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“CONSTRUCAO DE ACIDO
NUCLEICOS, E, METODOS PARA APRIMORAR O COMPRIMENTO DE FIBRA
DE UMA PLANTA QUE PRODUZ FIBRA E PARA PRODUZIR FIBRAS DE
ALGODAO”

5 CAMPO E HISTORICO DA INVENCAO

A invencgao, em algumas de suas
realizacdes, refere-se aos polinucleotideos e polipeptidios
envolvidos no desenvolvimento de fibra de planta e métodos
para usar Os mesmos.

10 O algodao e subprodutos do
algodao fornecem matérias—-primas que sao usadas para
produzir uma fatura de produtos com base em consumidor, além
de fibras téxteis incluindo géneros alimenticios do algodao,
alimentacao de criacdes, fertilizante e papel. A producgao,

15 comercializacao, consumo e negdcio de produtos com base em
algodao geram um excesso de $100 bilhées anualmente somente

nos Estados Unidos, tornando o algodao como a safra com
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valor agregado numero um. Apesar do crescimento de fibras
sintéticas nos ultimos 50 anos, o algoddo ainda contabiliza
aproximadamente 50 % da fibra téxtil mundial. Embora 90 % do
valor do algoddo como uma safra reside na fibra (fio de
linho), o rendimento e a dqualidade da fibra diminuiram,
especialmente na Ultima década. Esse declinio foi atribuido
a4 erosdo geral na diversidade genética das variedades do
algodao, e uma vulnerabilidade aumentada da safra para
condic¢des ambientais.

As fibras de algoddo podem ser

obtidas de muitas variedades de algoddo com uma variacdo de

n

caracteristicas para diversas aplicacde As fikras de
algoddo podem ser caracterizadas de acordo com uma variedade
de propriedades, algumas das quais sao consideradas
altamente desejaveis dentro da industria téxtil para a
producdo de produtos de alta qualidade de forma crescente e
exploracdo ideal das tecnologias modernas de fiagdo. As
propriedades comercialmente desejaveis incluem o
comprimento, uniformidade do comprimento, fineza, proporg¢ao
de maturidade, . producdo diminuida de fibra de particulas
finas, micronaire, resisténcia do fardo e resisténcia de
unica fibra. Muito esforco foi feito para o aprimoramento
das caracteristicas das fibras de algoddo principalmente
enfocando no comprimento de fibra e fineza de fibra.
Especificamente, existe uma grande demanda para as fibras de
algoddo de comprimentos especificos.

Diversas abordagens podem ser

usadas para aprimorar as caracteristicas ou rendimento das
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fibras de algoddo. O aprimoramento de variedade das plantas
cultivadas de algoddo foi realizado por criacdo cruzada.
Entretanto, a criacdo é relativamente lenta e ineficiente, e
0 grau de variabilidade que pode ser atingindo é limitado a
diversidade genética existente. Além disso, as plantas podem
ser tratadas com hormdnios, tals como, auxina, Jiberelina,
citocinina, etileno ou brassinolida [vide, p.ex., Patente
Norte-Americana N° 58801107. Entretanto, nenhum efeito
mensuravel dos hormbnios foi documentado, tornando o uso
pratico desses hormdénios em larga escala altamente
improvavel. Alternativamente, o aprimoramento de variedade
pode ser atingido por engenharia genética. Nos anos
recentes, um processo notavel foi feito na engenharia
genética de planta com o aprimoramento bem-sucedido de
variedade das plantas de safra comercialmente importantes,
tais como algodao, soja, milho e canola. A ampla aceitacéao
do algod&o com engenharia genética, nos palises produtores
lideres, o torna um candidato atraente para a engenharia
genética para aprimoramento do rendimento e/ou qualidade de
fibra. Por exemplo, a introducgdo de uma codificacdc de gene
para uma toxina de proteina de inseticida produziu Bacillus
thuringiensis (BT) em uma planta de algoddo possuindo
resisténcia aprimorada a inseto. Além disso, as plantas de
algoddo com resisténcia aprimorada de herbicida (Glifosato)
passaram por engenharia genética pela 1introducdoc de uma
codificacdo de gene para sintetase de &acido 5-enol-piruvil-
chiguimico 3-fosfato.

Uma fibra de algodao é
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composta de uma uUnica célula gque se diferenciou de uma
célula epidérmica do revestimento de semente,
desenvolvendeo=se por meio de quatro etapas cronoldgicas,
i.e., iniciacdo, alongamento, espessamento da parede celular
secundaria e etapas de maturacdo. O alongamento de uma fibra
de algoddo tem 1inicic na célula epidérmica do o&évulo
imediatamente apdés a floracdo, apds a dgqual a fibra de
algod&o rapidamente alonga-se por aproximadamente 21 dias. O
alongamento de fibra é entdo terminado, e uma parede celular
secundéaria é formada e cresce por meio de maturacgdo para
tornar-se uma fibra de algoddo madura.

Pouce é ccnhecido sobre o
controle genético da iniciacdo e alongamento da fibra de
algoddo. J& gque ambas as fibras de algoddo e tricomas
Arabidopsis sdo desenvolvidas a partir de uUnicas células
epidérmicas, fol sugerido que ambas compartilham regulacao
genética semelhante (Revisado em Wagner G.J. et. al. 2004).
Em Arabidopsis, um grande numero de estudos revelou as
informacdes extensas sobre os mecanismos genéticos regulando
a 1lniciacdo e alongamento do tricoma. Diversos estudes
demonstraram as similaridades entre o tricoma e a fibra ao
demonstrar que os promotores especificos da fibra de algodao
conferem a expressdo especifica do tricoma em arabidopsis e
plantas de tabaco (Kim e Triplett, 2001; Hsu et. al. 1999;
Liu et. al. 2000, Wang et al. 2004). A maioria das pesgquisas
gque estudam o desenvolvimento de fibra utiliza o tricoma
arabidopsis como um sistema modelo para identificar os genes

de algoddo de uma forma em pequena escala (Kim e Triplett,
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2001; Wang et al. 2004).

Diversos genes candidatos
associados ao alongamento e formacdo das fibras de algodéao
foram identificados. Por exemplo, cinco genes de plantas de
algoddo dque s&o especificamente expressos na etapa de
alongamento da fibra de algodao foram identificados por
triagem diferencial e métodos de exibicado [Patente Norte-
Americana N° 5.880.100 e Patentes Norte-Americanas N°s
5.932.713, 6.225.536 e 6.166.294].

W00245485 descreve os métodos
e meilios para modular a dqualidade da fibra nas plantas que
produzem fibra, tal comc algedadc, ao modular a atividade
e/ou expressao da sintase de sacarose (um acucar importante
para a sintese de parede celular) em tais plantas.

A Patente Norte-Americana N°
6.472.588 e WO00117333 fornecem os métodos para aumentar a
qualidade da fibra de algodéao (p.ex., resisténcia,
comprimento, proporc¢do de maturidade de fibra, conteldo de
fibra imatura, uniformidade de fibra ou micronaire) ao
transformar uma planta de algodido ceom um DNA codificando a
sintase de fosfatoc de sacarose.

W09508914 revela uma planta
que produz fibra compreendendo em seu genoma uma construcédo
genética heterdloga que inclui um promotor especifico de
fibra e uma seqlUéncia de codificacdo codificando uma
peroxidase de planta, tal como uma peroxidase de algodiao.

W09626639 fornece um método

utilizando uma seqiéncia de promotor especifico de ovario
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para expressar o crescimento de planta modificando os
horménios no tecido de d6vulo do algoddo. O método permite a
modificacdo das caracteristicas do conjunto de céapsula nas
plantas de algoddo e fornece um mecanismo para alterar as
caracteristicas de qualidade da fibra, tal como, dimensdo e
resisténcia de fibra.

A Patente Norte-Americana N°
5.981.834, Patente Norte-Americana N° 5,597,718, Patente
Norte-Americana N° 5.620.882, Patente Norte-Americana N°
5.521.708 e Patente Norte-Americana N° 5.495.070 revelam um
método de engenharia genética de uma planta que produz fibra
e a identificacgidc dos clcnes de c¢cDNA Uteis para identificar
os genes de fibra no algodéo.

Os pedidos de patente norte-
americanos 2002049899 e 2003074697 revelam as plantas de
algoddo do género Gossypium expressando endoxiloglucan
transferase, catalase ou peroxidase com caracteristicas
aprimoradas de fibra de algodédo.

WO 01/40250 fornece um método
para aprimorar a qualidade da fibra de algcd&c ac modular a
expressdo do gene de fator de transcrigdao.

WO 96/40924 fornece novas
construcbes de DNA gue podem ser usadas como sondas
moleculares ou alternativamente inseridas em um hospedeiro
de planta para modificar a transcricdo de uma seqiiéncia de
interesse de DNA durante diversas etapas do desenvolvimento
de fibra de algodéao.

EP0834566 revela um gene dJue
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controla o mecanismo de formacdo de fibra em uma planta de
algodao.

A validacéao dos genes que
aprimora o rendimento e dqualidade de fibra de algod&o 1in
vivo exige que um sistema de modelo confidvel para o
desenvolvimento de fibra de algoddo. Os modelos em outras
plataformas de planta, tal como, células de tricoma e
radicelas, sao amplamente aceitos para o desenvolvimento de
fibra de algoddo. Entretanto, as alteracdes de medigcdo na
taxa de crescimento, comprimento e espessura de célula né&o
sdo faceis, devido aoc pequeno tamanho, dificil acesso e
falta de uniformidade nos tamanhos. Os presentes inventores
analisaram os pélos de semente de tomate para seu possivel
uso como um tecido modelo para o desenvolvimento de fibra de
algodéo (WO2005/121364 que é aqui incorporada por
referéncia) e demonstraram uma alta correlacdao entre o pélo
de semente de tomate e a fibra de algodéio.

A geracao das plantas
transgénicas estavelmente transformadas para avaliar a
funcdo do gene é um processo manipulativo prolcengado. Como
uma alternativa, a expressdo do gene estrangeiro nas plantas
é freqlientemente realizada usando a transformacao
transitdria das células ou tecidos. A expressdo de gene
transitdério mediada por Agrobacterium (agroinfiltrac&o) nas
folhas de planta tornou-se a escolha favorita em muitas
andlises funcionais de gene (Kapila et al., 1897; Yang et
al., 2000; Goodin et al., 2002). Existem protocolos vigentes

para a expressdo de gene transitdério nas fibras de algodéo
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de crescimento de cultura de tecido [tal como, Kim HJ, et
al., 2001). Orzaez D., et al. 2006, desenvolveu um sistema
com base em agroinfiltracdo (agroinjecdo), gue permite a
expressao transitdédria dos gene estrangeiros diretamente nos
tecidos de fruta do tomate.

SUMARIO DA INVENCAO

De acordo com um aspecto de
algumas realizacdes da invencéao, é fornecido um
polinucleotideo isolado compreendendo uma seqiéncia.de acido
nucléico codificando um polipeptidio com uma seqgiiéncia de
aminodcido pelo menos 80 % homdloga a uma seqliéncia de
aminoadcido selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ
ID N°s: 130, 141, 131, 146, 139, 140, 137, 133, 136, 135,
134, 132, 138, 142, 143, 144, 145, 147-258 e 536-791,
caracterizado pelo fato de que o polipeptidio é capaz de
regular o desenvolvimento de fibra.

De acordo com um aspecto de
algumas realizacdes da invencdo, é fornecido um polipeptidio
isolado compreendendo uma seqliéncia de aminodcido pelo menos
80 % hombdloga a uma seqliéncia. de amincdcido selecicnada a
partir do grupo consistindo em SEQ ID N°s: 130, 141, 131,
146, 139, 140, 137, 133, 136, 135, 134, 132, 138, 142, 143,
144, 145, 147-258 e 536-781, caracterizado pelo fato de que
o polipeptidio é capaz de regular o desenvolvimento de
fibra.

De acordo com um aspecto de
algumas realizacdes da invencéao, é fornecido um

polinucleotideo isoclado compreendendo uma seqiéncia de acido
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nucléico pelo menos 95 % idéntica a SEQ ID N°: 851, 848, 857
ou 854, caracterizado pelo fato de que a seqliéncia de &acido
nucléico é capaz de regular uma expressdo de uma seqléncia
heterdloga de polinuclectideo operativamente ligada & mesma.

De acordo com um aspecto de
algumas realizacdes da invencdo, é fornecida uma construcao
de &cido nucléico compreendendo © polinucleotideo isoclado.

De acordo com um aspecto de
algumas realizacdes da invencgdo, é fornecida uma construcgéao
de &cido nucléico compreendendo o polinucleotideo isolado e
uma sediiéncia heterdloga de acido nucléico, operativamente
anexada a mesma.

De acordo com um aspecto de
algumas realizacgdes da invencdo, ¢é fornecida uma célula
transgénica compreendendo o polinucleotideo isolado.

De acordo com um aspecto de

algumas realizacdes da invencédo, ¢é fornecido uma célula
transgénica, expressando exogenamente, e} polipeptidio
isolado.

De acorde com um aspecto de
algumas realizagdes da 1invencgdo, ¢é fornecida uma planta
transgénica compreendendo o polinucleotideo isclado.

De acordo com um aspecto de
algumas realizagdes da invencdo, ¢é fornecido uma planta
transgénica expressando exogenamente o polipeptidio isolado.

De acordo com um aspecto de
algumas realizagdes da invencdo, é fornecido um método para

aumentar a biomassa de uma planta, o método compreendendo a
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expressdo exdgena do polipeptidio isclado na planta, assim
aumentando a biomassa da planta.

De acordo com um aspecto de
algumas realizacdes da 1nvencdo, é fornecido um método para
aumentar um vigor de uma planta, o método compreendendo a
expressdo exdgena do polipeptidio isolado na planta, assim
aumentando o vigor da planta.

De acordo com um aspecto de
algumas realizagdes da invencdco, é fornecido um método para
aumentar um rendimento de uma planta, o método compreendendo
uma expressdo exbogena do polipeptidio isolado na planta,
assim aumentando o rendimento da planta.

De acordo com um aspecto de
algumas realizagBes da invencao, ¢é fornecido um método para
aumentar uma tolerdncia de uma planta ao stress abidético, o
método compreendendo uma expressdc exdgena do polipeptidio
isolado na planta, assim aumentando a tolerédncia da planta
ao stress abidtico.

De acordo com um aspecto de
algumas realizacgSes da invencado, é fornecido um método para
aprimorar a qualidade da fibra e/ou rendimento de uma planta
que produz fibra, o método compreendendo uma expressao
exdgena do polipeptidio isolado na planta que produz fibra,
assim aprimorando a qualidade e/ou rendimento da planta que
produz fibra.

De acordo com um aspecto de
algumas realizacdes da invencédo, & fornecido um método para

aumentar uma biomassa de uma planta, o método compreendendo



10

25

11/123

a expressdo da construcdo de acido nucléico na planta, assim
aumentando a biomassa da planta.

