifera-
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¢ao de callus/selegao, dois meios de regeneragao, um meio de formacao de
raiz e proporciona um meio modificado de regeneracéo e alongamento que
pode nao ter as quantidades apreciaveis de regulador de crescimento de
planta adicionadas, reduzindo por esse motivo o nimero de meios requeri-
dos para a transformacéo, de seis para trés. Em ainda outra modalidade, o
método usa somente o primeiro meio e o terceiro meio reduzindo por essa
razao o numero de meios requeridos para a transformacao, de seis para
dois.

Em outras modalidades, o primeiro meio € um meio semissoélido
e 0s outros meio sdo meios liquidos. Em ainda outra modalidade, todos os
meios sao meios liquidos. No entanto, se tornara aparente para aquelas
pessoas versadas na técnica, o uso de uma combinagao de meios semissoé-
lidos e liquidos e usar somente uma ou mais das modificagdes providas aqui
dependendo da necessidade.

Em uma modalidade especifica, a ex-planta & cultivada no pri-
meiro meio de cultura, tal como o Lynx #1947, durante cerca de 7 a 14 dias,
no segundo meio de cultura tal como o Lynx # 2202, durante cerca de 7 dias,
e no terceiro meio de cultura tal como o Lynx # 2067 durante cerca de 14 a
28 dias. No entanto, o niumero de dias em um ou mais meios pode ser au-
mentado ou diminuido através da inspecédo visual do crescimento da planta
transgénica por aqueles versados na técnica. Em outra modalidade, a ex-
planta & cultivada adicionalmente em um quarto meio entre o primeiro e o
medio durante cerca de 14 dias e em um quinto meio de cultura durante cer-
ca de 7 dias entre ele e o terceiro meio de cultura. O quarto meio, tal como o
Lynx # 2063, pode conter reguladores do crescimento de plantas incluindo a
auxina, citoquinina e AgNo;, e é formulado para suportar a proliferacao de
células. O quinto meio, tal como o Lynx # 2066, pode conter citoquinina, po-
rém geralmente nenhuma auxina, e é formulado para sustentar o crescimen-
to e o alongamento de brotos. Em determinadas modalidades, os segundo,
terceiro, quarto e/ou quinto meios adicionados podem nao conter nenhuma
quantidade de um regulador do crescimento de plantas, embora promovendo

o desenvolvimento de plantas regeneradas. O segundo ou outros meios
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subsequentes podem ser meios liquidos, semissélidos ou sélidos. Em moda-
lidades especificas, somente dois meios podem ser empregados, isto &, um
meio de cocultura/retardo tal como, por exemplo o Lynx 1947, e um meio
subsequente, por exemplo os derivados do Lynx 2067 e Lynx 2066 (também
descritos como o "terceiro” e "quinto meio" respectivamente) aos quais fal-
tam quantidades apreciaveis de auxina, em um método para a obtencao de
plantas regeneradas transformadas dentro de 4 a 8 semanas de transforma-
¢ao (para as composi¢gdes dos meios ver, por exemplo, as Tabelas 2, 3).

O numero de dias em um ou mais meios pode ser aumentado ou
diminuido através de inspecéo visual das ex-plantas por aquelas pessoas
versadas na técnica. A invencao desse modo proporciona uma planta rege-
nerada, e partes da mesma, que seja capaz de crescer em um meio com
base em solo ou em qualquer outra matriz nao estéril dentro de 4 a 6 sema-
nas depois de que a ex-planta da qual ela é derivada foi posta em contato
com um agente de transformacéo, tal como pela transformacao de uma ex-
planta com um DNA selecionado. Em uma modalidade especifica, plantas
regeneradas de 4 a 8 semanas sao transplantadas para dentro de buchas (Q
Plugs by International Horticultural Technologies, Hollister, CA), para cresci-
mento e desenvolvimento adicional e varredura inicial, por exemplo para a
determinacdo do genétipo e/ou o fenétipo das mesmas com relagdo a um
transgene de interesse.

Em outras modalidades, os segundo, terceiro, quarto e€/ou quinto
meios também incluem um agente de selegao tal como o herbicida glifosato
para a terminagao ou pelo menos o retardamento do crescimento da maioria
das células, tecido ou 6rgao no qual o construto de DNA n&o tenha sido su-
prido. Outros agentes de selecdao adequados que podem ser usados de for-
ma isolada ou em combinagdo incluem porém nao estao limitados a herbici-
das do tipo da auxina, tais como o dicamba ou 2,4-D, MCPA, 2,4-DB, glufo-
sinato, inibidores do acetolactato sintase, inibidores da protoporfirinogeno
oxidase, e inibidores da hidroxifenil-piruvato-dioxigenase, neomicina, kana-
micina, paramomicina, G418, aminoglicosideos, espectinomicina, estrepto-

micina, higromicina B, bleomicina, fleomicina, sulfonamidas, estreptotricina,



10

15

20

25

30

18

cloranfenicol, metotrexato, 2-deoxiglicose, aldeido de betaina, S-aminoetil L-
cisteina, 4-metiltriptofano, D-xilose, D-manose, benziladenina-N-3-
glucuronidase. Os exemplos de genes que proporcionam tolerancia a esses
agentes de selegao estao descritos em Miki € McHugh, (2004).

E conhecida uma variedade de meios de cultura de tecidos de
planta que, quando suplementados de modo apropriado, sustentam o cres-
cimento e o desenvolvimento do tecido de plantas. Esses meios de cultura
de tecido podem tanto ser comprados como uma preparagdo comercial ou
preparados por encomenda e modificados pelas pessoas versadas na técni-
ca. Os reagentes estdo comercialmente disponiveis e podem ser comprados
de uma quantidade de fornecedores (ver, por exemplo, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO; e PhytoTechnology Laboratories, Shawnee Mission, KS). Os
exemplos desses meios incluem porém néao estdo limitados aqueles descri-
tos por Murashige e Skoog (1962); Chu et al. (1975); Linsmaier e Skoog
(1965); Uchimiya e Murashige (1962); Gamborg et al. (1968); Duncan et al.
(1985); McCown e Lloyd (1981); Nitsch e Nitsch (1969); e Schenk e Hilde-
brandt (1972), ou derivagbes desses meios suplementadas de forma apro-
priada. Aquelas pessoas versadas na técnica estdo cientes que os meios e
os suplementos dos meios tais como os nutrientes e reguladores de cresci-
mento para uso na transformac¢ao e na regenerag¢ao sao usualmente otimi-
zados para a lavoura-alvo especifica ou a variedade de interesse. Também
podem ser selecionados varios componentes tais como sais basais, vitami-
nas, fonte de carbono a partir de um ou de outro meio para ser obtido o
crescimento e o desenvolvimento desejado. Os meios de crescimento de
plantas usados em um método anterior (como por exemplo, Cai et al.; Publi-
cacao do Pedido de Patente U.S. 20040244075, e incorporado aqui por refe-
réncia) estdao mostrados na Tabela 1. As composicdées de meios de prefe-
réncia usados no método presente estao relacionadas nas Tabelas 2 e 3. As
diferencas entre as receitas usadas na presente invengéo e as receitas-
padrao usadas nos métodos convencionais de transformagao de monocoti-
ledéneas sao, por exemplo, que aqueles métodos convencionais usam mei-

os que permitem a proliferagdo e a seleg¢ao de callus, seguida pela regene-
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ragao e o crescimento do evento transgénico. Em contraste, os meios da
presente invencdo permitem tao somente a formagao do callus para a for-
magao do primordio do broto evitando por meio disso a formacéao de plantas
quiméricas e permitindo a selegéo eficiente através da formacéao simultadnea
do callus e a regeneragao da planta, em uma maneira que permita uma
transformacgédo em alta frequéncia.