De acordo com um aspecto de
algumas realizacgdes da 1invencdo, ¢ fornecido um método para
aumentar um vigor de uma planta, o método compreendendo a
expressdo da construcdo de &acido nucléico na planta, assim
aumentando o vigor da planta.

De acordo com um aspecto de
algumas realizac¢des da invencao, ¢ fornecido um método para
aumentar um rendimento de uma planta, o método compreendendo
a expressao da construcdo de acido nucléico na planta, assim
aunmentandc o rendimento da planta.

De acordo com um aspecto de
algumas realizacgdes da invencao, ¢é fornecido um método para
produzir fibras de algoddo, o©o método compreendendo: (a)
gerar uma planta transgénica de algodao expressando
exogenamente o polipeptidio isolado; e (b) colher as fibras
da planta transgénica de algoddo, assim produzindo as fibras
de algodao.

De acordo

O

om - um aspecto de
algumas realizacgdes da invencdo, é fornecida uma construcé&o
de &cido nucléico compreendendo: (i) uma primeira sedqliéncia
de polinucleotideo que compreende um gene repdrter
operativamente ligado a um promotor especifico de fibra; e
(1i) uma segunda segiiéncia de polinucleotideo gque compreende
uma seqgliéncia heterdloga de &cido nucléico codificando um
polipeptidio de interesse operativamente ligado a um

promotor.
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De acordo com um aspecto de
algumas realizacgdes da invencdo, é fornecido um sistema da
construcdo de Aacido nucléico compreendendo: (1) uma primeira
construcdo de &cido nucléico gue compreende uma primeira
seqiéncia de polinucleotideo compreendendo um gene repdrter
operativamente ligado a um promotor especifico de fibra; e
(ii) uma segunda construcgdo de Aacido nucléico dque compreende.
uma segunda seqiéncia de polinucleotideo compreendendo uma
seqliéncia heterdloga de &cido nucléico codificando um
polipeptidio de interesse operativamente ligado a um
promotor.

De acordo com um aspecto de
algumas realizacdes da invencgao, é fornecido um método para
expressar um polipeptidio de interesse em uma planta,
compreendendo a administracdo a planta da construcdo de
dcido nucléico ou sistema da construcdo de &cido nucléico,
assim expressando o polipeptidio de interesse na planta.

De acordo com um aspecto de
algumas realizacdes da invencado, ¢é fornecido um método para
expressar um polipeptidic de interesse em uma planta de
algoddo, compreendendo a injec¢do em uma bola de algoddo da
planta de algoddo de uma construgdo de &acido nucléico que
compreende uma seqliéncia de acido nucléico codificando o
polipeptidio de interesse, assim expressando o polipeptidio
de interesse na planta de algodio.

De acordo com um aspecto de
algumas realizag¢bes da invencdo, ¢é fornecida uma célula

compreendendo a construcdo de &4cido nucléico ou o sistema da



wn

10

25

13/123

construcdo de acidoc nucléico.

De acordo com algumas
realizacgdes da 1invencdo, a seqliéncia de &acido nucléico é
selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID N°s: 1,
12, 2, 17, 10, 11, 8, 4, 7, 6, 5, 3, 9, 13, 14, 15, 16, 18-
129 e 259-535.

De acordo com algumas
realizacdes da 1invencdo, o polipeptidio é selecionado a
partir do grupo consistindo em SEQ ID N°s: 130, 141, 131,
146, 139, 140, 137, 133, 136, 135, 134, 132, 138, 142, 143,
144, 145, 147-258 e 536-791.

De acordo com algumas
realizacdes da invencéao, o) polinucleotideo isolado é
conforme estabelecido pela SEQ ID N°: 851, 848, 857.ou 854,

De acordo com algumas
realizacbes da invencdo, a seqiiéncia de &acido nucléico &
mais curta do que 1800 bp.

De acordo com algumas
realizacdes da invencao, a fibra compreende uma fibra de
algodac.

De acordo com algumas
realizacdes da invencado, a construcdo de &acido nucléico
ainda compreende pelo menos um elemento regulatdérioc atuante
cis operativamente ligado ao polinucleotideo isolado.

De acordo com algumas
realizacdes da invencado, a expressdo & efetuada em uma ponta
de raiz da planta.

De acordo com algumas



10

N
(]

25

14/123

realizagdes da invencdo, a dqualidade da planta gque produz
fibra compreende pelo menos um parédmetro selecionado a
partir do grupo consistindo em comprimento de fibra,
resisténcia de fibra, peso de fibra por comprimento de
unidade, proporcido de maturidade, uniformidade e micronaire.

De acordo com algumas
realizacdes da 1invencéio, a planta que produz fibra é

selecionada a partir do grupo consistindo em algodd@o, &arvore

de algod&o de seda, salgueiro do deserto, arbusto de
creosoto, winterfat (Krascheninnikovia lanata), balsa,
ramie, kenaf (Hibiscus cannabinus), canhamo, roselle

(Hibiscus sabdariffa), juta, abacéd de sisal e linho.

De acordo com algumas
realizacdes da invencao, o) desenvolvimento de fibra
compreende a formacdo de fibra.

De acordo com algumas
realizacdes da invencéao, o) desenvolvimento de fibra
compreende o alongamento de fibra.

De acordo com algumas

es da invencdo, a planta é uma planta de algodéao.

O

realizac

De acordo com algumas
realizacbes .da invencdo, a administracdo é efetuada ao
injetar a construcdo de 4&cido nucléico ou sistema da
construcdo de acido nucléico a uma bola de algoddo da planta
de algodao.

De acordo com algumas
realizacdes da invencdo, a construcaoc de acido nucléico é

composta na agrobactéria.
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De acordo com algumas
realizacdes da 1nvencdo, a expressadao ¢é efetuada em uma
célula de 6vulo da planta de algodio.

De acordo comnm algumas
realizacdes da invencdo, o polipeptidio de interesse regula
o desenvolvimento de fibra.

Exceto se de outro modo
definido, todos os termos técnicos e/ou cientificos aqui
usados possuem os mesmos significados conforme comumente
entendidos por aquele com habilidade ordinaria na técnica a
quem esta invencao pertencente. Embora oS métodos e
materials semelhantes ou egquivalentes aqui descritos sejam
usados na pratica ou teste das realizagdes da invencdo, os
métodos e/ou materiais exemplares estdo abaixo descritos. No
caso de conflito, a especificacdo de patente, incluindo as
definicdes, controclarda. Além disso, ©os materiais, métodos e
exemplos sdo somente ilustrativos e ndo tém a intencdo de
serem necessariamente limitantes.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Algumas realizacées da
invencdo s&o aquil descritas, somente como exemplo, com
referéncia aos desenhos anexos. Com referéncia especifica
agora aos desenhos em detalhes, é enfatizado que os detalhes
mostrados s&o como exemplo e para os fins de discussao
ilustrativa das realizacdes da invencdo. Com relacdo a isso,
a descrig¢do tomada com os desenhos torna aparente para
aqueles com habilidade na técnica como as realizacdes da

invencdo podem ser praticadas.
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Nos desenhos:

a figura 1

as figsuras

é uma ilustracao esquematica do plasmidio
bindrio pgi usado para expressar as seqléncias

de polinucleotideo isolado da invencdo sob o

controle do promector 35s. borda direita rb - t-
dna; borda esquerda lb - t-dna; enzima de
restricdo h - hindlll; enzima de restricdoc x -
Xbal; b - enzima de restricdo bamhl; enzima de
restricdo s - sall; enzima de restricdoc sm -
smal; enzima de restricdo r-i - ecori; sc -
saci/sstl/ecll36ii; (nimeros) - comprimento em
rares de kase; nos pro = promotor de sintase de
nopalina; npt-ii = gene de fototransferase de
neomicina; nos ter = terminador de sintase de
nopalina; sinal poli-a (sinal de
poliadenilacdo); gusintron - o gene repdrter gus
{seqgiéncia de codificacéao e intron) . as
seqléncias de polinucleotideo isolado da

invencdo foram clonadas no vetor no momento da

substituicidc do gene repdérter gusintrao;

Q

2a-d s&o graficos em barra ilustrando o perfil
de expressao dos genes selecionados de
desenvolvimento de fibra em diversas etapas de

desenvolvimento medidas em dias pds-antese (dpa)

e tecidos. a figura 2a - c¢ctd4d (seq 1id n®:842);
figura 2b - c¢ct74 (seq id n°:843); figura 2c -
ctll (seq 1d n°:844); figura 2d - ct9 (seq 1id

n°:857). as etapas de desenvolvimento e tecidos
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sdo conforme segue: (a) -2 dpa; (b) 0-1 dpa; (c)
2-3 dpa; (d) 4-5 dpa; (e) 6-8 dpa; (f) 9-11 dpa;
(g) 12-14 dpa; (h) 15-17 dpa; (i) 18-20 dpa; (3)
folhas Jjovens: (k) caules jovens; (1) raizes
jovens; (m) folhas; (n) caules; (o) sépalas; (p)
pétalas; (qg) plantas de estame (g. hirsutum var.
acala) . as _quantias relativas de mrna séo

apresentadas em todos os tecidos examinados. o

eixo \% representa o} nivel de expressao
normalizado contra Ltrés diferentes genes
domésticos;

3a-f sdo fotomicrégrafos ilustrando a avaliacéao

do promotor especifico de fibra em arabidopsis.
a expressdo de gus nas folhas (figuras 3a-c) e

raizes (figuras 3d-f) sob regulagcdo do promotor

35s (seq id n®°:841) (figuras 3a e d), promotor
ctd (seg id n°:848) (figuras 3b e e) e promotor
ct74 (seq 1d n®:851) (figuras 3 c e f). observe
que a alta intensidade de coloracéao

(correspondente ao alto nivel de expressdao) de
gus nas folhas de plantas arabidopsis sob os
promotores ct4d4d (figura 3b) ou ct74 (figura 3c);

4a-c s&o fotomicrégrafos ilustrando a deteccéo
do promotor nas bolas de algoddo usando uma
realizacdo especifica do ensaio transitdrio aqui
descrito, a agroinjecdoc de gus sob regulacdao dos
promotores ct2 ou 35s. a figura 4a - ct2::gus em

3 dpa; figura 4b - 35s::gus em 3dpa; figura 4c -
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35s::gus em 8 dpa;

5a-c sdo fotomicrégrafos ilustrando a expresséao
em excesso de ct20 e expansina em cis ao gene
repérter gfp por transfecgdo transitdria das
bolas de algoddo nas fibras de desenvolvimento
de 4 dpa. para controle, a agroinjecdo de
ct2::qgfp foi usada; figura 5a - ct2::gfp
(controle); figura 5b - ct2::gfp+35s::ct20 (por
transfeccao transitéria do vetor binario
ilustrado na figura 7); figura 5¢ -
ct2::gfp+35s::expansinay;

€ uma ilustracao esquematica ilustrando um vetor
binadrio exemplar da 1invencéo [designado como
pgl (promotor c¢ct2)+ct82 (promotor 35s)], em que
ct82 orf (seq id n®:890) estd sob o controle de
transcricdo do promotor 35s constitutivo (seq id
n°:841) e gusintron (seq id n°:872) estd sob o

controle de transcricdo do promotor ct2 (seqg id

n°: 873). nos pro = promotor de sintase de
nopalina; npt-ii = gene de fototransferase de
neomicina; nos ter = terminador de sintase de

nopalina; e

é uma ilustracdo esquemdtica ilustrando um vetor
bindrio exemplar da invengé&o (designado como
pct20+gfp (ct2prom)], em dgque a estrutura de
leitura aberta de gfp (orf) (seq id n®:871) esta
sob o controle de transcricdo do promotor ct2

(seq id n°:873) e orf ct20 (seq id n°:881) esta
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sob o© controle de transcricdo do promotor 35s
constitutivo (seq id n°:841). -nos pro =
promotor de sintase de nopalina; npt-ii = gene
de fototransferase de neomicinay; nos ter =
terminador de sintase de nopalina.

DESCRICAO DAS REALIZACOES ESPECIFICAS DA INVENCAO

A invencdo, em algumas de suas
realizacgdes, refere-se aos polinucleotideos e polipeptidios
envolvidos no desenvolvimento de fibra de planta e métodos
para usar os mesmos de modo a aprimorar a gqualidade da fibra
e/ou rendimento/biomassa/vigor de uma planta e, em uma
realizacdo exemplar, uma planta que produz fibra.

Antes de explicar pelo menos
uma realizacd@o da 1nvencao em detalhes, deve ser entendido
que a 1invengao nado € necessariamente limitada em sua
aplicacdo aos detalhes estabelecidos na seguinte descricéo
ou exemplificada pelos Exemplos. A inveng¢do & capaz de
outras realizagcbes ou de ser praticada ou realizada em
diversos modos.

Enquantc reduz a invencdo a
pratica, oS presentes inventores identificaram
polinucleotideos e polipeptidios codificados para tanto que
estdo envolvidos no desenvolvimento de fibra e que podem ser
usados para aumentar a qualidade da fibra e/ou rendimento e
biomassa da planta.

Dessa forma, conforme descrito
na secdo de Exemplos que se segue, o0s presentes inventores

projetaram uma nova abordagem computacional combinada com os
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dados de perfil de expressdo relacionados a fibra gerados
usando © microarranjo de oligonucleotideo de algocddo e RT-
PCR quantitativo para identificar os genes gque tém um papel
no desenvolvimento de fibra. Os genes gue SsSic exXpressos
durante a iniciacdo e alongamento de fibra, nos tecidos
alongados, tais como, pontas de raiz, Xilema e/ou sob
condicdes de descoramento, tal como, stress abidtico (p.ex.,
seca) foram identificados (Exemplo 1 da secdo de Exemplos
gue se segue). Seu perfil de expressdo foi determinado em
uma variedade de plantas de algodadoc em diversas etapas de
desenvolvimento de fibra (Exemplos 2, 3 e 4 da secdo de
Exemplo que se segue). 0Os genes em que o0 perfil de expresséio
correlacionou-se com o desenvolvimentco de fibra foram
selecionados (polinucleotideos SEQ ID N°s:1-129;
polipeptidios SEQ ID N°s:130-258; Tabela 7, Exemplo 4 da
secao de Exemplos dque se segue), bem como os polipeptidiocs
homélogos (SEQ ID N°s:536-791) de outras espécies de planta
(Tabela 8, Exemplo 4 da secdo de Exemplos gque se segue).
Conforme é ainda descrito nos Exemplos 5, 6 e 7 da secao de
Exemplos gque se segue, a expressdo exdgena dos vetores de
dcido nucléico binadrio abrigando os genes selecionados de
desenvolvimento de fibra (p.ex., SEQ ID N°s:1-17, 22 e 37)
sob o controle de transcricdo de um promotor constitutivo
(promotor 35S Virus Mosaico de Couve-Flor) nas plantas de
tomate resultou em um efeito geral sobre o© comprimento do
pélo de semente de tomate. Além disso, as segléncias de
promotor dos genes envolvidas no desenvolvimento de fibra

foram isoladas (SEQ ID N°s:851, 848, 857 ou 854; o Exemplo 8
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da secdao de Exemplos que se segue), clonadas em vetores
bindrios a montante de um gene relatado (GUS) (Exemplo 9 da
secdo de Exemplos) e expressas exogenamente nas plantas de
tomate (Exemplo 10 da secdo de Exemplos). Esses estudos de
expressdo demonstraram a ildentificacdo das sequéncias de
promotor que estdo ativas durante a iniciacdo (promotor CT4;
SEQ ID N°:848) ou alongamento (promotores CT9 e CT74; SEQ ID
N°s: 857 e 851, respectivamente) do desenvolvimento de fibra
(Exemplo 10 da secdo de Exemplos). De modo geral, esses
resultados demonstram gue os polinucleotideos isolados
(p.ex., SEQ ID N°s: 1-129 e 259-535) e polipeptidios (p.ex.,
SEQ ID N°s: 130-258 e 536-791) da invencao, bem como o0S
promotores isolados de desenvolvimento de fibra (p.ex., SEQ
ID N°s:851, 848, 857 ou 854) podem ser usados para aprimorar
a qualidade da fibra e/ou rendimento de uma planta que
produz fibra e aumentar a biomassa/vigor/rendimento bem como
a resisténcia ou tolerdncia ao stress abidtico das plantas
de modo geral.