Em geral, um primeiro meio pode funcionar como um meio de
cocultura e de retardo, e compreende reguladores do crescimento de plantas
tais como uma auxina (como por exemplo, 2,4 D), uma citoquinina (como por
exemplo, BAP), e nitrato de prata, bem como acetosiringona para facilitar a
transformagcao mediada pela Agrobacterium. O primeiro meio também pode
conter um composto bactericida tal como a carbenicilina que permite que as
ex-plantas sejam cultivadas no mesmo meio durante um periodo de tempo
prolongado, isto é de 7 a 14 dias, depois do contato da ex-planta com o a-
gente de transformagdo. Um segundo meio (por exemplo, o 2202) também
pode compreender esses reguladores do crescimento de planta, porém a
auxina é reduzida. De forma importante, este segundo meio pode funcionar
como um meio de regeneragdo. Um terceiro meio (por exemplo, o 2067) néo
tem reguladores de crescimento e funciona como um meio de regeneragao e
de alongamento do broto. Um quarto meio (por exemplo, o 2063) compreen-
de uma quantidade similar de reguladores de crescimento como o primeiro
meio, e pode funcionar para sustentar a proliferacao do callus. Um nivel bai-
xo de um agente de selegao também pode estar presente, para favorecer o
crescimento do tecido transformado. Um quinto meio (como por exemplo, o
2066) nao contém auxina e nitrato de prata, e tem um nivel baixo de citoqui-
nina e sustenta a regeneragdo. De forma alternativa, os meios adicionados
em seguida ao primeiro meio podem n&o conter quantidades efetivas de um
regulador de crescimento de planta, e ao mesmo tempo sustentando o de-
senvolvimento e o crescimento de uma planta regenerada. Em uma modali-
dade especifica, um segundo meio diferente sem auxina porém com alguma
citoquinina (como por exemplo, 2347, 2348, 2415, 2414; ver a Tabela 3)

também pode ser empregado como o meio de regeneragao que pode sus-
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tentar a regeneracéao e o alongamento no lugar do segundo meio inicialmen-
te descrito (isto é, 0 2202). Os meios 2348, 2415, 2414 sao essencialmente
0 mesmo como o 2066 porém com nitrato de prata, e contem quantidades
diferentes de glifosato. O meio 2347 é essencialmente o mesmo como o
2067, porém com nitrato de prata e uma citoquinina. As modificagdes de tais
meios podem ser feitas por uma pessoa versada na técnica da transforma-
¢éo de células de planta e de cultura de tecido, dependendo da espécie e do
gendtipo do tecido da ex-planta em questdo, mantendo ao mesmo tempo os
atributos da cultura de célula descritos.
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Para confirmar a presenca do construto de DNA na planta rege-
nerada, pode ser executada uma variedade de anldlises. Essas anlalises
incluem, por exemplo, anlalises "biolégicas moleculares” tais como Southern
e northern blotting e PCR®; anlalises "bioquimicas", tais como para detectar
a presenca de um produto de proteina, como por exemplo, meios imunolégi-
cos (ELISA e western blots) ou através da fungdo enzimatica; anlalises de
parte de plantas, tais como as anldlises de folha ou de raiz; e também, atra-
vés da analise do fenétipo da planta total regenerada.

Uma vez que um gene tenha sido introduzido dentro de uma
planta com a utilizagao do método presente, aquele gene pode ser introduzi-
do dentro de qualquer outra planta compativel sexualmente com a primeira
planta através de cruzamento, sem a necessidade de transformacéao direta
da segunda planta. Por esse motivo, na forma usada aqui o termo "progénie"
indica a descendéncia de qualquer geragédo de uma planta de origem, prepa-
rada de acordo com a presente invengdo. Uma "planta transgénica" desse
modo pode ser de qualquer geragao.

A presente invenc¢do também proporciona uma planta e partes
de planta produzida através do método. De preferéncia, a planta € uma plan-
ta monocotiledénea. De mais preferéncia, a planta monocotiledénea é uma
planta de lavoura selecionada a partir do grupo que consiste em: plantas de
milho, arroz, sorgo, trigo, centeio, milheto, cana-de-agucar, aveia, triticale,
grama de turfa e "switchgrass". Em uma modalidade especifica a planta mo-
nocotiledénea é uma planta de milho. As partes da planta incluem, sem limi-
tacao, a semente, endosperma, 6vulo, pélen, folha, caule e raiz. Em uma
modalidade especifica, a parte da planta € uma semente. A invengao tam-
bém inclui e prové células e tecidos de plantas transformadas produzidas
pelo método.

Os exemplos que se seguem ilustram o desenvolvimento deste
método.

EXEMPLOS
Os exemplos que se seguem sao incluidos para a ilustracéao de

modalidades da invencdo. Devem ser apreciadas por aquelas pessoas ver-
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sadas na técnica que as técnicas descritas nos exemplos que se seguem
representam as tecnicas descobertas pelo inventor para funcionar bem na
pratica da invencdo. No entanto, aquelas pessoas versadas na técnica de-
vem, na luz da presente descrigdo, apreciar que muitas mudangas podem
ser feitas nas modalidades especificas que estdo descritas e ainda ser obti-
do um resultado parecido ou similar sem que se afaste do conceito, espirito
e ambito da invengdo. Mais especificamente, se tornara aparente que de-
terminados agentes que estao tanto quimicamente como fisiologicamente
relacionados podem ser substituidos pelo agente descrito aqui embora os
mesmos resultados ou resultados similares possam ser alcancados. Todos
esses substitutos similares e as modificagbes aparentes aquelas pessoas
versadas na técnica estdo destinadas a ficar dentro do espirito, ambito e
conceito da invengdo como definida pelas reivindicagées em anexo.

Exempilo 1
Construtos de Acido Nucléico e Agentes de Transformacio

Este exemplo descreve a fabricagéo dos construtos de DNA e a
transformacgéao dos construtos de DNA na cepa AB1 da Agrobacterium (uma
cepa C58 desarmada) usada para a transformacdo de embrides imaturos de
milho. O plasmidio pMON 97367 contém um gene cp4 como o marcador se-
lecionavel e um gene gus como o marcador triavel acionado pela actina qui-
mérica do arroz e o promotor da actina do arroz, respectivamente. As cepas
da Agrobacterium foram preparadas para a transformacdo essencialmente
de acordo com os procedimentos descritos em outros locais, tais como em
Cai et al.; Publicagdo do Pedido de Patente U.S. 2004/00244075).

Exemplo 2
Melhorando o Resultado da Transformacao

Este exemplo descreve o desenvolvimento de um método revi-
sado com a utilizagdo de meios liquidos durante as etapas de proliferacéao de
callus, selecé@o e durante as etapas de regeneragdo com a finalidade de de-
senvolver um método de alto enchimento simplificado, necessitando de me-
nos manipulagéo dos tecidos e que pode ser automatizado. A Figura 1 mos-

tra um projeto experimental para esse protocolo de cultura liquida de 8 se-
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manas ("Liquid Plug"- FIGURA 1, diagrama do meio). A Tabela 4 exibe os
resultados quando comparados com o método essencialmente de Cai et
al.,(U.S. 2004/0244075, isto é, o diagrama de topo da Figura 1). O método
revisado também é modificado a partir daquele encontrado no Exemplo 3,
em que as ex-plantas foram transferidas para um quarto meio (Lynx 2063)
depois do primeiro meio durante de uma a duas semanas a 30°C no escuro,
transferidas para um 2° meio modificado (como por exemplo, 2068, isto é o
2202 adicionado com AgNO;) e em seguida transferidas para um quinto
meio (como por exemplo, o Lynx 2066) depois do segundo meio durante
uma semana a 27°C no escuro.

Como observado acima, determinados métodos de transforma-
¢édo do milho estdo descritos na Publicagdo do Pedido de Patente U.S.
2004/0244075 (Cai et al.) e as varias composicoes de meios usadas também
estao descritas na mesma. A Tabela 4 mostra que as plantas transgénicas
podem ser produzidas dentro de 8 semanas fazendo as modificacbes com
relacdo ao método de Cai et al., incluindo a cultura no 1° meio de cultura du-
rante um periodo prolongado, reduzindo o tempo gasto no 4° meio de cultu-
ra, reduzindo o tempo gasto no 5° meio de cultura, e reduzindo o tempo de
cultura gasto no meio de formagéao de raiz usado no corrente método (Tabe-
la 1). Além disso, os 1°, 2°, 3° e 5° meios foram modificados (ver as Tabelas
1 e 2) através da adigao de citoquinina e redugao da auxina, através da re-
ducao substancial da citoquinina e da adicdo de uma pequena quantidade
de auxina e aumentando a quantidade de sacarose, pela remogéo de todos
os reguladores de crescimento e aumentando a quantidade de sacarose e
adicionando uma pequena quantidade de citoquinina e de auxina e aumen-
tando a sacarose, respectivamente. Por exemplo, o Lynx 1233 usado em um
meétodo convencional descrito em Cai et al. ndo sustenta o crescimento e o
desenvolvimento prolongado de ex-plantas nem sustenta a formacao do pri-
mordio de brotos como o 1° meio (Lynx 1947) da corrente invengao. O Lynx
1278 de Cai et al. tem fungdes similares as do Lynx 2063 da corrente inven-
cao. A diferenga principal entre esses dois sistemas esta na area da regene-

racdo. A regeneracéao de plantas pelo método de Cai et al. usa uma etapa de
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alto pulso de citoquinina (Lynx 1073) seguida pelo alongamento do broto
(Lynx 1071) e finalmente a formagao da raiz das pequenas plantas acompa-
nhada pelo crescimento e desenvolvimento no Lynx 1084. Em contraste, a
regeneracéo através do método corrente € conseguida pelo desenvolvimen-
to simultaneo do broto e da raiz através de uma abordagem em uma etapa
de auxina (Lynx 2068 e Lynx 2066). O crescimento e o desenvolvimento fi-
nais das pequenas plantas sdo conseguidos em um meio isento de regula-
dor de crescimento, Lynx 2067.

Tabela 4. Producdo de plantas transgénicas dentro de 8 semanas com a

utilizacdo de um método de meios de cultura liquidos. % de TF é a média de

pelo menos 3 experimentos independentes e esta baseada na % de eventos

independentes de plantas transgénicas.

Tratamento N° de explantas | N° de Even- TF
para o meio de tos Produ- (%)
selecao zidos
Método de controle 150 55 36,7
Método de meios liquidos 210 125 59,5
Exemplo 3

Método de Transformacéao

Este exemplo descreve um método de transformacao, incluindo
as etapas de regeneracao (Figura 1, esquema de "Transformagédo rapida”,
diagrama do final), através do qual & obtida depois de cerca de tao pouco
como 6 semanas de crescimento, uma planta regenerada em um meio de
crescimento sélido (como por exemplo, uma bucha de crescimento). Em ge-
ral, os embrides imaturos (IEs) foram retirados manualmente ou através de
um aparelho de jato fluido como descrito na Patente U. S. 7.150.993 ou na
Publicagao do Pedido de Patente U.S. No. 2005/0246786, e inoculados com
células de Agrobacterium que contém o construto de DNA de interesse. Os
embrides inoculados foram cultivados no primeiro meio (Lynx 1947) durante
cerca de 7 (opcionalmente até cerca de 14) dias a 23°C durante um dia e a
30°C durante o resto do tempo no escuro, depois do que as ex-plantas foram
transferidas para um prato Petri que continha um suporte tal como feltro e/ou

papel de filtro (como por exemplo, Ahlstrom tipo 610, 8,22 cm; Ahlstrom
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Corp., Helsinki, Finlandia)e 10 ml do segundo meio (Lynx 2202) e ao pratos
foram incubados a 30°C sob condi¢des de escuro durante cerca de 1 sema-
na. Depois de uma semana na presenga do segundo meio, o meio velho foi
retirado por aspiragdo e 10 ml do terceiro meio (Lynx 2067) foram adiciona-
dos e os pratos foram incubados a 30°C no escuro durante mais uma sema-
na. Nos intervalos aproximados de uma semana depois da transferéncia ini-
cial para o terceiro meio, o meio velho foi retirado por aspiragéo e cerca de
15 a 30 ml! do terceiro meio foram adicionados de novo e os pratos foram
incubados a de 27 a 30°C em claro - escuro 16/8. Depois da 6% semana a-
pos a transformacéo, as plantas foram transferidas para bucha que conti-
nham um meio de crescimento sélido, sob condigdes n&do estéreis para o
endurecimento e em seguida para potes para o crescimento e o desenvolvi-
mento adicionais dentro das 2 semanas seguintes. As composicbes dos
meios usadas estdo mostradas na Tabela 2.