Dessa forma, de acordo com um
aspecto da invencédo, é fornecido um polinucleotideo isolado
compreendendo uma sediiéncia de &cido nucléico codificando um
polipeptidio com uma seqiéncia de aminoacido pelo menos 80 %
homdleocga a uma sequiéncia de aminoadcido selecionada a partir
do grupo consistindo em SEQ ID N°s: 130, 141, 131, 146, 139,
140, 137, 133, 136, 135, 134, 132, 138, 142, 143, 144, 145,
147-258 e 536-791, caracterizado pelo fato de que ©
polipeptidio é capaz de regular o desenvolvimento de fibra.

Conforme aqui usado, a frase
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“planta que produz fibra” refere-se as plantas que
compartilham a caracteristica comum de ter um formato
alongado e celulose abundante nas paredes celulares
espessas, tipicamente denominadas como paredes secundéarias.
Tais paredes podem ou nao ser lignificadas, e o protoplasto
de tais células pode ou ndo ser viavel na maturidade. Tais
fibras possuem muitos usos industriais, por exemplo, em
produtos de madeira fabricados e madeira serrada, papel,
fibras téxteis, material para saco e caixa, cordame, escovas
e vassouras, enchimento e estofamento, calafetagem, reforco
de outros materiais e fabricacdo de derivativos de celulose.

O termo “Iibra” é normalmente
inclusivo de células de conducdo com parede espessa, tais
como, vasos e traqueidos e agregados fibrilares de muitas
células de fibra 1individuais. Portanto, o termo “fibra”
refere-se a (a) células de conducdo e nao conducdo com
parede espessa do xilema; (b) fibras de origem extraxilar,
incluindo aquelas de floema, casca, tecido de solo e

epiderme; e (c) fibras de caules, folhas, raizes, sementes e

Fh

lores ou inflorescéncia (tal como, agqueles de Sorgo vulgare

[

usados na fabricac&o de escovas e vassouras) .

O Exemplo de planta que produz
fibras, inclui, porém sem limitacd&o, safras agricolas, tais
como, algod&do, A&rvore de algoddo de seda (Kapok, Ceiba
pentandra), salgueiro do deserto, arbustc de creosoto,
winterfat (Krascheninnikovia lanata), balsa, kenaf (Hibiscus
cannabinus), roselle (Hibiscus sabdariffa), Jjuta, abacéa de

sisal, linho, milho, cana de acucar, cé&nhamo, ramie, kapok,
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fibra de coco, bambu, Musgo espanhol e Agave spp. (p.ex.,
sisal).

De acordo com uma realizacéao

deste aspecto da invencdo, a planta que produz fibra é o

algodéao.

Conforme agqui usado, o termo
“Yalgoddo” refere-se a um tipo selvagem, uma variedade
cultivada (p.ex., hibrida) ou uma planta de algodao

transgénico (Gossypium) .

A frase T“desenvolvimento de
fibra de algoddo” refere-se ao desenvolvimento do pélo da
semente de algodé&c.

Conforme aqui wusado, o termo
“desenvolvimento” quando usado no contexto de fibras (p.ex.,
fibras de algod&o) refere-se a iniciacado da fibra (formacao
da fibra) e/ocu seu alcongamento, bem comoc © engrossamento e
maturacdo da parede celular secundaria da fibra.

Dessa forma, a invencao
abrange o0s polinucleotideos identificados usando a presente
metodologia e seu polipeptidio codificado, Dbem como os
polinucleotideos codificando equivalentes funcionais dos
polipeptidios aqui identificados (i1.e., polipeptidios que
sdo capazes de regular o desenvolvimento de fibra, conforme
pode ser determinado de acordo com os ensaios descritos na
secao de Exemplos que se seqgue) . Tais equivalentes
funcionais podem ser pelo menos cerca de 70 %, pelo menos
cerca de 75 %, pelo menos cerca de 80 %, pelo menos cerca de

81 %, pelo mencs cerca de 82 %, pelo menos cerca de 83 %,
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pelo menos cerca de 84 %, pelo menos cerca de 85 %, pelo
menos cerca de 86 %, pelo menos cerca de 87 %, pelo menos
cerca de 88 %, pelo menos cerca de 89 %, pelo menos cerca de
90 %, pelo menos cerca de 91 %, pelo menos cerca de 92 %,

pelo menos cerca de 93 %, pelo menos cerca de 94 %, pelo

oo

menos cerca de 95 %, p.ex., 926 %, 97 %, 98 %, 99 % ou 100 %
homdélogos a uma seqliéncia de aminocdcido selecionada a partir
do grupo consistindo em SEQ ID N°: 130, 141, 131, 146, 139,
140, 137, 133, 136, 135, 134, 132, 138, 142, 143, 144, 145,
147-258 e 536-791.

A homologia de uma seqiéncia
de aminoacido (p.ex., homologia de porcentagem) pode ser
determinada usando qualquer software de comparacgdo de
homologia, incluindo, por exemplo, software BlastP do Centro
Nacional de Informacdo de Biotecnologia (NCBI) tal como ao
usar pardmetros default.

Os polinucleotideos

codificando os equivalentes funcionais podem ser pelo menos

cerca de 70 %, pelo menos cerca de 75 %, pelo menos cerca de

20
(O RV

e

;, pelo menos cerca de 81 %, pelo menos cerca de 82 %,
pelo menos cerca de 83 %, pelo menos cerca de 84 %, pelo
menos cerca de 85 %, pelo menos cerca de 86 %, pelo menos
cerca de 87 %, pelo menos cerca de 88 %, pelo menos cerca de
89 %, pelo menos cerca de 90 %, pelo menos cerca de 921 %,
pelo menos cerca de 92 %, pelo menos cerca de 83 %, pelo
menos cerca de 94 %, pelo menos cerca de 95 %, pelo menos
cerca de 96 %, pelo menos cerca de 97 %, pelo menos cerca de

o]

98 %, pelo menos cerca de 99 &, p.ex., 100 % idénticos ou
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homdélogos a uma sediiéncia de &cido nucléico selecionada a
partir do grupo consistindo em SEQ ID N°: 1, 12, 2, 17, 10,
11, 8, 4, 7, 6, 5, 3, 9, 13,14, 15, 16, 18-129 e 259-535,

A identidade de uma seqiéncia
de &cido nucléico (p.ex., homologia de porcentagem) pode ser
determinada usando qualquer software de comparacgao de
homologia, incluindo, por exemplo, software BlastN do Centro
Nacional de Informacdo de Biotecnologia (NCBI) tal como ao
usar parametros default.

Conforme agqui usado, a frase
“um polinucleotideo isolado” refere-se a uma uUnica ou duplas
seqiiéncias trancadas de acido nucléico gque sdo 1isoladas e
fornecidas na forma de uma sequéncia de RNA, uma seqgqiéncia
complementar de polinucleotideo (cDNA), uma seqUéncia de
polinucleotideo gendmico e/ou uma seqliéncia de
polinucleotideo composto (p.ex., uma combinacdo do acima).

Conforme aqui usado, a frase
“sequiéncia complementar de polinucleotideo” refere-se a uma
seqliéncia, que resulta da transcricéao reversa do RNA
mensageiro usando uma transcriptase reversa ou dgualquer
outra polimerase de DNA dependente de RNA. Tal seqléncia
pode ser subseqlientemente amplificada in vivo ou 1in vitro
usando uma polimerase de DNA dependente de DNA.

Conforme aqui usado, a frase
“seqiiéncia de polinuclecotideo gendmico” refere-se a uma
seqiiéncia derivada (isolada) a partir de um cromossomo e
assim representa uma porcdo contigua de um cromossomo.

Conforme aqui usado, a frase
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“seqUéncia composta de polinucleotideo” refere-se a uma
sequiéncia, que é pelo menos de forma parcial e complementar
e pelo menos parcialmente gendmica. Uma seqliéncia composta
pode incluir algumas sequiéncias de exon exigidas para
codificar o polipeptidio da invencdo, bem como algumas
seqliéncias de 1intron interpostas entre elas. As seqléncias
de intron podem ser de qualgquer fonte, incluindo de outros
genes, e tipicamente incluirdo as seqgiiéncias de sinal de
entrancamento conservado. Tais seqUéncias de intron podem
ainda incluir os elementos regulatdrios de expressdo atuante
de cis.

De acordo com uma realizacéo
deste aspecto da invencdo, a seqgléncia de &cido nucléico é
conforme estabelecida na SEQ ID N°: 1, 12, 2, 17, 10, 11, 8,
4, 7, 6, 5, 3, 9, 13, 14, 15, 16, 18-129, 259-534 ou 535.

De acordo com uma realizacéao
deste aspecto da invencdo, o polinucleotideo isolado &
conforme estabelecido na SEQ ID N°: 1, 12, 2, 17, 10, 11, 8,
4, 7, 6, 5, 3, 9, 13, 14, 15, 16, 18-129, 259-534 ou 535.

De acordo com uma realizacao
deste aspecto da invencdo, a seqléncia de aminoacido é
conforme estabelecida na SEQ ID N°: 130, 141, 131, 146, 139,
140, 137, 133, 136, 135, 134, 132, 138, 142, 143, 144, 145,
147-258, 536-790 ou 791.

De acordo com uma realizacéao
deste aspecto da invencéo, o polipeptidio é conforme
estabelecido na SEQ ID N°: 130, 141, 131, 146, 139, 140,

137, 133, 136, 135, 134, 132, 138, 142, 143, 144, 145, 147-
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258, 536-790 ou 791.

Os polinucleotideos isolados
deste aspecto da 1invencido também podem ser gqualificados
usando um ensaio de hibridizacao ao incubar oS
polinucleotideos 1solados abaixo descritos na presenca de
uma sonda de oligonucleotideo ou primer sob condigdes de
hibridizacdao de moderadas a rigorosas.

As condigdes de hibridizacéao
de moderadas a rigorosas sao caracterizadas por uma solucéo
de hibridizacao, tal como, contendo 10 % de sulfato de
dextrano, 1 M de NaCl, 1 % de SDS e 5x10° cpm 32p  sonda
rotulada, em 65 °C, com uma solug¢do final de lavagem de 0,2
x SSC e 0,1 % de SDS e lavagem final em 65 °C e considerando
que a hibridizacdo moderada é efetuada usando uma solucd&o de
hibridizacdo contendo 10 % de sulfato de dextrano, 1 M de
NaCl, 1 % de SDS e 5 x 10° cpm **P sonda rotulada, em 65 °C,
com uma solucdo final de lavagem de 1 x SSC e 0,1 % de SDS e
lavagem final em 50 °C.

As seqléncias de acido
nucléico codificando os polipeptidios da invencdo podem ser
otimizadas para a expressdo de planta. Os Exemplos de tais
modificagdes de seqliéncia incluem, porém sem limitacdo, um
conteudo alterado de G/C para aproximar-se aquele
tipicamente encontrado nas espécies de interesse da planta,
e a remogdo de cdbddons atipicamente encontrados nas espécies
de planta, comumente denominado como otimizacdo de cdédon.

A frase “otimizacdo de cdédon”

refere-se a selecdo dos nucleotideos apropriados de DNA para
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uso dentro de um gene estrutural ou fragmento do mesmo que
se aproxima da utilizacdo de cdbdon na planta de interesse.
Portanto, um gene otimizado ou seqgliéncia de &acido nucléico
refere-se a um gene em que a sediiéncia de nucleotideo de um
gene nativo ou naturalmente ocorrente fol modificada com a
finalidade de utilizar oS cdbdons estatisticamente
favorecidos ou estatisticamente preferidos cddons na planta.
A seqléncia de nucleotideo tipicamente é examinada no nivel
de DNA e a regido de codificacdo otimizada para expressao
nas espécies de planta determinadas usando qualguer
procedimento adequado, por exemplo, conforme descfito em
Sardana et al. (1996, Relatdrios de Célula de Planta 15:677-
681). Nesse método, o desvio padrdo da utilizacdo de cdédon,
uma medida da inclinacd&o de utilizagcdo do cédon, pode ser
calculado ao primeiro encontrar o desvio proporcional
quadrado de utilizacdo de cada cdédon do gene nativo relativo
ao dos genes de planta altamente expressos, seguido por um
cdlculo do desvio quadrado médio. A férmula usada é: 1 SDCU
=n=1N1_[ (Xn - Yn ) / ¥n ] 2 / N, em que Xn refere-se a
freqliéncia de utilizacdo do cbdon n em genes de planta
altamente expressos, em que Yn a freqgiéncia de utilizacgdo do
cbédon n no gene de interesse e N refere-se ao numero total
de cdédons no gene de interesse. Uma tabela de utilizacdo do
cbédon a partir de genes altamente expressos das plantas
dicotileddédneas é compilada usando os dados de Murray et al.
(1989, Res. de Acido Nucléico 17:477-498).

Um método para otimizar a

seqliéncia de acido nucléico em conformidade com a utilizacéo
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preferida do cdbdon para um tipo de célula especifico de
planta é com base no uso direto, sem realizar dgualsquer
cadlculos estatisticos extra, das tabelas de otimizacdo de
cdbdon, tais como aquelas fornecidas on-line no Banco de
Dados de Utilizacdo do Cdédon por meio do banco de DNA do
NIAS (Instituto Nacional de Ciéncia Agro-bioldgica) no Japao
(http://www.kazusa.ou.jp/cdbdon/) . O Banco de Dados de
Utilizacdo do Cdédon contém as tabelas de utilizacdo do cddon
para um numero de diferentes espécies, com cada tabela de
utilizacdo do céddon tendo sido estatisticamente determinada
com base nos dados presentes no Genbank.