Exemplo 4.
O Uso da Citoquinina Facilita a Producido Rapida de Brotos e de Plantas.

Este exemplo ilustra o uso da citoquinina para a iniciagéo ante-
cipada da formagéo de primérdios de brotos, para a produgéo mais rapida de
plantas transgénicas. Os experimentos foram realizados com e sem o BAP
no primeiro meio (ver a Tabela 2 com relagdo aos componentes) e os resul-
tados estdao mostrados na Tabela 5. A Figura 2 mostra a producgdo de pri-
mordios de brotos no primeiro meio. Os resultados também mostram uma
melhora significativa na frequéncia de transformagdo quando a citoquinina
foi usada durante esta etapa do processo de transformagao.

Tabela 5. O uso de uma citoquinina durante a primeira etapa do processo de

transformacido aumenta a frequéncia de transformacéo devido a formacao

precoce dos primérdios de broto. A % de TF é a media de 4 experimentos e

esta baseada na % de eventos de plantas transgénicas independentes.

Tratamento N° de embrides | N° Total de Even- %TF

(1 semana) para selegcao tos Produzidos Média + SD
Lynx 1898; Sem 315 41 13,017,4
BAP
Lynx 1947; BAP 365 179 49.0+2,3
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Exemplo 5
Simplificagéo do Método através da Reducdo da Proliferacdo de Callus e do

Periodo de Selecao.

Este exemplo demonstra a produgdo de plantas transgénicas
dentro de 7 e de 6 semanas, pela diminuigdo em 1 semana do tempo gasto
em Lynx 2063 e limitando desse modo a proliferagao de callus. O esboco e o
resultado do experimento estdo mostrados na Tabela 6. Os resultados suge-
rem que uma fase de formacéo de callus reduzida pode ser usada sem afe-
tar a TF. Os resultados também sugerem que uma reducgéo adicional ou a
eliminacéo da fase de formagao de callus pode ser possivel o que pode ace-
lerar o processo da producgao de plantas transgénicas.

Tabela 6. Producédo de plantas transgénicas dentro de 7 ou 6 semanas atra-

vés da reducéo da fase de formacéo do callus. A % de TF é a média de pelo

menos 3 experimentos independentes e esta baseada na % de eventos de

plantas transgénicas independentes.

ETAPAS Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3
Cocultura e Re- Lynx 1947 Lynx 1947 Lynx 1947
tardo; 8-10 dias
12 transferéncia, Lynx 2063 Lynx 2063 Lynx 2063
1 semana
22 transferéncia, Lynx 2063 Lynx 2068 Lynx 2068
1 semana
32 transferéncia, Lynx 2068 Lynx 2066 Lynx 2067
1 semana
42 transferéncia, Lynx 2066 Lynx 2067 Lynx 2067
1 semana
52 transferéncia, Lynx 2067 Lynx 2067 bucha (6 sema-
2 semanas nas)

62 transferéncia, Lynx 2067 bucha (7 sema- N/A

1 semana nas)

72 transferéncia bucha (8 sema- N/A N/A
nas)

TF (Média = SD) 16,9+1,0 26,0 £ 10,9 22,0 £5,9

Exemplo 6

Desenvolvimento do Protocolo de Transformacéo de Seis Semanas pela
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Eliminacao da Proliferacdo de Callus Durante a Selecéo.

Este exemplo demonstra a produgao de plantas transgénicas
dentro de seis semanas através da eliminagédo da etapa de proliferagao do
callus e de selecao (Lynx 2063, 4° meio) e de uma das etapas de regenera-
cdo mo quinto meio, completamente. O projeto experimental e os resultados
estido mostrados na Tabela 7. Este experimento incluiu um método ja encur-
tado (tratamento 1) com uma semana de etapa de proliferagdo de cal-
lus/selegéo no quarto meio e comparou o0 mesmo com um meétodo que inclui
a regeneracéo direta no segundo meio que continha um nivel de 2,4 D mais
baixo do que o primeiro meio. Dessa forma, além da redugao do nivel de
auxina, uma proporgao aumentada de regulador do crescimento da forma-
céo de broto para a auxina também é contemplada. Este exemplo demonstra
que a necessidade por relagdo a uma etapa de crescimento de callus e proli-
feracao durante a selegdo (o quarto e o quinto meio, por exemplo, os meios
2063 e 2066) pode ser eliminada e é importante para a obtencéo de eventos
transgénicos em uma quantidade de tempo reduzida.

Tabela 7. Producao de Plantas Transgénicas através da Eliminacdo da Eta-

pa de Proliferacido de Callus. A % de TF é a média de pelo menos trés expe-

rimentos independentes e esta baseada nha % de eventos de plantas trans-

génicas independentes.

ETAPAS Tratamento 1 Tratamento 2
Cocultura e Retardo; 8- Lynx 1947 Lynx 1947
10 dias
12 transferéncia, 1 se- Lynx 2063 Lynx 2202
mana
22 transferéncia, 1 se- Lynx 2068 Lynx 2068
mana
32 transferéncia, 1 se- Lynx 2066 Lynx 2067
mana
42 transferéncia, 1 se- Lynx 2067 Lynx 2067
mana
52 transferéncia, 2 se- Lynx 2067 Lynx 2067
manas
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ETAPAS Tratamento 1 Tratamento 2
62 transferéncia, 1 se- Lynx 2067 Bucha
mana
72 transferéncia Bucha
TF (Média £ SD) 18,8+ 9,4 40,9 + 18,7
Exemplo 7

Alguma Proliferacdo de Callus Durante a Cocultura € Necessaria para TF

melhorada.

Este exemplo ilustra o papel da proliferacido de células de ex-
plantas durante o meio de cocultura e de retardo (o primeiro meio) dobre a
TF. O crescimento do callus das ex-plantas foi controlado através do nivel de
2,4 D no meio de cocultura/retardo. Como mostrado na Tabela 8, o efeito de
uma semana de cultura no primeiro meio (por exemplo, o Lynx 2232, 1947,
2233 ou 1898; Tabela 2) foi testado seguido por um protocolo de transfor-
macao de seis semanas. E evidente a partir dos resultados que a quantidade
de formagao de callus durante a cocultura/retardo antes da regeneragao de-
termina a TF. Um nivel de auxina em uma concentragcdo mais baixa, isto &
de 0,2 mg/l em Lynx 2232 tinha TF zero enquanto que as ex-plantas cultiva-
das em 1947 tendo 0,5 mg/l deu uma TF de cerca de 35%. Os resultados
sugerem que alguma proliferagdo de callus antes do crescimento no 2° meio
(incluindo a regeneragao) € necessaria para permitir a formacéo posterior de
botao do broto. A quantidade de formacgao de callus pode ser otimizada atra-
vés da variacdo dos parametros de cultura de tecido incluindo entre outros,
os componentes do meio e a duragao do crescimento.

Tabela 8. Fase de callus 6tima durante a cocultura e o retardo tem impacto

sobre a TF. A % de TF é a média de pelo menos trés experimentos indepen-

dentes e esta baseada na % de eventos de plantas transgénicas indepen-

dentes.

ETAPAS Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento
1 2 3 4
Cocultura e Retar- | Lynx 2232 | Lynx 1947 | Lynx 2233 | Lynx 1898
do; 1 semana (7-
10 dias)
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ETAPAS Tratamento | Tratamento | Tratamento | Tratamento
1 2 3 4

12 transferéncia; 1 Lynx 2202 | Lynx 2202 | Lynx 2202 | Lynx 2202
semana
22 transferéncia, 1 Lynx 2067 | Lynx 2067 | Lynx 2067 | Lynx 2067
semana
32 transferéncia, 1 Lynx 2067 | Lynx 2067 | Lynx 2067 | Lynx 2067
semana
42 transferéncia, 1 Lynx 2067 | Lynx 2067 | Lynx 2067 | Lynx 2067
semana
52 transferéncia, 1 Bucha Bucha Bucha Bucha
semana
TF 0 35,4 0,7 6,1

Exemplo 8
Simplificacbes Adicionais Para o Protocolo

Este exemplo ilustra a redugdo da duragido do crescimento de
ex-plantas no meio de regeneragao (2202) para simplificar ainda mais os
metodos permitindo ainda ao mesmo tempo a obtencgao de plantas dentro de
6 semanas sem que hajam efeitos adversos sobre TF. Neste estudo mostra-
do na Tabela 9, o efeito de cada uma semana no segundo meio (2202;
2068) (tratamento 1) foi comparado com somente uma semana no segundo
meio 2202 (tratamento 2 e 3) seguido pelo alongamento no terceiro meio
(2067). O segundo meio 2202 é idéntico ao 2068 exceto em que o 2068 nao
tem 3,4 mg/l de nitrato de prata. O terceiro meio (2067) foi adicionado nos
intervalos regulares (tratamento 2) ou o meio gasto foi removido e meio fres-
co foi adicionado (tratamento 3). A substituicdo ou a diluicdo do 2202 com o
2067 é provavel em aumentar a regeneragdo. A faixa de tamanho das plan-
tas produzidas através deste método foi adequada para o transplante a uma
bucha e teve uma taxa de sobrevivéncia de quase 100%. A analise do nu-
mero de copias de aproximadamente 170 eventos com a utilizagdo da anali-
se Tagman® na regiao 3' da sequéncia do gene da terminagao de transcri-
¢ao pin |l presente na unidade de expressao do construto de DNA usado
para a transformacgéao revelou que cerca de 78% das plantas continham 1 a 2

copias, indicando a produgdo de uma porcentagem mais alta de plantas que
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possam ser usadas quando comparada com somente cerca de 60% das
plantas com 1 a 2 copias como tipicamente obtidas com o método corrente.
Somente trés plantas do experimento tiveram zero cépias indicando muito
poucas escapadas. As plantas transgénicas também podem ser produzidas
para transplante dentro de tao pouco quanto 4 semanas como mostrado na
Figura 3A.

Tabela 9. Producédo de plantas transgénicas usando um novo meio de rege-

neracao e de alongamento. A % de TF é a média de pelo menos trés expe-

rimentos independentes e esta baseada na % de eventos de plantas trans-

génicas independentes.

ETAPAS Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3
Cocultura e Retardo; 1 Lynx 1947 Lynx 1947 Lynx 1947
semana (7 -10 dias)

12 transferéncia; 1 Lynx 2202 Lynx 2202 Lynx 2202
semana

22 transferéncia, 1 Lynx 2068 Lynx 2067 Lynx 2067
semana

32 transferéncia, 1 Lynx 2067 Lynx 2067 Lynx 2067
semana

42 transferéncia, 1 Lynx 2067 Lynx 2067 Lynx 2067
semana

52 transferéncia, 1 Lynx 2067 Lynx 2067 Lynx 2067
semana

62 transferéncia Bucha Bucha Bucha
TF 27 1 33,8 40,6
Exemplo 9

Protocolos Alternativos de Duas ou Trés Etapas.

Este exemplo ilustra a produgao de plantas transgénicas por re-
duzir ainda mais o numero de etapas de transferéncia e/ou as etapas de as-
piracao/adicao de meios e/ou meios como mostrado na Figura 4 e nas Tabe-
las 10 e 11. Um componente importante do presente método é uma fase de
callus curta enquanto ao mesmo tempo acelerando a regeneragao. Nessa
abordagem, em seguida da cocultura/retardo (1° meio), os tecidos foram

transferidos para o meio de regeneracao (2° meio; como por exemplo, o
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2202) durante uma semana para acelerar o processo de regeneracéio (Tabe-
la 10). No entanto, uma tal etapa pode interferir com a facilidade de automa-
cao deste método na medida em que este 2° meio, que compreende a auxi-
na que retarda o alongamento, poderia necessitar de ser removido antes da
adigao do 3° meio (como por exemplo, o meio de crescimento e alongamen-
to 2067). Esse problema foi superado através da identificagdo de um segun-
do meio diferente sem nenhuma auxina porém com alguma citoquinina (co-
mo por exemplo, 2347, 2348, 2415, 2414) na medida em que o meio de re-
generacao que pode sustentar a regeneracao, alongamento e o crescimento
no lugar do 2° meio (isto &, do 2202), removendo por meio disso a necessi-
dade da remocao por aspira¢ao do meio. Nos tratamentos 2, 3, 4 e 5 depois
da primeira transferéncia, o 2067 isento de regulador de crescimento foi adi-
cionado aos recipientes. O 2° meio usado no tratamento 5 € uma versao
modificada do Lynx 2067 na medida em que ele contem uma pequena quan-
tidade de BAP e pode ser usado para a regeneracao e o alongamento na
medida em que ele ndo contem nenhuma auxina (por exemplo, o 2347) co-
mo mostrado com o sucesso do tratamento 5. Desse modo, como mostrado
na Figura 4, parte inferior, um protocolo rapido e simples de transformacao
de planta exibindo um TF excelente, e consistindo em somente duas etapas
de meios, € conseguido. Além do mais, a capacidade de simplesmente adi-
cionar meio sem a remoc¢ao por aspiragdo do meio usado torna o sistema
acessivel para a automacao.

Tabela 10: Producio de plantas transgénicas em trés etapas de cultura.

N° Expe- Tratamento N° de plan- Ne¢ total de %TF
rimento tas para eventos pro-
selecao duzidos
8205-1 8 semanas - Liquido 110 46 41,8
8205-2 6 semanas - Liquido 100 38 38,0
8205-3 6 semanas- liquido com 48 20 41,7
transformacao em trés
etapas

Como mostrado na Tabela 11, a transformacgao foi alcancada

através de todos os trés tratamentos, indicando que a eliminagcdo do meio
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contendo a auxina (2202) é possivel sem afetar a TF. Além disso, a trans-
formagao com a utilizacdo de meio de regeneragao e de alongamento sem
auxina e com alguma citoquinina em seguida a cocultura/retardo foi possivel
como mostrado com 2347, 2348, 2414, e 2415 que contem glifosato na con-
centracao mostrada entre parénteses.