Ao usar as tabelas acima de
modo a determinar os cbdbdons mails preferidos ou mais
favorecidos para cada aminoadcido em uma espécie especifica
{por exemplo, arroz), uma segliéncia de nucleotideo
naturalmente ocorrente codificando uma proteina de interesse
pode ser com cddon otimizado para tal espécie especifica de
planta. Isso ¢é efetuado ao substituir os cdédons gque possam
ter uma baixa incidéncia estatistica no genoma especifico da
espécie com o0s ‘coddons correspondentes, com relacdo a um
aminoacido, que sdo estatisticamente mais favorecidos.
Entretanto, um ou mais cbébdons menos favorecidos podem ser
selecionados para excluir os locais existentes de restricéio,
para criar novos em juncdes potencialmente Uteis
(extremidades 5’ e 3’ para adicionar o peptideo de sinal ou
cassetes de terminacdo, lcocais internos dgque poderiam ser
usados para cortar e unir segmentos juntos para produzir uma

seqiéncia correta de comprimento total), ou para eliminar as
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seqliéncias de nucleotideo que possam negativamente afetar a
estabilidade ou expressdo do mRNA.

A seqiiéncia de nucleotideo de
codificacao naturalmente ocorrente Ja pode, antes de
qualquer modificacédo, conter um numero de cddons que
correspondem a um cbddon estatisticamente favorecido em uma
espécie especifica de planta. Portanto, a otimizacdo de
cdédon da seqgléncia nativa de nucleotideo pode compreender a
determinacdo de quails cddons, dentro da seguéncia nativa de
nucleotideo, nao sdo estatisticamente favorecidos com
relacdo a uma planta especifica, e modificacdo desses cddons
em conformidade com uma tabela de utilizacdo do cdoédon da
planta especifica de modo a produzir um derivativo otimizado
de cobdon. Uma sequéncia de nucleotideo modificada pode ser
total ou parcialmente otimizada para a utilizacd&o do cdédon
da planta, contanto que a proteina codificada pela seqiéncia
de nucleotideo modificada seja produzida em um nivel mais
alto do que a proteina codificada pelo correspondente gene
naturalmente ocorrente ou gene nativo. A construcao dos

genes sintéticos ao alterar a utilizacdo do cddon & descrita

ct

em, por exemplo, Pedido de Patente PCT 93/07278.

Dessa forma, a invencéao
abrange as sequéncias de &cido nucléico acima descritas,
seus fragmentos, sequUéncias hibridizdveis com as mesmas,
seqgliéncias homdbélogas as mesmas, sequiéncias codificando
polipeptidios semelhantes com diferente utilizacédo do cddon,
seqliéncias alterada caracterizada por mutacdes, tal como,

exclusao, insercéo ou substituicao de um ou mais
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nucleotideos, sejam naturalmente ocorrentes ou induzidos
pelo homem, sejam aleatoriamente ou com alvo.

Ja que as seqgliéncias de
polinucleotideo da invencéao codificam polipeptidios
previamente n&o identificados, a invencdo também abrange
novos polipeptidiocs ou porcgdes dos mesmos, que S&o
codificados pelos polinucleotideos isolados e respectivos
fragmentos de &4cido nucléico dos mesmos acima descritos. As
seqléncias de aminoadcido desses novos polipeptidios sé&o
estabelecidas na SEQ ID N°: 130, 141, 131, 146, 139, 140,
137, 133, 136, 135, 134, 132, 138, 142, 143, 144, 145, 147-
258 e 536-791,

A 1invencdo também abrange os
homdlogos desses polipeptidios, tais hombélogos podem ser
pelo menos cerca de 70 %, pelo menos cerca de 75 %, pelo
menos cerca de 80 %, pelo menos cerca de 81 %, pelo menos
cerca de 82 %, pelo menos cerca de 83 %, pelo menos cerca de
84 %, pelo menos cerca de 85 %, pelo menos cerca de 86 %,
pelo menos cerca de 87 %, pelo menos cerca de 88 %, pelo
menos cerca de 89 %, pelo menos cerca de 80 %, pelo menos
cerca de 91 %, pelo menos cerca de 92 %, pelo menos cerca de
93 %, pelo menos cerca de 93 %, pelo menos cerca de 94 %,
pelo menos cerca de 95 %, pelo menos cerca de 96 %, pelo
menos cerca de 97 %, pelo menos cerca de 98 %, pelo menos
cerca de 99 %, hombdlogos a uma seqliéncia de aminoacido
selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID N°s:
130, 141, 131, 146, 139, 140, 137, 133, 136, 135, 134, 132,

138, 142, 143, 144, 145, 147-258 e 536-791.
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De acordo com uma realizacéo
da invencéo, o polipeptidio isolado da invencéao é
selecionado a partir do grupo consistindo em SEQ ID N°s:
130, 141, 131, 146, 139, 140, 137, 133, 136, 135, 134, 132,
138, 142, 143, 144, 145, 147-258 e 536-791.

A invencé@o também abrange os
fragmentos dos polipeptidios e polipeptidios acima descritos
com mutacdes, tais como, exclusobes, insercdes ou
substituic¢cdes de um ou mais aminoacidos, sejam naturalmente
ocorrentes ou induzidos por homem, seja aleatoriamente ou
com alvo.

Conforme acima mencionado e
descrito nos Exemplos 8, 9 e 10 da secdao de Exemplos que se
segue, o0s presentes inventores 1isolaram as seqiéncias do
promotor (SEQ ID N°s: 851, 848, 857 ou 854) dos genes
envolvidos no desenvolvimento de fibra de algodao [CT4 (SEQ
ID N°:842), CT9 (SEQ ID N°:843), CT1ll (SEQ ID N°:844) e CT74
(SEQ ID N°: 845) ] e demonstraram sua capacidade de
direcionar uma expressdo de um gene repdrter & uma célula de
planta.

Dessa forma, de acordo com
outro aspecto da invencdo, ¢é fornecido um polinucleotideo
isolado compreendendo uma seqléncia de &acido nucléico pelo
menos 90 %, pelo menos 91 %, pelo menos 92 %, pelo menos 93
%, pelo menos 94 %, pelo menos 95 %, pelo menos 896 %, pelo
menos 97 %, pelo menos 98 %, pelo menos 99 % idéntico a SEQ
ID N°: 851, 848, 857 ou 854, caracterizada pelo fato de que

a seqéncia de &acido nucléico é capaz de regular uma
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expressdao de uma seqiéncia heterbdloga de polinucleotideo
operativamente ligada & mesma.

Conforme aqui usado, a frase
“seqliéncia heterdloga de polinucleotftideo” refere-se a um
polinucleotideo de uma diferente espécie ou da mesma
espécie, porém de um diferente local de gene gque a seqiiéncia
do polinucleotideo isolado (p.ex., a seqlUéncia de promotor).

Uma seqléncia heterdloga de
polinucleotideo é “operativamente ligada” a uma seqliéncia
regulatéria (p.ex., a sequiéncia de promotor estabelecida
pela SEQ ID N°: 851, 848, 857 ou 854), se a segléncia
regulatdria for capaz de exercer um efeito regulatdrio sobre
a sequéncia heterdloga de polinucleotideo ligada a mesma.
Preferivelmente, a seqléncia regulatédéria estd posicionada 1-
500 bp a montante do cédon de ATG da seqiiéncia heterdloga de
polinucleotideo, embora seja apreciado que as sequUéncias
regulatérias ftambém possam exercer seu efeito guando
posicionadas em gqualquer local com relacdo a sedqiéncia de
codificacdo de &cido nucléico (p.ex., dentro de um intron).

De acordo com uma realizacéo
da invencdo, a sequiéncia de polinucleotideo isolado deste
aspecto da invencdo (a seqléncia de promotor) compreende
menos do que cerca de 1800 acidos nucléicos em comprimento,
p.ex., menos do que cerca de 1500 A&cidos nucléicos em
comprimento.

De acordo com uma realizacao
deste aspecto da invencdo, a seqliéncia de polinucleotideo

isolado compreende uma seqiéncia de &cido nucléico conforme
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estabelecida pela SEQ ID N°: 851, 857, 848 ou 854,

Conforme acima mencionado e
descrito nas Figuras 3a-f, Tabela 12 e Exemplo 10 da secédo
de Exemplos gque se segue, as seqUéncias de promotores
isolados da invencdo foram capazes de direcionar uma
expressao de um gene repérter (GUS) durante o}
desenvolvimento de fibra.

De acordeo com uma realizacdo
da invencdo, a seqiéncia de polinucleotideo isolado (a
sequiéncia de promotor) da invengdo ¢é capaz de regular
expressao da seqléncia heterdloga de polinucleotideo em uma
célula epidérmica de o6vulo.

De acordo com uma realizacéao
da 1invencdo, a célula epidérmica de o6évulo compreende uma
fibra de planta ou um tricoma.

A capacidade dos
polinucleotideos da invengdo e seus produtos de regular o
desenvolvimento de fibra de algoddo pode ser determinada
diretamente em pelo menos um parédmetro estrutural de uma
fibra de algodao, tal como, o comprimento de fibra ou finura
de fibra, ou taxa de crescimento da fibra (ainda descrita
abaixo). Alternativamente, o desenvolvimento de fibra de
algoddao pode ser determinado indiretamente ao usar os
sistemas modelo de planta para o desenvolvimento de fibra de
algodao, tais como, células de tricoma e radicelas [vide
Exemplos 7, 10 e 11 da secdo de Exemplos que se segue e
Wagner. G.J. et. al. (2004)].

Ao analisar os perfis de
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expressao dos polinucleotideos isolados da invencao e
correlacionar entre o perfil de expressdo de gene e
comprimento da fibra (vide Exemplo 3 e 4 da secdo de
Exemplos), 0s presentes inventores foram capazes de
determinar o envolvimento das sedqiéncias de biomolécula
(i.e., polinucleotideos e polipeptidios) da invencac na
iniciacdo de fibra e/ou alongamento e biomassa da planta.

Dessa forma, de acordo com
ainda outro aspecto da invencdo, é fornecido um método para
aprimorar a qualidade da fibra e/ou rendimento de uma planta
que produz fibra. O método deste aspecto da invencdo &
efetuado ao expressar exodgenamente pelo menos uma porgao
funcional do polipeptidio isolado da invencd@o na planta gue
produz fibra, assim aprimorando a qualidade e/ou rendimento
da planta que produz fibra.

Conforme aqui usado, a frase
“qualidade da fibra” refere-se a pelo menos um parémetro de
fibra que é agricolamente desejado, ou exigido na industria
de fibra (ainda descrito abaixo). Os Exemplos de tais
parametros incluem, porém sem limitacédo, comprimento da
fibra, resisténcia da fibra, adequacido da fibra, peso da
fibra por comprimento de unidade, proporcdo de maturidade e
uniformidade (ainda descrito abaixo).

A qualidade da fibra de
algoddo (fio de linho) é tipicamente medida de acordo com o
comprimento da fibra, resisténcia e fineza. De forma
correspondente, a qualidade do fio de 1linho é considerada

mals alta quando a fibra é mais longa, mais forte e mais
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fina.

Conforme aqui usado, a frase
“rendimento da fibra” refere-se a gquantia ou guantidade de
fibras produzidas a partir da planta que produz fibra.

Conforme aqui usado, o termo
“aprimorar” refere-se a pelo menos cerca de 5%, pelo menos
cerca de 10%, pelo menos cerca de 15%, pelo menos cerca de
20%, pelo menos cerca de 30%, pelo menos cerca de 40%, pelo
menos cerca de 50%, pelo menos cerca de 60 %, pelo menos
cerca de 70%, pelo menos cerca de 80%, alteracdo na
qualidade da fibra/rendimento conforme comparado a uma
planta nativa (i.e., ndo modificado com as seqiéncias de
biomolécula da invencao).

Conforme aqui usado, a frase
“expressando exogenamente’” refere-se a uma expressdao de pelo
menos uma porgdo funcional do polipeptidio isolado da
invencéo a partir de uma seqgliéncia exdgena de
polinucleotideo (i.e., uma seqUéncia de polinucleotideo né&o
derivada da «célula hospedeira) introduzida na célula
hospedeira (uma célula de planta nesse caso).

A sequiéncia exdgena de
polinucleotideo da invenc&o é projetada e construida para
expressar pelo menos uma porgdo funcional do polipeptidio
isolado da invencdo (p.ex., a porcado capaz de aprimorar o
rendimento/qualidade da fibra, aumentando a biomassa). De
forma correspondente, a seqiiéncia exdgena de polinucleotideo
pode ser uma seqUéncia de DNA ou RNA codificando uma

molécula de polipeptidio, capaz de aprimorar o rendimento ou
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quantidade da fibra. Alternativamente, o polinucleotideo
exbgeno pode ser uma regido regulatdédria atuando por cis
(p.ex., SEQ ID N°: 851, 848 ou 857) que pode ser introduzido
na planta para aumentar a expressao de qualquer
polinucleotideo que estéd envolvido no desenvolvimento de
fibra (p.ex., sintase de fosfato de sacarose, conforme
descrito na Patente Norte-Americana N° 6.472.588; ou
quaisquer seqléncias de polinucleotideo isolado estabelecida
pela SEQ ID N°s: 1, 12, 2, 17, 110, 11, 8, 4, 7, 6, 5, 3, 9,
13, 14, 15, 16, 18-129, 259-534 ou 535).

Para expressar 0Ss
polinucleotideos exbgenos nas células de planta, uma
seqléncia de polinucleotideo da invencdo pode ser ligada em
uma construcdo de acido nucléico adequada para a expressao
de célula de planta. Tal construcdo de acido nucléico inclui
pelo menos um elemento regulatdrio atuante cis
operativamente ligado ao polinucleotideo isolado, tal como,
uma segidéncia de promotor para direcionar a fTranscricdo da
sedqiéncia de polinucleotideo na célula de uma forma
constitutiva ou induzivel. O promotor pode ser homdélogo ou
heterélogo a planta/célula transformada.

As seqléncias de promotor que
podem ser usadas em conformidade com este aspecto da
invencdo sdo os promotores de célula epidérmica.

Por exemplo, as segléncias de
promotor de cada uma das segléncias de polinucleotideo da
invencdo podem ser usadas nas construcgdes de acido nucléico

da invencéao.
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De acordo com uma realizacédo
deste aspecto da invencdo, o promotor é pelo menos cerca de
80 %, pelo menos cerca de 81 %, pelo menos cerca de 82 %,
pelo menos cerca de 83 %, pelo menos cerca de 84 8%, pelo
menos cerca de 85 %, pelo menos cerca de 86 %, pelo menos
cerca de 87 %, pelo menos cerca de 88 %, pelo menos cerca de
89 %, pelo menocs cerca de 90 %, pelo menos cerca de 91 %,
pelo menos cerca de 92 %, pelo menos cerca de 93 %, pelo
menos cerca de 94 %, pelo menos cerca de 95 %, pelo menos
cerca de 96 %, pelo menos cerca de 97 %, pelo menos cerca de
98 %, pelo menos cerca de 99 %, ou 100 % idéntico a SEQ ID
N°: 851, 848, 857, ou 854, que ¢é capaz de regular a
expressdc de pelo menos uma seqléncia de polinucleotideo
operativamente ligado ao mesmo em uma célula epidérmica de
6vulo.

Outros exemplos de promotores
otimizados de fibra de algoddo incluem adqueles dos genes
expressos de fibra de algoddo E6 (John et al., Biol. Mol. de
Planta, 30:297-306 (1996) e John et al., Proc. Natl. Acad.
Sci., 93:12768-12773, 1896), H6 (John et al., Fisiol. de
Planta, 108:669-676, 1995), FbL2A (Rinehart et al., Fisiol.
de Planta, 112:1331-1341, 1996) e John et al, Proc. Natl.
Acad. Sci. EUA, 93:12768-12773, 1996), rac (Delmer et al.,
Genet. Gen. Mol., 248:43-51, 1995); CelA (Pear et al., Proc.
Natl. Acad. Sci EUA, 93:12637-12642, 1996); CAP (Kawal et
al., Fisiol. de Célula de Planta 39:1380-1383, 1998); ACP
(Song et al, Biog. Biof. Acta 1351:305-312, 1997); e LTP (Ma

et al., Bioqg. Biof. Acta 1344:111-114, 1997) . Outros
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promotores especificos de fibra de algoddo sao revelados na
Patente Norte-Americana N° 5.495,070.

QOutros promotores de
desenvolvimento de fibra de algoddo sd@o revelados em PCT N°
IL2005/000627 aos presentes inventores (p.ex., SEQ ID N°: 85
ou 91 no mesmo) .

Outros promotores que podem
ser usados em conformidade com esse aspecto da invencdo sé&o
aqueles que somente garantem a expressao em Orgaos
especificos, tal como, a folha, raiz, tubérculo, semente,
caule, flor ou tipos especificos de célula, tal como,
parénquima, epidérmico, tricoma ou células vasculares.

Os promotores para otimizar a
expressao nas células de tricoma sao revelados em
W02004/111183, para Evcocgene Ltd.

Os promotores otimizando a
expressao no tecido vascular incluem o promotor CAD 2 (Samaj
et al, Planta, 204:437-443, 1998), promotor Pt4Cll (Hu et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 95:5407-5412, 1998},
promotor C4H (Meyer et al, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA,
95:6619-6623, 1998), promotores PtX3H6 e PtX14A9 (Loopstra
et al., Biol. Mol. de Planta, 27:277-291, 1995), promotor
RolC (Graham, Bicl. Mol. de Planta, 33:729-735, 1997),
promotor Hvhspl7 (Raho et al., Bot. Expt. J., 47:1587-1594,
1996}, e promotor COMT (Capellades et al., Biol. Mol. de
Planta, 31:307-322, 1996).

Os promotores otimizando a

expressado no tecido de caule incluem os promotores de medula
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(Datta, Genet. Apl. Teor., 97:20-30, 1898) e Ohta et al.,
Genet. Gen. Mol., 225:369-378, 1991), e o promotor de
peroxidase anidnico (Klotz et al, Planta Mol. Biol, 36:509-
520, 1998). Os promotores preferidos otimizando a expresséao
em floema, cbértex e cortica, porém ndo xilema ou medula,
inclui o promotor Psam-1 (Mijnsbrugge et al, Planta e
Fisiol. de Cel., 37:1108-1115, 1996).

Os promotores otimizando a
expressdo em sementes incluem o promotor phas (Geest et al.,
Biol. Mol. de Planta 32:579-588, 1996); o promotor GluB-1
(Takaiwa et al., Biol. Mol. de Planta 30:1207-1221, 1996); o
promotor gama-zeina (Torrent et al. Biol. Mol. de Planta
34:139-149,1997), e o promotor oleosina (Sarmiento et al., O
Jornal de Planta 11:783-726, 1997).

Outras seqiiéncias de promotor
que mediam a expressdo constitutiva, induzivel, especifica
de tecido ou especifica de etapa de desenvolvimento, séao
reveladas em W02004/081173 para Evogene Ltd.

Os promotores truncados ou
sintéticos incluindo as regides especificas de nucleotideo
conferindo a expressdo otimizada de tecido também podem ser
usadas, conforme exemplificado por identificacéo dos
elementos regulatdrios dentro de promotores maliores
conferindo expressdo otimizada por xilema (Seqguin et al.,
Bicl. Mol. de Planta, 35:281-291, 1997; Torres-Schumann et
al., O Jornal de Planta, 9:283-296, 1996; e Leyva et al., A
Célula de Planta, 4:263-271, 1992).

A construcao de acido nucléico
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pode ser, por exemplo, um plasmidio, um bacmideo, um
fagemideo, a cosmideo, a fago, um virus ou um CromosSsSomo
artificial. Preferivelmente, a construcdoc de acido nucléico
da invencdo é um vetor de plasmidio, mais preferivelmente um
vetor binario.

A frase “vetor binario”
refere-se a um vetor de expressdo gue transportar uma regiao
T modificada a partir do plasmidio Ti, capaz de ser
multiplicado tanto nas células de E. coli quanto nas de
Agrobacterium, e normalmente compreendendo o(s) gene (s)
repérter (es) para transformacdo de planta entre as duas
regides de borda. Um vetor binadrio adequado para a invencdao
inclui pBIZ2113, pBIl21, pGA482, pPGAH, pPBIG, pBI101
(Clonetech), pPI (vide Exemplos 5 e 10 da secac de Exemplos
que se segue) ou suas modificacgdes.

A construcdo de &cido nucléico
da invencédo pode ser utilizada para transformar uma célula
hospedeira (p.ex., bacteriano, planta) ou planta.

Conforme aqui usado, os termos
“transgénico” ou “transformado” sao usados de forma
intercambiavel com referéncia a uma célula ou uma planta na
qual o material genético clonado foi transferido.

Na transformacao estavel, a
molécula de acido nucléico da inven¢a@o é integrada no genoma
da planta, e como tal representa um traco estavel e herdado.

Na transformacdo transitéria,
a molécula de acido nucléico ¢é expressa pela célula

transformada, porém ndo integrada no genoma, e como tal
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representa um traco transitdrio.

Existem diversos métodos para
introduzir os genes estrangeiros em ambas as plantas
monocotiledéneas e dicotileddédneas (Potrykus, I. (1991). Rev.
An. Planta BRBiol. Mol. de Planta Fisiol. 42, 205-225;
Shimamoto, K. et al. (1989). Plantas férteis de arroz
ftransgénico regeneradas a partir de protoplastos
transformados. Nature (1989) 338, 274-270).

Os métodos principais da
integracd&o estavel do DNA exbdbgeno no DNA gendmico de planta
incluem duas abordagens principais:

(1) Transferéncia de gene mediado por Agrobacterium. Vide:
Klee, H. J. et al. (1987). Rev. An. Fisiol. de Planta 38,
467-486; Klee, H. J. e Rogers, S. G. (1989). Cultura de
Célula e Genética de Célula Somadtica das Plantas, Vol. 6,
Biologia Molecular dos Genes Nucleares de Planta, pp. 2-25,
J. Schell e L. K. Vasil, eds., Academic Publishers, San
Diego, Cal.; e Gatenby, A. A. (1989)- Regulacdo e Expresséao
dos Genes de Planta em Microorganismos, PP - 93-112,
Biotecnologia de Planta, S. Kung e C. J. Arntzen, eds.,
Butterworth Publishers, Boston, Mass.

(ii) Captacédo Direta de DNA. Vide, p.ex.: Paszkowski, J. et
al. (1989). Cultura de Célula e Genética de Célula Somatica
de Plantas, Vol. 6, Biologia Molecular dos Genes Nucleares
de Planta, pp. 52-68, J. Schell e L. K. Vasil, eds.,
Academic Publishers, San Diego, Cal.; e Toriyama, K. et al.
(1988). Bio/Tecnol 6, 1072-1074 (métodos para captacao

direta de DNA em protoplastos). Vide também: Zhang et al.



10

20

43/123

(1988). Rep de Célula de Planta 7, 379-384; e Fromm, M. E.
et al. (1986) . Transformacao estavel de milho apbds a
transferéncia de gene por eletroporacdo. Natureza 319, 791-
793 (Captacdo de DNA induzida por choque elétrico breve das
células de planta). Vide também: Klein et al. (1988) .
Bio/Tecnologia 6, 559-563; McCabe, D. E. et al. (1988).
Transformacdo estavel da soja (Glycine max) por acelera¢éo
de particula. Bio/Tecnologia 6, 923-926; e Sanford, J. C.
{1990). Transformacdo de planta biolistica. Planta Fisiol.
79, 206-209 (Injecd@o de DNA nas células de planta ou tecidos
por bombardeio de particula). Vide também: Neuhaus, J. M. et
al. (1987). Genet. Apl. Teor. 75, 30-36; e Neuhaus, J. M. e
Spangenberg, G. C. (1990). Planta PFisiol. 79, 213-217 (uso
de sistemas de micropipeta). Vide Patente Norte-Americana N°
5.464.765 (transformacdo de pélo de carbonetoc de silicio ou
fibras de vidro das culturas de célula, embrides ou tecidos
de calo). Vide também: DeWet, J. M. J. et al. (1985) .
“Transferéncia de gene exdégeno no milho (Zea mays) usando
pbéblen tratado por DNA,” Manipulagdo Experimental do Tecido
de Ovulo, G. P. Chapman et al., eds., Longman, New York-
London, PPR. 197-209; e Ohta, Y. (1986) . Transformacao
Genética de Alta Eficiéncia do Milho por uma Mistura de
Pélen e DNA Exdégeno. Proc Natl Acad 3ci EUA 83, 715-719
(incubacdo direta do DNA com pdlen de germinacgao) .

Os Sistemas mediados por
Agrobacterium incluem o uso dos vetores de plasmidio gue
contém os segmentos definidos de DNA que se integram ao DNA

gendmico de planta. Os métodos de inoculacdo do tecido de
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planta variam dependendo da espécie de planta e o sistema de
entrega de Agrobacterium. Uma abordagem amplamente usada é o
procedimento de disco de folha, que pode ser realizado com
qualquer explante de tecido que fornece uma boa fonte para
iniciacdo da diferenciacdo de toda a planta (Horsch, R. B.
et al. (1988). “Transformacdo de disco de folha.” Manual de
Biologia Molecular de Planta A5, 1-9, Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht). Uma abordagem complementar emprega o
sistema de entrega de Agrobacterium em combinacdo com a
infiltracéo a vacuo. O sistema de Agrobacterium é
especialmente util na criacdo de plantas dicotileddneas
transgénicas.

Existem diversos métodos de
transferéncia DNA nas células de planta. Na eletroporacéo,
0os protoplastos sdao brevemente expostos a um forte campo
elétrico, abertura de mini-poros para permitir que o DNA
entre. Na micro-injecdo, o DNA ¢é mecanicamente injetado
diretamente nas células usando micro-pipetas. No bombardeio
de micro-particula, o DNA é adsorvido em micro-projéteis,
tal como, cristais de sulfato de magnésio ou particulas de
tungsténio, e o0os micro-projéteis sao fisicamente acelerados
nas células ou tecidos de planta.

Apbs a transferéncia estavel,
a propagacdo da planta ocorre. O método mailis comum da
propagacdo de planta ¢é por semente. A desvantagem da
regeneracdoc por propagacdo de semente, entretanto, é a falta
de uniformidade na safra devido a heterozigosidade, ja que

as sementes sdo produzidas por plantas de acordo com as
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varidncias genéticas regidas pelas regras de Mendelian. Em
outras palavras, cada semente é geneticamente diferente e
cada uma crescera com seus proéprios tracos especificos.
Portanto, ¢é preferido gque a regeneracdo seja efetuada de
modo que a planta regenerada possua tracos e caracteristicas
idénticos aos da planta transgénica precursora. O método
preferido para regenerar uma planta transformada & por
micro-propagacio, que fornece uma reproducdo rapida e
consistente das plantas transformadas.

A micro—-propagacao é um
processo para cultivar as plantas de segunda geracido a
partir de uma uUnica amostra de tecido extirpada a partir de
uma planta ou cultivar precursora selecionada. Esse processo
permite a reprodugdo de massa das plantas com o tecido
preferido e expressando uma proteina de fus&o. As plantas
recém-geradas sao geneticamente idénticas a, e possuem todas
as caracteristicas de, a planta original. A micro-propagacao
permite a produgdo de massa do material de planta de
qualidade em um curto periodo de tempo e oferece uma réapida
multiplicacdo dos cultivares selecionados, com a preservacao
das caracteristicas da planta original transgénica ou
transformada. As vantagens desse método de clonagem de
planta incluem a velocidade de multiplicacdo da planta e a
qualidade e uniformidade das plantas produzidas.

A micro-propagacao é um
procedimento de etapas multiplas que exige a alteracdo do
melio de cultura ou condicdes de crescimento entre as etapas.

O processo de micro-propagacao envolve quatro etapas
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basicas: etapa um, cultura inicial de tecido; etapa dois,
multiplicacéao de cultura de tecido; etapa trés,
diferenciacdo e formagcdo de planta; e etapa quatro, cultura
e endurecimento em estufa. Durante a etapa um, a cultura de
tecido ¢é estabelecida e certificada livre de contaminante.
Durante a etapa dois, a cultura de tecido i1nicial &
multiplicada até um numero suficiente de amostras de tecido
ser produzido para atender as metas de producdo. Durante a
etapa trés, as amostras de tecido recém-cultivadas sé&o
divididas e cultivas em plantinhas individuais. Na etapa
quatro, as plantinhas transformadas sao transferidas a uma
estufa para endurecimento em gque a tolerdncilia das plantas a
luz é gradualmente aumentada de modo que podem continuar a
cultivar no ambiente natural.

Embora a transformacdo estével
seja atualmente preferida, a transformacdo transitéria de,
por exemplo, células de folha, células meristematicas ou
toda a planta também é considerada pela invencao.

A transformacao transitéria
pode ser efetuada por qualsquer dos métodos de transferéncia
direta de DNA acima descritos ou por infeccdo viral usando
virus modificados de planta.