Tabela 11. Projeto Experimental para Testar a Producido de Plantas Trans-

génicas Em Duas Etapas. Para as composicdes dos meios ver as Tabelas 2
e3.
ETAPAS Trata- Trata- Trata- Trata- Trata-
mento1 | mento2 | mento 3 | mento 4 | mento 5
Cocultura e Retar- Lynx 1947
do; 10 dias
12 transferéncia; 1 2202 2348 2415 2414 2347
semana, escuro 30 (0,2 (0,1 (0,02mM (0,1
C mM) mM) ) mM)
22 transferéncia; 1 Lynx 2067
semana, escuro, 30
C
42 transferéncia; 3 Lynx 2067
semanas, claridade
27 C
52 transferéncia Bucha
TFxSD 48,949,656 | 46,5+9,7 | 39,5412, | 40,5+7,5 | 42,5+9,7
5
Exempio 10

Transformacéo de Gendtipos de Milho Recalcitrantes

Este exemplo ilustra a producdo de plantas transgénicas com a
utilizagcao de uma variedade de milho de elite recebedora que foi descoberta
como possuindo uma resposta de cultura embriogénica fraca (isto €, € con-
siderada "recalcitrante") com relagcdo a um genétipo de controle de elite co-
mumente usado para a transformacgao através do método que compreende
uma etapa separada de formagéo de callus durante a selegdo como descrito
por Cai et al. Somente um evento transgénico foi obtido a partir de 6 experi-
mentos com a utilizacdo de cerca de 1172 ex-plantas com a linha de contro-

le, enquanto que dois estudos com a utilizacdo dos métodos de transforma-
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¢ao rapida da presente invengéo resultaram em TF de cerca de 16,9% e
19,5%, indicando que esses métodos podem ser aplicados com sucesso as
linhas recalcitrantes. Na Tabela 12, a % de TF é a média de 4 experimentos
independentes e & baseada na % de eventos de plantas transgénicas inde-
pendentes. Em alguns dos experimentos uma TF de cerca de 30 a 40% po-
de ser obtida.

Tabela 12. RLC modificado para facilitar a producéo de plantas de uma linha

de elite em cerca de 6 semanas.

ETAPAS Tratamento 3 Tratamento 4
Cocultura e retardo Lynx 1947 Lynx 1947
22 transferéncia (escu- | Lynx 2063 (proliferagdo | Lynx 2202 (regenera-
ro 30°C) de callus e selecao) ¢ao)
32 transferéncia (escu- | Lynx 2063 (proliferacdo | Lynx 2202 (regenera-
ro 30°C) de callus e sele¢éao) ¢ao)
42 transferéncia (escu- Lynx 2068 (regenera- Lynx 2068 (regenera-
ro 30°C) ¢ao) ¢cao)
52 transferéncia (clari- Lynx 2067 (alonga- Lynx 2067 (alongamen-
dade 27°C) mento e crescimento) to e crescimento)
62 transferéncia clari- Lynx 2067 (alonga- Lynx 2067 (alongamen-
dade 27°C) mento e crescimento) to e crescimento)
para a bucha para a bucha para a bucha
TF % 16,9 19,5

Exemplo 11

Métodos para a Avaliacdo da Capacidade de Transformacdo de Linhas de
Milho

Este exemplo ilustra a identificagdo rapida de gendtipos para a
competéncia de transformagéo em umas poucas etapas simples. Neste mé-
todo, as ex-plantas s&o cultivadas em um meio capaz de produzir primoérdios
de broto em um tempo curto (meio tal como o 1947; Tabela 2). Uma semana
depois da cultura, as ex-plantas sao transferidas para o meio de regenera-
cao/alongamento (como por exemplo, o Lynx 2424; Tabela 13) durante 2 a 3
semanas a 30°C em condi¢bes de escuro. As linhas que produzem as pe-
guenas plantas podem ser transferidas para um meio de crescimento (como

por exemplo, o Lynx 2427; Tabela 13) durante um periodo de 2 a 3 sema-
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nas. As linhas capazes da produgéo e/ou regeneracéao de botdes de brotos
atraves dessa abordagem de varredura serao acessiveis a um procedimento
de transformacgéo rapida, tal como o esbogado acima, sem a necessidade
com relacdo a uma etapa separada de formacgao de callus durante a cultura

das mesmas.

Tabela 13. Meios Usados para a Avaliacido da Capacidade de Transforma-

cao de Linhas de Milho.

Componentes dos meios /I (Fornecedo- 2424 2427
res)

MS Sais basais (Phytotech) 433¢g 433¢g
MS Vitaminas (100X) (Phytotech) 10 mi 10 ml
HCI de Tiamina (Sigma) 0,5 mg 0
Sacarose (Phytotech) 50 g 60g
Prolina (Sigma) 1,38 0
Acidos Casamino (Difco) 05¢g 0
Ajustar o pH para 5,8 5,8
Phytagar (Gibco) 6 55¢g

Aditivos pés-autoclave

BAP (Sigma) 0,01 mg/! 0
Exemplo 12

Tempo Reduzido do Ciclo do Desenvolvimento do Produto Através da Trans-

formacdo Rapida.
A invencao também proporciona uma janela expandida de priori-

dade para o desenvolvimento de produto de planta transgénica. Esse de-
senvolvimento de produto € um processo longo - ele pode levar nho minimo
de 7 a 8 anos a partir de uma idéia e de um gene até um produto comercial
na forma de uma semente de milho hibrido vendida aos cultivadores. O
campo da biotecnologia de plantas, e especificamente do desenvolvimento
de produto de milho transgénico, é altamente competitivo € a remogao de
um ou mais anos a partir de um ciclo de desenvolvimento de produto pode
dar a uma companhia um retorno colossal em participagcao no mercado e em

renda.
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Usando um protocolo de transformacgéao de planta (por exemplo,
o milho) que leva de 11 a 12 semanas para a produgéo de plantas transfor-
madas, a janela de desenvolvimento tipicamente se prolonga a partir do final
de novembro até o inicio de janeiro. Em seguida a coleta e a analise de da-
dos de produgéo do Meio Oeste dos Estados Unidos em qualquer ano dado,
a janela de tempo que permanece depois da coleta de dados até o inicio de
novas transformacdes com base naqueles dados, embora sendo capaz de
produzir transformantes resultantes como hibridos na segunda estacéao sub-
sequente de plantio do Meio Oeste ¢ limitada para tao tarde como o inicio de
janeiro, devido as atividades subsequentes esbogadas na Figura 5. Essas
atividades incluem o cultivo de geragdo RO da planta e a execugao da carac-
terizacao do evento, completar do desenvolvimento da planta RO incluindo a
polinagéo e preparacdo de sementes, desenvolvimento da planta R1 incluin-
do a identificagdo de homozigotos e a colegao de sementes e finalmente o
cultivo de outra geragéao para criar os hibridos e distribuir as sementes para
os locais dos testes de campo.

Uma aceleragdo do desenvolvimento do produto de milho trans-
génico & conseguida através do encurtamento do tempo necessario para a
transformagao do milho (tempo a partir da indugdo do DNA dentro das célu-
las até as plantas no solo) tal como um ano de calendario total & removido
do ciclo do desenvolvimento do produto, da linha de desenvolvimento do
produto de milho. Isso é conseguido através do encurtamento do protocolo
de transformacéao do milho de 11 a 12 semanas ou mais, para 6 a 7 sema-
nas ou menos como mostrado em azul na Figura 5. Isso expande a "janela
de prioridade de desenvolvimento”, que é definida como o tempo a partir de
quando os dados da produgao do Meio Oeste dos Estados Unidos estejam
disponiveis em qualquer dada estagcao de cultivo até a dltima data possivel
na qual uma transformagéo possa ser iniciada e as linhas transformadas re-
sultantes dessas transformacdes possam ser testadas com relagao a produ-
c¢ado nos Estados Unidos como hibridos, na segunda estagcao de cultivo se-
quencial nos Estados Unidos, subsequente ao tempo da transformacgéo. Os

dados de rendimento gerados no Meio Oeste sdo importantes para o desen-
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volvimento do produto nos Estados Unidos sem que seja levado em conta o
produto. A utilizagdo de um protocolo de transformacdo de 6 a 7 semanas,
expande a janela de prioridade de desenvolvimento em 5 a 6 semanas (Fi-
gura 5) permitindo mais tempo para tomar decisées importantes para o ne-
gocio ou até duas vezes a capacidade de transformagido sem aumento em
recursos para transformagéo em uma estrutura de tempo de tal forma que o
teste da produgéo dos transformantes iniciados na janela de prioridade de
desenvolvimento seja possivel na segunda estagido de plantio subsequente
(Figura 5) no lugar de esperar um ano de calendario total antes de testar a
produgao desses transformantes.

Todas as composi¢gdées e métodos descritos e reivindicados aqui
podem ser feitos e executados sem a experimentacao indevida na luz da
presente descricdo. Embora as composi¢cées e os métodos desta invengao
tenham sido descritos em termos das modalidades ilustrativas precedentes,
se tornara aparente para aquelas pessoas versadas na técnica que podem
ser aplicadas variagdes, trocas, modificagbes e alteragbes na composicao,
meétodos e nas etapas ou na sequéncia de etapas do método descrito aqui
sem que se afastem do verdadeiro conceito, espirito € ambito da invengao.
De modo mais especifico, se tornara aparente que determinados agentes
que sejam ambos quimicamente e fisiologicamente relacionados possam ser
substituidos pelos agentes descritos aqui, neste pedido de patente embora o
mesmo resultado ou resultado similar possa ser conseguido. Todos esses
substitutos similares e modifica¢cdes aparentes aquelas pessoas versadas na
técnica estdo destinadas a ficar dentro do espirito, ambito e conceito da in-

vencdo como definidos pelas reivindicagdes em anexo.
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REIVINDICAGOES

1. Método para a produgdo de uma planta monocotiledénea
transgénica que compreende:

a) transformar uma ex-planta com pelo menos um primeiro DNA
selecionado;

b) cultivar a ex-planta em um primeiro meio de cultura que com-
preende uma proporcéo efetiva de citoquinina e auxina para promover o de-
senvolvimento de estruturas que podem se regenerar capazes da formacao
de raiz e de brotos; e

c) cultivar a ex-planta em pelo menos um segundo e/ou um ter-
ceiro meio de cultura que sustente o crescimento simultidneo dos tecidos da
raiz e do broto, para a produgao de uma planta monocotiledénea transgénica
regenerada;
em que a planta monocotiledénea transgénica regenerada é produzida den-
tro de 4 a 8 semanas a partir da transformacgao da ex-planta.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, que compreende
ainda a transferéncia da planta monocotiledénea transgénica regenerada
para um meio de crescimento de plantas.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 2, em que o meio de
crescimento € uma matriz nao estéril.

4. Método de acordo com a reivindicagcao 3, em que a matriz nao
estéril esta compreendida em um bujao.

5. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que as estrutu-
ras que podem ser regeneradas sao formadas dentro de cerca de 6 a 14
dias a partir da transformagao da explanta.

6. Método de acordo com a reivindicagéo 1, em que a etapa b) &
completada dentro de cerca de 6 a 14 dias da transformacgéao da planta.

7. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que etapas a) e
b) sdo executadas sem a proliferagdo de um callus durante mais do que cer-
ca de 10 dias até duas semanas.

8. Método de acordo com a reivindicagéo 1, em que o primeiro

meio de cultura compreende um composto bactericida.
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9. Método de acordo com a reivindicagado 1, em que os segundo
e terceiro meios de cultura compreendem sacarose em uma concentracdo
mais alta do que é encontrada no primeiro meio de cultura.

10. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o primeiro
meio de cultura compreende Lynx 1947.

11. Método de acordo com a reivindicacio 1, em que a etapa (c)
compreende a cultura da ex-planta em um meio de cultura liguido isento de
um regulador de crescimento de planta que sustente o crescimento simulta-
neo dos tecidos da raiz e do broto, para a produgao de uma planta monocoti-
ledénea transgénica regenerada..

12. Método de acordo com a reivindicagdo 11, em que o meio de
cultura que sustenta o crescimento simultaneo dos tecidos da raiz e do brito
compreende o Lynx 2067.

13. Método de acordo com a reivindicagcao 1, em que a etapa (b)
€ executada durante uma duragéo a partir de cerca de 6 dias até cerca de 12
dias.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que a etapa (c)
€ iniciada dentro de cerca de 4 a 8 semanas da transformacao da ex-planta.

15. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a propor-
¢ao de citoquinina para a auxina no primeiro meio de cultura € a partir de
cerca de 0,005 até cerca de 0,03 (p/p).

16. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que a propor-
¢ao de citoquinina para a auxina no primeiro meio de cultura & a partir de
cerca de 0,005 até cerca de 0,03 em uma base molar.

17. Método de acordo com a reivindicagéo 1, em que a citoquini-
na € selecionada a partir do grupo que consiste em BAP, zeatina, quinetina,
e TDZ; e a auxina é selecionada a partir do grupo que consiste em IAA, 2,4-
D, NAA, IBA, e dicamba.