Os virus que demonstraram como
uteis para a transformacdo dos hospedeiros de planta incluem
o Virus Mosaico de Couve-Flor (CaMV), virus mosaico de
tabaco (TMV) e baculovirus (BV). A transformac¢do de plantas
usando virus de planta é descrita em, por exemplo: Patente

Norte-Americana N° 4.855,237 (virus mosaico dourado de
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feijoeiro, BGMV); EPA 67.553 (TMV); Pedido Publicado Japonés
N°® 63-14693 (TMV); EPA 194.809 (BV); EPA 278.667 (BV); e
Gluzman, Y. et al. (1988) . Comunicacdes em Biologia
Molecular: Vetores Virais, Cold Spring Harbor Laboratory,
Nova York, pp. 172-189. 0O uso das particulas de pseudo-virus
na expressdo do DNA estrangeiro em muitos hospedeiros,
incluindo as plantas, é descrita em WO 87/06261.

A construcdo dos virus de RNA
de planta para a introdug¢do e expressdo das sequéncias
exdgenas ndo virals de acido nucléico nas plantas é
demonstrada pelas referéncias acima, bem como por: Dawson,
W. 0. et al. (1989). Um hibrido de virus mosaico de tabaco
expressa e perda um gene adicionado. Virologia 172, 285-292;
French, R. et al. (1986) Science 231, 1294-1297; e
Takamatsu, N. et al. (1990). Producdo de enquefalina nos
protoplastos de tabaco usando o vetor de RNA do virus
mosaico de tabaco. FEBS Lett 269, 73-76.

Se o virus de transformacado é
um virus de DNA, agquele com habilidade na técnica, este
pode realizar modificacdes adequadas ao préprio virus.
Alternativamente, o virus pode primeiro ser clonado em um
plasmidio bacteriano para facilidade de construcdo do vetor
viral desejado com o DNA estrangeiro. O virus pode ser entéo
retirado do plasmidio. Se o virus for um virus de DNA, uma
origem Dbacteriana de replicacdo pode ser anexada ao DNA
viral, que é entdo replicado pela bactéria. A transcricgao e
conversdo do DNA produzirdo a proteina de revestimento, a

qual encapsulard o DNA viral. Se o virus for um virus de
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RNA, o virus é geralmente clonado como um cDNA e inserido em
um plasmidio. O plasmidio é ent&o usado para realizar todas
as construcdes genéticas da planta. O virus de RNA & entédo
transcrito a partir da seqUéncia viral do plasmidio, seguido
pela conversdo dos Jgenes virais para produzir as proteinas
de revestimento que encapsulam o RNA viral.

A construcdo dos virus de RNA
de planta para a 1introducdo e expressdc nas plantas de
seqliiéncias exdgenas nao virais de &acido nucléico, tais como,
aguelas incluidas na construcdo da invencao, ¢é demonstrando
as referéncias acima, bem como na Patente Norte-Americana N°
5.316.931.

Em uma realizacao, é fornecido
para insercéao um acido nucléico viral de planta,
compreendendo uma exclusao da seqUéncia de codificagdo de
proteina nativa de revestimento, a partir do &cido nucléico
viral, uma seqiéncia de codificagdo wviral de planta néo
nativa (estrangeira), e um promotor nao nativo,
preferivelmente o promotor sub-genémico da seqliéncia de
codificacdo de proteina ndo nativa de revestimento, e capaz
de expressdo na planta hospedeira, acondicionamento do acido
nucléico viral de planta recombinante, e garantir uma
infeccdo sistémica do hospedeiro pelo &acido nucléico viral
de planta recombinante. Alternativamente, a seqléncia de
codificacdo de proteina nativa de revestimento pode ser
feita ndo passivel de transcrigdo por insercdo da seqiéncia
ndo nativa de &cido nucléico dentro da mesma, de modo due

uma proteina ndoc nativa é produzida. A construcdo de &cido
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nucléico viral de planta recombinante pode conter um ou mais
promotores sub-gendmicos nao nativos adicionais. Cada
promotor sub-gendmico ndo nativo é capaz de transcrever ou
expressar o0s genes adjacentes ou seqléncias de Aacido
nucléico na planta hospedeira e incapaz de recombinacao
entre si e com promotores sub-gendmicos nativos. Além disso,
a construcdo de &acido nucléico viral de planta recombinante
pode conter um ou mais elementos regulatdérios atuantes cis,
tais como, otimizadores, dque aglutinam um regulador de
Lransacdo e regulam a transcricdo de uma sediéncia de
codificacdo localizada a jusante ao mesmo. As seqUéncias né&o
nativas de acido nucléico podem ser inseridas adjacentes ao
promotor sub-gendémico viral de planta nativa ou promotores
sub-gendémicos virais de planta ndo nativos e nativos se mais
de uma seqliéncia de &cido nucléico for incluida. As
sedqiéncias naoc nativas de acido nucléico sdo transcritas ou
expressas na planta hospedeira sob controle do (s)
promotor (es) sub-gendmico (s) para produzir os produtos
desejados.

Em uma realizacdo da invencéao,
uma construcédo de acido nucléico viral de planta
recombinante é fornecida conforme na primeira realizacéao,
exceto que a seqiéncia de codificacdoc de proteina nativa de
revestimento é colocada adjacente a um dos promotores sub-
gendmicos de proteina de revestimento ndo nativos ao 1invés
de adjacente a uma seqléncia de codificacdo de proteina néo
nativa de revestimento.

Em uma realizacdc da invencao,
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uma construcgao de adcido nucléico viral de planta
recombinante é fornecida compreendendo um dene de proteina
de revestimento nativo colocado adjacente ao seu promotor
sub-genémico e um ou malis promotores sub-gendmico néao
nativos inseridos na construcdo de &acido nucléico viral. Os
promotores sub-gendmicos ndo nativos inseridos sdo capazes
de transcrever ou expressar genes adjacentes em uma planta
hospedeira e sdo incapazes de recombinacgdo entre si e com
promotores sub-gendmicos nativos. As seqliéncias nao nativas
de Acido nucléico podem ser 1inseridas adjacentes aos
promotores virais de planta sub-gendmica ndo nativos de modo
gue as seqléncias sdo transcritas ou expressas na planta
hospedeira sob controle dos promotores sub-gendémicos para
produzir o produto desejado.

Em uma realizacdo da invencéao,
uma construcao de acido nucléico viral de planta
recombinante é fornecida conforme na terceira realizacao,
exceto que a seqiéncia de codificacdo de proteina nativa de
revestimento & substituida por uma seqiéncia de codificacéao
de proteina n&do nativa de revestimento.

Os vetores virais sao
encapsulados por proteinas expressas de revestimento
codificadas por construgdes de &cido nucléico virais de
planta recombinante conforme acima descrito, para produzir
um virus de planta recombinante. A construcgcé&o de Aacido
nucléico wviral de planta recombinante ou o virus de planta
recombinante é usado para infeccionar as plantas hospedeiras

apropriadas. A construgcdo de acido nucléico viral de planta
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recombinante é capaz de replicacd&o em um hospedeiro, difusé&o
sistémica dentro do hospedeiro, e transcrigcido ou expressao
de um ou mails genes estrangeiros (dcido nucléico isolado) no
hospedeiro para produzir a proteina desejada.

Além do acima, a molécula de
dcido nucléico da invencado também pode ser introduzida em um
genoma de cloroplasto assim permitindo a expressao de
cloroplasto.

Uma técnica para introduzir as
seqléncias de dcido nucléico exbgeno ao genoma dos
cloroplastos é conhecida. Essa técnica envolve os seguintes
procedimentos. Primeiro, as células de planta sao
quimicamente tratadas de modo a reduzir o numero de
cloroplastos por célula a cerca de um. Entdo, o &cido
nucléico exbgeno ¢é introduzido nas células preferivelmente
via bombardeio de particula, com o objetivo de introduzir
pelo menos uma molécula de &cido nucléico exdgeno nos
cloroplastos. O &cido nucléico exbgeno ¢é selecionado por
aguele com habilidade ordindria na técnica para ser capaz de
integracéao ao genoma do cloroplasto via recombinacao
homdéloga, que é prontamente efetuado por enzimas inerentes
ao cloroplasto. Para essa finalidade, o é&acido nucléico
exdgeno compreende, além de um gene de interesse, pelo menos
uma seqiéncia de acido nucléico, derivada a partir do genoma
do cloroplasto. Além disso, o acido nucléico exdgeno
compreende um marcador selecionével, 0 qual por
procedimentos de selecdao seqlUencial serve para permitir que

um artesdo determine gque todas ou substancialmente todas as
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cbpias do genoma de cloroplasto apds tal selecdo inclua o
acido nucléico exdbgeno. Os detalhes adicionais relacionados
a essa técnica sao encontrados nas Patentes Norte-Americanas
N°s 4.945.050 e 5.693.507, as quals sdo agqul 1incorporadas
por referéncia. Um polipeptidio pode assim ser produzido
pelo sistema de expressao de proteina do cloroplasto e
tornar-se integrado a membrana interna do cloroplasto.

Serd apreciado gue a geracao
da planta que produz fibra de trac¢os desejados de acordo com
a 1invencado também pode ser efetuada ao cruzar cada uma das
plantas geneticamente modificadas acima com o tipo selvagem,
plantas hibridas ou transgénicas, usando métodos que sao bem
conhecidos na técnica.

Assim que as plantas
transgénicas da invencado sao geradas, as fibras s&o colhidas
(por exemplo, por colheita mecédnica e/ou retirada manual) e
o rendimento da fibra e a qualidade sao determinados.

O segquinte descreve os métodos
das fibras de algodao de qualificacéo.

Comprimento da ~ fibra -
Instrumentos, tals como, sistemas de fibrégrafo e HVI
(instrumentacdo de alto volume) sdo usados para medir o
comprimento da fibra. Os instrumentos de HVI computam o
comprimento em termos de comprimento “médio” e “médio
parcial superior” (UHM). A média é o comprimento médio de
todas as fibras enquanto UHM ¢é o comprimento médio da
parcial mais longa de distribuicdo da fibra.

Resisténcia da fibra -
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Conforme mencionado, a resisténcia da fibra é normalmente
definida como a forca exigida para quebrar um fardo de
fibras ou uma uUnica fibra. No teste de HVI, a forga de
ruptura é convertida para “forca de gramas por unidade tex.”
Essa é a forca exigida para quebrar um fardo de fibras que é
uma unidade tex em tamanho. No teste de HVI, a resisténcia é
fornecida em gramas por unidades tex (gramas/tex). As fibras
podem ser classificadas como balixa resisténcia (p.ex., 19-22
gmns/tex), resisténcia média (p.ex., 23-25 gms/tex), alta
resisténcia (p.ex., 26-28 gms/tex), e resisténcia muito alta
(p.ex., 29-36 gms/tex).

Fineza da fibra a e peso da
fibra por comprimento de unidade — fineza aumentada de fibra
& provavelmente atribuivel & espessura de parede de fibra
aumentada produzindo mais peso por comprimento de unidade.

Propor¢cdo de maturidade - &
uma medida da quantia relativa de celulose em secdoc cruzada
de fibra.

Uniformidade - O grau em dque
as fibras em uma amostra sdoc uniformes ¢é com base na
proporcdo do comprimento médio ao comprimento médio parcial
superior, fornecido como uma porcentagem.

Micronaire - A leitura de
micronaire de uma fibra é obtida a partir de um teste de
fluxo de ar porosc. O teste é conduzido conforme segue. Uma
amostra pesada de algoddo é comprimida em determinado volume
e o fluxo de ar controlado é passado através da amostra. A

resisténcia ao fluxo de ar é lida como unidades de
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micronaire. As leituras de micronaire refletem uma
combinacdo de maturidade e fineza. J& que o didmetro de
fibra das fibras em determinada variedade do algoddo é
consistente de forma Jjusta, o indice de micronaire mails
provavelmente indicard a variacdo de maturidade ao invés das
variacdes na fineza. Uma leitura de micronaire de 2,6-2,9 é
baixa enquanto 3,0-3,4 estd abaixo da média, 3,5-4,9 & a
média e 5,0 e acima sdo altos. Para a maioria das aplicacbes
téxteis, um micronaire de 3,5-4,9 é usado. Qualquer valor
mais alto do gue isso ndo é normalmente desejavel. Portanto,
seréa apreciado que as diferentes aplicacdes exigem
diferentes propriedades de fibra. Dessa forma, fica
entendido gque uma propriedade de fibra que é desvantajosa em
uma aplicacgdo poderia ser vantajosa em outra.

Conforme é ilustrado na secao
de Exemplos que se segue, as seqléncias de biomolécula da
invencdo sdo capazes para aumentar o comprimento e numero de
pélo de folha/tricoma, bem como o pélo de semente. Conforme
tais biomoléculas da invencao podem ser usadas para gerar as
plantas transgénicas com numero/comprimento aumentado de
tricoma que melhor impede os herbivoros, orientam a via de
polinizadores, ou afetam a fotossintese, temperatura da
folha ou perda de &gua por meio de refleténcia de 1luz
aumentada. Adicionalmente, tais plantas transgénicas podem
ser usadas para a producdo compartimentalizada das proteinas
recombinantes e produtos quimicos em tricomas, conforme
descrito em detalhes em W02004/111183 para Evogene Ltd.

Os presentes inventores também
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averiguaram gue as sedqiéncias de polinucleotideo e
polipeptidico da invencdo sdo capazes de aumentar a biomassa
de uma planta. Serad apreciado que a capacidade dos
polipeptidios da invencéao para aumentar o
rendimento/biomassa/vigor da planta ¢& inerente a sua
capacidade de promover o aumento no tamanho da célula de
planta ou volume (conforme aqui descrito).

Dessa forma, a invencido também
considera um método para aumentar uma
biomassa/vigor/rendimento de uma planta. Isso é efetuado por
regulacao ascendente da expressdo e/ou atividade de pelo
menos um dos polinucleotidecos da invencgdo, conforme acima
descrito.

Conforme aqul wusado, a frase
“planta biomassa” refere-se a quantia ou quantidade de

tecido produzido a partir da planta em uma temporada de

cultivo, © gue também poderia determinar ou afetar o
rendimento da planta ou rendimento conforme area de
cultivo.

Conforme aqui usado, a frase
“vigor da planta” refere-se a dguantia ou quantidade de
tecido produzido a partir da planta em determinado tempo.
Assim, o aumento do vigor poderia determinar ou afetar o
rendimento da planta ou rendimento conforme tempo de cultivo
ou area de cultivo.

Conforme aqui usado, a frase
“rendimento da planta” refere-se a quantia ou quantidade de

tecido produzido e colhido conforme a planta produziu o
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produto. Assim, o aumento do rendimento poderia afetar o
beneficio econdémico que pode ser obtido a partir da planta
em determinado tempo de &area de cultivo e/ou tempo de
cultivo.