18. Método de acordo com a reivindicagao 1, e em que etapa (c)
também compreende a cultura da ex-planta em um segundo meio de cultura
que compreende uma propor¢do aumentada de um regulador de cresimento

da formacgao de broto para a auxina, com relacao ao primeiro meio para a
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promocao do desenvolvimento da raiz ou raizes e broto ou brotos de forma
simultanea.

19. Método de acordo com a reivindicagao 18, em que o meio da
etapa (c) é Lynx 2202 e /ou Lynx 2068.

20. Método de acordo com a reivindicagdao 1, que compreende
também o cultivo da ex-planta em um segundo e/ou um terceiro meio de cul-
tura isento de reguladores de crescimento de planta.

21. Método de acordo com a reivindicagao 15, em que a propor-
¢ao do regulador da formacéo de broto para a auxina no segundo meio é a
partir de cerca de 0,02 até cerca de 0,06 (p/p).

22. Método de acordo com a reivindicagao 15, em que o segun-
do meio & o Lynx 2202 ou o Lynx 2068.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 15, em que o meio de
crescimento fresco ndo é adicionado em seguida ao inicio da etapa (c).

24. Método de acordo com a reivindicagdo 15, em que o primeiro
meio de cultura compreende cerca de 0,001 mg/i até cerca de 10 mg/l de
citoquinina e cerca de 0,1 mg até cerca de 10 mg/l de auxina.

25. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a ex-planta
€ ainda cultivada em um quarto meio entre a cultura no primeiro e no segun-
do meio, em que o quarto meio compreende uma quantidade efetiva de uma
auxina e citoquinina para a promog¢ao da proliferacao de um callus.

26. Método de acordo com a reivindicagao 25, em que o quarto
meio € o Lynx 2063.

27. Método de acordo com a reivindicagdo 25, em que a ex-
planta é ainda cultivada em um quinto meio entre o cultivo no segundo e no
terceiro meio, em que o quinto meio compreende uma quantidade efetiva de
citoquinina para a promog¢éao do crescimento de broto.

28. Método de acordo com a reivindicagao 27, em que o quinto
meio € o Lynx 2066.

29. Método de acordo com a reivindicagéo 1, em que a transfor-
macao da ex-planta compreende a transformagao mediada por bactéria.

30. Método de acordo com a reivindicagéo 29, em que a trans-



10

15

20

25

30

formacao mediada por bactéria & executada com a utilizagdo de uma bacté-
ria selecionada a partir do grupo que consiste em Agrobacterium sp., Rhizo-
bium sp., Sinorhizobium sp., Mesorhizobium sp., e Bradyrhizobium sp.

31. Método de acordo com a reivindicagao 18, em que o segun-
do e/ou o terceiro meio de cultura compreendem uma quantidade reduzida
de auxina com relagdo aquela encontrada no primeiro meio de cultura, cito-
quinina, acido abscisico ou uma combinacéo.

32. Método de acordo com a reivindicagao 31, em que o segun-
do e/ou o terceiro meios de cultura compreendem menos do que a metade
tanto de auxina ou de regulados do crescimento de planta do tipo da auxina
CoOmo O primeiro meio.

33. Método de acordo com a reivindicagéo 1, em que o primeiro
meio de cultura e o meio de cultura que sustenta o crescimento simultaneo
dos tecidos da raiz e do broto sdo meios liquidos.

34. Método de acordo com a reivindicagéo 1, em que o primeiro
meio de cultura € um meio semi sdlido.

35. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que cada meio
usado em seguida ao primeiro meio de cultura € um meio liquido.

36. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que as etapas
b) e c) sdo executadas em um unico recipiente.

37. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que a planta
monocotiledénea € uma planta de milho, arroz, sorgo, trigo, centeio, milheto,
cana-de-agucar, aveia, triticale, "switchgrass", ou grama de turfa.

38. Método de acordo com a reivindicagédo 1, em que a monoco-
tiledénea € o mitho.

39. Método para a expansdo de uma janela de prioridade de de-
senvolvimento para a produgao de plantas transgénicas, que compreende:

a) selecionar um segmento de DNA candidato de interesse para
a producdo de uma planta transgénica com base, pelo menos em parte em
dados coletados em um primeiro teste de campo;

b) preparar uma planta monocotiledénea transgénica que com-

preenda o segmento de DNA candidato através do método da reivindicagao
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c) analisar a planta transgénica com relagéao do fenétipo deseja-
do e/ou gendtipo em pelo menos um segundo teste de campo realizado em
uma estacao de cultivo em seguida aquela na qual o primeiro teste de cam-
po foi realizado.

40. Método de acordo com a reivindicagdo 39, em que um ou
ambos dos primeiro teste de campo ou segundo teste de campo sao realiza-
dos no meio oeste dos Estados Unidos.

41. Método de acordo com a reivindicagao 39, em que a analise
da planta transgénica compreende a medigdo do desempenho agrondmico
da mesma.

42. Método de acordo com a reivindicagdo 39, em que o segun-
do teste de campo € um teste de produgéo hibrida.

43. Método de acordo com a reivindicagédo 39, em que o Segun-
do teste de campo é executado em duas estagbes de cultivo depois do pri-
meiro teste de campo.

44. Um meétodo para a varredura de células de uma linha de
plantas de cultivo com relagéo a capacidade de transformagao, que compre-
ende:

(a) cultivar ex-plantas de uma planta de cultivo em um meio de
cultura que sustente a producgao de brotos primordiais dentro de cercade 1 a
2 semanas,

(b) cuiltivar os brotos primordiais sob condi¢cdes que sustente o
alongamento do broto durante pelo menos uma semana adicional no escuro
para a obteng¢ao de tecido de crescimento de broto e/ou "planticulas”;

(c) cultivar o tecido ou as "planticulas" da etapa (b) em um meio
de crescimento de planta durante pelo menos cerca de mais uma semana
para serrem obtidos botdes de plantas e/ou plantas;
em que a capacidade de transformacao das células € medida através da
capacidade dos botdes primordiais de produzirem botbes de plantas e ou

plantas seguindo a etapa (C).
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RESUMO
Patente de Invengdo: "METODOS PARA A TRANSFORMACAO RAPIDA
DE PLANTAS MONOCOTILEDONEAS".

A presente invengéo proporciona métodos para a transformacao
de plantas monocotiledéneas através de um protocolo simples e rapido, para
serem obtidas plantas regeneradas capazes de serem plantadas no solo em
tdo pouco como de 4 a 8 semanas. Também sao providos meios de cultura e
condi¢bes de crescimento, bem como plantas e partes de plantas obtidas
através do método. Além disso, também é provido um método para a varre-
dura de genétipos de plantas recalcitrantes com relacdo a capacidade de
transformacéao através dos métodos da presente invencéao. Também é provi-
da uma janela de desenvolvimento de prioridade de um sistema para a pro-
dugao de plantas transgénicas através dos métodos da presente invencgéo.
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