Conforme aqui usado, o termo
“Yaumento” refere-se a pelo menos cerca de 5 %, pelo menos
cerca de 10 %, pelo menos cerca de 15 %, pelo menos cerca de
20 %, pelo menos cerca de 30 %, pelo menos cerca de 40 %,
relo menos cerca de 50 %, pelo menos cerca de 60 %, pelo
mencs cerca de 70 %, pelo menos cerca de 80 %, de aumento no
rendimento da planta/biomassa/vigor/ou tolerdncia ao stress
abidtico (abaixo descrito) conforme comparado a uma planta
nativa (i.e., nao modificada com as seqliéncias de
biomolécula da invencgao).

Conforme as seqléncias foram
escolhidas por sua capacidade de aumentar as pontas de raiz
e fibras, as seqliéncias reveladas podem ser usadas para
aumentar a tolerdncia ou aprimorar a resisténcia ao stress
abidtico.

A frase “stress abidtico” aqui
usado refere-se a qualquer efeito adverso sobre o
metabolismo, crescimento, reproducido e/ou viabilidade de uma
planta. De forma correspondente, o stress abidtico pode ser
induzido por condig¢des sub-ideais de crescimento ambiental,
tais como, por exemplo, salinidade, seca, inundac&o, baixa
ou alta temperatura, toxicidade de metal pesado,

anaerobiose, deficiéncia de nutriente, poluicdo atmosférica

ou irradiacao por UV.
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A frase “tolerancia ao stress
abidtico” conforme aqui usada refere-se a capacidade de uma
planta expressando exogenamente as seqiéncias de biomolécula
da invencdoc para suportar um stress abidtico sem sofrer uma
alteracao substancial no metabolismo, crescimento,
produtividade e/ou viabilidade conforme comparado a uma
planta nativa (i.e., ndo modificada com as seqliéncias de
biomolécula da invencdo) sob as mesmas condicdes de stress
abidtico.

Adicional ou alternativamente,
tais parametros podem ser medidos nas plantas expressando
exogenamente as seqiiéncias de biomolécula da invencao e
podem ser comparados aos mesmos parametros conforme medidos
nas plantas nativas (i.e., ndo modificadas com as seqiiéncias
de biomolécula da invencao, p.ex., plantas do tipo selvagem)
apb6s expor as plantas as mesmas condigdes de stress
abiodtico.

Sera apreciado que Jqualguer
planta é considerada em conformidade com essas realizacgdes
da invencdo. Uma planta adequada para uso com o método da
invencgdo pode ser qualguer planta monocotileddnea ou

dicotileddénea, incluindo, porém sem limitacdo, milho, trigo,

cevada, centeio, avelia, arroz, soja, amendoim, ervilha,
lentilha e alfafa, algodao, semente de colza, canola,
pimenta, girassol, batata, tabaco, tomate, berinjela,

eucalipto, uma arvore, uma planta ornamental, uma gramado
perene e uma safra de forragem, plantas coniferas, musgo,

alga, bem Como outras plantas listadas em
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www.nationmaster.com/encyclopedia/Plantae.

A invencado também abrange um
método para produzir fibras de algoddo através de (a) gerar
uma planta transgénica de algoddo expressando exogenamente o
polipeptidio isolado da invencgdo e (b) colher as fibras da
planta transgénica de algodao.

Dessa forma, a 1nvencdo é de
alto valor agricola para promover o rendimento de safras
comercialmente desejadas (p.ex., biomassa de érgao
vegetativo, tal como, madeira de alamo, ou oérgao
reprodutivo, tal como, numero de sementes ou biomassa de
semente) .

Conforme é ainda mostrado nas
Figuras 6 e 7 e descritas no Exemplo 11 da secdo de Exemplos
que se segue, o0s presentes inventores construiram vetores
projetados para expressar um dgene de desenvolvimento de
fibra de algoddo (p.ex., CT20; SEQ ID N°: 881l) sob um
promotor constitutivo (p.ex., promotor 35S; SEQ ID N°: 841)
e um gene repdrter (p.ex., GFP; SEQ ID N°: 871) sob a
regulacdo de transcrigcdao de um promcoctor de desenvolvimento
de fibra de algoddao promotor (p.ex., promotor CT2; SEQ ID
N°: 873), de modo que a expressdo do gene repodrter localiza
as fibras que foram transformadas com a construcao (p.ex.,
ao observar as fibras com a luz apropriada, p.ex., luz UV
para detectar a coloracao de GFP).

Dessa forma, de acordo com
outro aspecto da invencdo, é fornecida uma construcdo de

adcido nucléico compreendendo: (i) uma primeira seqiéncia de
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polinucleotideo due compreende um gene repdrter
operativamente ligado a um promotor especifico de fibra; e
(ii) uma segunda sedgliéncia de polinucleotideo que compreende
uma seqgiiéncia heterdloga de A&cido nucléico codificandoc um
polipeptidio de interesse operativamente ligado a um
promotor.

Serd apreciado que a primeira
e a segunda sequéncias de polinucleotideo também podem ser
construidas cada um em uma construcdo separada de acido
nucléico que conjuntamente formam um sistema da construgéio
de &cido nucléico.

Dessa forma, de acordo com
ainda outro aspecto da invencdo, ¢é fornecido um sistema da
construcdo de &cido nucléico compreendendo: (1) uma primeira
construcdo de &cido nucléico gque compreende uma primeira
sequiéncia de polinucleotideo compreendendo um gene repdrter
operativamente ligado a um promotor especifico de fibra; e
(ii) uma segunda construcdc de acido nucléico que compreende
uma segunda seqiéncia de polinucleotideo compreendendo uma
seqgliéncia heterdloga de 4&cido nucléico codificando um
polipeptidio de interesse operativamente ligado a um
promotor.

O promotor especifico de fibra
pode ser gqualqgquer promotor conhecido por regular o}
desenvolvimento de fibra (p.ex., otimizar o desenvolvimento
de fibra) ou gque é especificamente expresso em fibras. Os
exemplos nao limitantes dos promotores especificos de fibra

incluem o promotor CT2 conforme estabelecido pela SEQ ID N°:
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873; o promotor CT4 conforme estabelecido pela SEQ ID N°:
848; o promotor CT74 estabelecido pela SEQ ID N°: 851, ou
promotores estabelecidos pela SEQ ID N°: 857 ou 854.

O gene repdrter pode ser
gualquer seqliéncia de codificacao de aAcido nucléico
codificando um polipeptidio detectavel (i.e., um
polipeptidico que pode ser detectado apds a expressao em uma
célula hospedeira). Os exemplos nao limitantes dos dgenes
repérteres 1ncluem a seqléncia de codificacdo GFP (p.ex.,
SEQ ID N°: 871), o GUSIntrdo (SEQ ID N°: 872) e o cDNA
codificando uma proteina HaloTag ndo fluorescente (Acessé&o
de GenBank N° AY773970), cuja seguinte expressdo em uma
célula é reagida com um ligante HaloTag apropriado incluindo
uma ligacdo reativa que aglutina-se de forma covalente a
proteina HaloTag e um grupo repdrter flexivel que pode ser
um fluoréforo (Lang C, et al., 2006, J. Exp. Bot. 57: 2985-
92) .

O polipeptidio de 1interesse
gque é expresso na planta pode ser qualquer polipeptidio gque
é benéfico a planta. Por exemplo, tal polipeptidio pode ser
um polipeptidio que regula © desenvolvimento de fibra, tal
como gualsquer dos polipeptidios isolados acima descritos
(SEQ ID N°s: 130, 141, 131, 146, 139, 140, 137, 133, 136,
135, 134, 132, 138, 142, 143, 144, 145, 147-258 e 536-791)
ou em PCT 1IL2005/000627 para Evogene Ltd. (p.ex., o}
polipeptidio codificado pela seqiiéncia de codificagao CT20
estabelecida pela SEQ ID N°: 881).

Os exemplos ndo limitantes das
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seqliéncias heterdlogas de Aacido nucléico codificando o
polipeptidio de interesse incluem quaisquer das seqléncias
de polinucleotideo isolado da invencdo (p.ex., SEQ ID N°s:
1-129, e 259-535).

De acordo com uma realizacéao
da invencdo, a seqliéncia heterdloga de &cido nucléico é
operativamente ligada a um promotor constitutivo (p.ex., o
promotor 35S conforme estabelecido pela SEQ ID N°:841;
promotor de Actina (McElroy et al, Célula de Planta, 2: 163-
171, 1990); CaMV 19S5 (Nilsson et al, Planta Fisiol. 100:456-
462, 1997); GOS2 (de Pater et al, Planta J Nov;2(6):837-44,
1992); Ciclofilina de arroz (Bucholz et al, Biol. Mol. de
Planta 25(5):837-43, 1994); ubiquitina (Christensen et al,
Biol. Mol. de Planta 18: 675-689, 1992); histona H3 de milho
(Lepetit et al, Genet. Gen. Mol. 231: 276-285, 1992); Actina
2 (An et al, Planta J. 10(1),;107-121, 1996).

De acordo com uma realizacao
da invencdo, a seqiéncia heterdloga de &acido nucléico é
operativamente 1ligada a um promotor especifico de fibra
(p.ex., o promotor CT2 conforme estabelecido pela SEQ 1ID
N°:873 ou promotor CT4 conforme estabelecido pela SEQ 1ID
N°:848) .

Os exemplos nao limitantes das
construcdes adequadas de Aacido nucléico s&o ilustrados nas
Figuras 6 e 7.

Tais sistemas/construcdes de
dcido nucléico podem ser usados para expressar de forma

transitéria um polipeptidio de interesse (p.ex., uma fibra
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de algoddoc desenvolvendo polipeptideo) em uma planta (p.ex.,
uma planta de algoddo).

Enquanto ainda reduz a
invencdo a pratica, os presentes 1inventores consideraram uma
nova abordagem para expressar de forma transitéria um
polipeptidic de interesse (p.ex., uma fibra de algodéao
desenvolvendo o polipeptidio) nas células de &évulo do
algodao ao injetar uma constru¢dc de acido nucléico
codificando o polipeptidio de interesse em uma bola de
algodé&do desenvolvida.

Conforme é mostrado nas
Figuras 4a-c¢ e descrevem no Exemplo 11 da secdo de Exemplos
gue se segue, as bolas de algodadao que foram injetadas com as
seqléncias de acido nucléico em, p.ex., 1 e 8 DPA
expressaram o gene repdrter (beta-glucuronidase, GUS) na
bola desenvolvida. Além disso, a expressdo transitédria dos
vetores Dbinarios compreendendo a fibra desenvolvendo gene
(p.ex., expansina ou CT20) resultou em um efeito
significativo sobre o comprimento da fibra (Figuras 5a-c,
Tabela 13, Exemplo 11 da secdao de Exemplos).

Dessa forma, de acordo com
outro aspecto da invencdo, ¢é fornecido um método para
expressar um polipeptidio de interesse 1in uma planta de
algoddo. O método ¢é efetuado ao injetar em uma Dbola de
algoddo da planta de algoddoc uma construcdo de Aacido
nucléico que compreende uma seqléncia de Aacido nucléico
codificando o polipeptidio de interesse, assim expressando O

polipeptidio de interesse na planta de algodéo.
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Conforme aqui usado, a frase
“bola de algodao” refere-se a fruta do algoddo em diversas
etapas de desenvolvimento [p.ex., 0, 2, 4 e 6 dias pbs-
adntese (DPA)].

A 1injecdoc da construcao de
dcido nucléico pode ser injetada diretamente na bola de
algodédo, usando, p.ex., uma seringa de 1l-ml com uma agulha
de 0,5-316-mm (BD Pastipak) (Vide Exemplo 11 da secdo de
Exempios). Brevemente, a agulha é introduzida em 1 a 2 mm de
profundidade no tecido da fruta, e a soluc¢cdo de infiltracao
contendo a construcdo de acido nucléico é injetada na fruta.

De acordo com uma realizacao
da invencado, a expressao é efetuada em uma célula de o6vulo
da planta de algodao.

Conforme mostrado no Exemplo
11 da secdo de Exemplos, as construgdes de acido nucléico
(p.ex., aquelas descritas nas Figuras 6 ou 7) foram
transferidas em uma célula (p.ex., célula de Agrobacterium),
e as células transformadas s&do ainda injetadas na bola de
algodao.

Os métodos para transfectar as
construcdes de &acido nucléico na agrobactéria sao conhecidos
na técnica e ainda descritos acima e no Exemplo 11 da secéao
de Exemplos gue se segue.

Dessa forma, de acordo com uma
realizacéao da invencao, o) sistema/construcao de adcido
nucléico da invencdo é composto de agrobactéria.

Conforme aqui usado, o termo
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“cerca de” refere-se a * 10 %.

Os ftermos “compreende”,
“compreendendo”, “inclui”, “incluindo”, “tendo” e seus
conjugados significam “incluindo, porém sem limitacédo”.

0 termo “consistindo em”
significa “incluindo e limitado a”.

@) termo “consistindo
essencialmente em” significa que a composicgdo, método ou
estrutura podera incluilir 1ingredientes adicionails, etapas
e/ou partes, porém somente se o0s ingredientes adicionais,
etapas e/ou partes ndo alterem de forma relevante as
caracteristicas basicas e novas da composicdo reivindicada,
método ou estrutura.

Conforme agui usado, a forma

AN} W rr 44

singular um’, o) e “a inclui as referéncias de plural,
exceto se o contexto claramente afirmar de outro modo. Por
exemplo, o termo “um composto” ou “pelo menos um composto”
poderd incluir uma pluralidade de compostos, incluindo suas
misturas.

Conforme aqui usado, o termo
“‘método” refere-se aos modos, meios, técnicas e

procedimentos para realizar determinada tarefa, incluindo,

porém sem limitacéao, aqueles modos, meios, técnicas e
procedimentos, sejam conhecidos, ou prontamente
desenvolvidos a partir de modos, meios, técnicas e

procedimentos conhecidos por profissionais das artes

quimicas, farmacoldgicas, biolégicas, bioquimicas e médicas.

<

E apreciado que determinadas
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caracteristicas da invencdo, as dquals sao, para clareza,
descritas no contexto de realiza¢des separadas, também poden
ser fornecidas em combinacdo em uma Unica realizacgdo. De
forma oposta, diversas caracteristicas da invencéao, as
quais, para brevidade, descritas no contexto de uma unica
realizacdo, também podem ser fornecidas separadamente ou em
gqualguer sub-combinacdo adequada ou conforme adequado em
qualguer outra realizacdo descrita da invencdo. Determinadas
caracteristicas descritas no contexto de diversas
realizacdes nao sao consideradas como caracteristicas
essenciais de tais realizacdes, exceto se a realizacao for
inoperante sem esses elementos.

Diversas realizacbes e
aspectos da invencdo conforme acima delineados e conforme
reivindicados na secdo de reivindicacdes encontram suporte
experimental nos seguintes exemplos.

EXEMPLOS

Referéncia ¢é agora feita aos
seguintes exemplos, 0s qualis conjuntamente com as descricdes
acima, ilustram algumas realizacdes da invencdo de uma forma
ndo limitante.

Referéncia ¢é agora feita aos
seguintes exemplos, o0s qualis conjuntamente com as descricgdes
acima, 1i1lustram a invencdo de uma forma ndo limitante.

Geralmente, a nomenclatura
aqui usada e os procedimentos laboratoriais wutilizados na
invencao incluem as técnicas de DNA moleculares,

bioquimicas, microbioldgicas e recombinantes. Tais técnicas
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sdao totalmente explicadas na literatura. Vide, por exemplo,
“Clonagem Molecular: Um Manual Laboratorial” Sambrook et
al., (1989) ; “Protocolos Atuais em Biologia Molecular”

Volumes I -III Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel et al,

“Protocolos Atualis em Biologia Molecular”, John Wiley e
Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, “Um Guia Pratico
para Clonagem Molecular”, John Wiley & Sons, New York
(1988) ; Watson et al., “DNA Recombinante”, Scientific
American Books, New York; Birren et al. (eds) “Anadlise de

Genoma: Uma Série de Manual Laboratorial”, Vols. 1-4, Cold
Spring Harbor Laboratory Press. Nova York (1998) ;
metodologias conforme estabelecidas nas Patentes Norte-
Americanas N°s 4.666.828; 4.683.202; 4.801.531; 5.192.659 e
5.272.057; “Biologia Celular: Um Guia Laboratorial”, Volumes
I-III Cellis, J. E., ed. (1994); “Protocolos Atuais em
Imunologia” Volumes I-III Coligan J. E., ed. (1994); Stites
et al. (eds), “Imunologia Clinica e Basica” (8° Edicéao),
Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell e Shiigi
(eds), "“Métodos Selecionados em Imunologia Celular’”, W. H.
Freeman e Co., Nova York (1980); imunocensaios disponiveils
sdo extensivamente descritos na literatura de patente e
cientifica, vide, por exemplo, Patentes Norte-Americanas N°s
3.791.932; 3.839.153; 3.850.752; 3.850.578; 3.853.987;
3.867.517; 3.879.262; 3.901.654; 3.935.074; 3.984.533;
3.996.345; 4.034.074; 4.098.876; 4.879.219; 5.011.771 e
5.281.521; “Sintese de Oligonucleotideo” Gait, M. J., ed.
(1984); “Hibridizacdo de Acido Nucléico” Hames, B. D., e

Higgins S. J., eds. (1985); “Transcrig&o e Conversdo” Hames,
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B. D., e Higgins S. J., Eds. (1984); “Cultura Celular
Animal” Freshney, R. L, ed. (1986); “Células e Enzimas
Imobilizadas” IRL Press, (1986); “Um Guia Pratico para
Clonagem Molecular” Perbal, B., (1984) e “Métodos em

Enzimologia” Vol. 1-317, Academic Press; “Protocolos de PCR:

Um Guia para Métodos e Aplicacdes”, Academic Press, San
Diego, CA (1990) ; Marshak et al., “Estratégias para
Purificacdo e Caracterizacdo de Proteina - Um Manual de

Curso Laboratorial” CSHL Press (1996); todos os duais sé&o
incorporados por referéncia como se totalmente estabelecidos
no presente. Outras referéncias dgerais sdo fornecidas por
fodo este documento. Os procedimentos nos mesmos S&o

acreditados como sendo bem conhecidos na técnica e sé&o

fornecidos para a conveniéncia do leitor. Todas as
informacdes la contidas 530 aqui incorporadas por
referéncia.

EXEMPLO 1

IDENTIFICACAO DOS AGRUPAMENTOS DE GENE ENVOLVIDOS NO
DESENVOLVIMENTO DA FIBRA DE PLANTA
Anadlise Bioinforméatica

Na identificacdo de silicio
dos genes de algoddo envolvidos na formacdo de fibra - Os
supostos genes de algoddoc envolvidos na formacdo de fibra
foram selecionados a partir dos bkancos de dadocs NCBI das
etiquetas de seqgqliéncia expressa de algoddo (ESTs) e cDNAs.
As seqliéncias de banco de dados foram agrupadas e montadas
usando o software LEADS™ (Compugen, Tel Aviv, Israel). O

agrupamento resultou em mais de 18.700 agrupamentos, cada um
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representando um gene diferente. Um sumario de perfil de
expressao fol compilado para cada agrupamento, ao combinar
todas as palavras—-chave incluidas nos registros de seqgqliéncia
compreendendo o agrupamento. Os genes expressos em excesso
na fase de iniciacdo e alongamento da fibra foram isolados.
OCs agrupamentos foram entdo passados por triagem para
incluir os polinucleotideos originando-se de bibliotecas dos
tecidos alongados de adicgédo, talis como, pontas de raiz,
Xilema e tecidos expostos as condicdes de descoramento. Ja
que a forca principal gque atua com a finalidade de alongar a
célula é a turgescéncia celular, além dos tecidos alongados,
0s genes selecionados foram comparados aos denes expressos
conforme stress abidtico, principalmente conforme stress de
seca (os detalhes dos genes agrupados e analisados séao
resumidos na Tabela 1 abaixo). Ao combinar as diferentes
perguntas, uma lista de 56 candidatos previstos de gene
aprimorando fibra foi criada. Esses genes foram ainda
validados usando a andlise de expressdao de RNA (gRT-PCR).
Tabela 1

Resultados de Agrupamento de Gene

Organismo | Clones de N&o Singelton de Saida

TIGR LEADS

Seqiiéncias | Clones Seqiiéncias Clones
Algodao 92,338 14,325 198,492 18,543
Tomate 148,522 16,247 209,693 16,322
Alamo 231,072 24,382 - -
Arabidopsis | 327,875 19,863 - -
Espécies
adicionais | 1,855,997 174,045 3,076,554 167,956
(10)*
Total 2655804 248,862 427,661 38,850

Tabela 1: Resultados de agrupamento de gene. *As espécies
adicionals que foram usadas sdo: milho, arroz, sorgo, soja,

uva, canola, cevada, morango, péssego e meldo.
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EXEMPLO 2
ANALISE DOS PERFIS DE EXPRESSAO DE mRNA ENVOLVIDOS NO
DESENVOLVIMENTO DE FIBRA DE PLANTA

Para estudar o} perfil de
expressao de RNA dos genes candidatos identificados conforme
descrito no Exemplo 1 acima, uma reacao reversa de
transcricdao seguida por PCR em tempo real (RT-gPCR) foi
realizada no RNA extraido a partir das plantas de algod&o em
diferentes etapas do desenvolvimento de fibra, conforme
segue.
Procedimentos Experimentais

Analise Quantitativa de PCR em

Tempo Real (gRT PCR) - Para verificar os niveis da
especificidade e associacdo de traco da expressédo, a
Transcricdo Reversa seguindo PCR (RTqPCR) quantitativa

(Tempo Real} foi realizada. O RNA total foi extraido a
partir das plantas de algoddo em diferentes etapas de
desenvolvimento de fibra (a partir do dia de éantese até dia
20 - pobs-antese) . Para estudar a especificidade da
expressdo, o RNA de outros tecidos da plantas de algoddo foi
coletado e analisado para a expressao de controle (i.e.,
folhas jovens, caules jovens, mature caules, raizes jovens,
sépalas, pétalas e estame). Para essa finalidade, o RNA foi
extraido a partir do tecido de Algodao usando o protocolo de
Extracéao de RNA de Borato Quente de acordo com
www.eeob.lastate.edu/faculty/WendelJ/ultramicrorna.html. A
transcricdo reversa fol efetuada usando 1,5 ug total de RNA,

usando a enzima de Transcriptase Reversa 300 U Super Script
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II (Invitrogen), 225 ng de hex&meros aleatdérios de
deoxinucleotideo (Invitrogen), mistura de 500 uM dNTPs
(Takara, Japé&o), 0,2 de volume de x 5 transcriptase reverso

(RT) tampdo (Invitrogen), 0,01 M Ed DTT, 60 U de RNAsin
(Promega), dgua destilada dupla tratada por DEPC foi
adicionada até 37,5 ul. As reacgdes de RT foram incubadas por
50 minutos em 42 °C, seguido por 70 °C por 15 minutos. cDNA
foi diluido em 1:20 em Tris EDTA, pH = 8,5 ul do cDNA

diluido foi usado para gRT-PCR.

RT-PCR quantitativo foi
realizado no c¢DNA (5 ul), usando a mistura master x 1 SYBR
GREEN PCR (Applied Biosystems), primers dianteiros e

reversos de 0,3 uM cada. A maquina de PCR em tempo real
ABI7000 foi usada com as seguintes condig¢des: 50 °C por 2
minutos, 95 °C por 10 minutos, 40 vezes de 95 °C por 15 segq.
e 1 minuto em 60 °C, seguido por 95 °C por 15 segundos, 60
°C por 60 segundos, e 70 vezes de 60 °C por 10 segundos +
0,5 °C de aumento em cada ciclo. Para cada gene, uma curva

padrdo foi preparada a partir de um pool de RTs de todas as

amostras, em 5 diluigbes (diluig¢des - 1:60, 1:200, 1:600,
1:2000, 1:10000). O mapa de curva padrdo [ct (limite de
ciclo) vs. registro (concentracédo)] deve ter R > 0,988 com

uma eficiéncia na wvariacdo de 100 % + 5 2. 0Os niveis de

expressado (Qtd) medidos no gPCR foram calculados usando a

eficiéncia (E) da reacao de amplificacéao e cC.T.
correspondente (o ciclo em dgque as amostras cruzaram O
limite) Qtd = E - C.T. As curvas de dissociacado obtidas

foram inspecionadas para a auséncia de produtos ou prime-
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dimers de PCR adicionais indesejados. As reacdes foram
repetidas pelo menos duas vezes. O método de calculo é com
base no fato de que as eficiéncias das reacgdes do GOI (gene
de interesse) e dos genes domésticos sdo semelhantes.

Para normalizar o nivel de

expressao entre 0s diferentes tecidos, 0s primers

‘especificos foram projetados para especificamente hibridizar

com Os seguintes genes domésticos: Actina (Acessdo GenBank N° D88414
SEQ ID N°: 782, Primers dianteiros e reversos estdo estabelecidos na
SEQ ID N°s: 793 e 794, respectivamente), GAPDH ( SEQ ID N°:795),
Primers dianteiros e reversos estdo estabelecidos na SEQ ID N°s:
796 e 797, respectivamente), e RPL19 (Acessdao GenBank N°
ATI729179, SEQ ID N°:798, Primers dianteiros e reversos estéao
estabelecidos na SEQ ID N°s: 799 e 800, respectivamente).
Resultados Experimentais

Usando a metodologia acima foil
possivel identificar os genes dgque mostram a expressdo
elevada durante o alongamento de fibra, bem como genes dque
mostram exclusiva especificidade da fibra de algodido. Os genes que
mostraram a expressao elevada durante a antese que diminuiu durante o
alongamento da fibra foram considerados bons candidatos para serem
envolvidos na diferenciacdo e iniciacdo de fibra. Notavelmente, a
metodologia de quantificacdo acima descrita ao forneceu os
niveis absolutos de expressao, poOrém forneceu bons
pardmetros para o escore da expressao relativa de gene ao
longo do desenvolvimento de fibra com diferencas téao altas
quanto acima de 1000 vezes nos niveis maximos de expressao

atingidospor diferentes genes foramdetectados (Tabela 2 abaixo).
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56 genes de algodéo foram
avaliados para seu perfil de expressdo em diferentes
tecidos de algodéao (Gossypium hirsutum, var.
Acala).

Dois critérios principais
foram usados para selecionar os genes de algoddo como
candidatos que podem estar envolvidos no desenvolvimento de
fibra de acordo com seu perfil de RNA, isto &, genes mostrando alto
grau de especificidade de expressdao da fibra e genes exibindo um
nivel de expressao, que altera de forma simulténea com o
desenvolvimento de fibra. Dezessete genes atendem esses critérios de
selecao e foram antecipados como aprimorando 0
rendimento da fibra e qualidade. Os perfis de expressido e
anotacdo dos 17 genes selecionados sdo apresentados nas Tabelas
2a e 2b e Tabela 3 abaixo.

Tabela 2a

Perfis de expressdao dos 17 genes selecionados

- gwic?eeoqie(;S()E)Q D odoa | 2dpa | 5dpa 10dpa | 15dpa | 20dpa | 25 dpa
CTF1013 0036 | 0433 | 0077 0071 | 0055 | 0039 | 0.050
CTF110/4 0407 | 3192 | 1.088 1630 10043 | 0006|0010
CTF111/5 0050 | 0899 | 0.649 0901 | 0217 |0013 | 0049
CTF113/6 0015|0012 0013 0.009 0005 |0001 | 0.001
CTF121/18 0056 ] 0020 0039 0021 | 0013 | 0001

CTF124/7 0012 | 0312 | 0288 0147 | 0026 | 0.002

CTF126/19 0008 | 0019|0012 0003|0009 |0005 | 0002
CTF130/20 0000 | 0006|0003 0002 | 0001 | 0000 | 0000
CTFI31121 0009 | 0088 | 0.050 0019|0011 | 0004 | 0012
CTF132122 1300|5250 | 2862 1553 | 1.164 | 1.644 | 0567
CTF133123 0131 | 0313|0214 0089 | 0150 | 013 | 0111
CTF134124 1221 | 0245 | 0032 0116 | 0153 | 0369 | 0227 }
CTF135/8 5860 | 18755 | 10243 | 4512 | 2033 | 1162 | 1.934
CTF144125 1851 | 0851 | 1676 1375|0220 | 0186 | 0.010
CTF146/26 0025 | 0104 | 0.108 0138|0050 | 0022 |0.023
CTF150/27 0009 | 0490 | 0,092 0102|004 | 0001 | 0001
CTF155/28 0117 023 ] 0.152 0188 | 0145 | 0.176 | 0337
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Tabela Z2a: Transcricdc reversa
seguindo PCR quantitativo foili realizada usando PCR em tempo
real, nos tecidos das plantas de algoddo jovens ou maduras
(G. hirsutum wvar Acala). As quantias relativas do mRNA de
cada gene sao apresentadas em todos oS tecidos
examinados, dpa - dias pdés—-antese, do éovulo e
tecidos de fibras (até 10 dpa) ou somente tecido de
fibra (apés 10 dpa).

Tabela 2b

Perfis de expressdo dos 17 genes selecionados

l(?ene/SEQ D dNE: Sépalas Pétalas Raizes Folhas Botbes Estame | Pestel
(nucleotideo) P jovens jovens jovens 0 dpa
CTF10173 0.018 0.004 0.044 0.015 0.014 0.004 0013 | 0.036
CTF110/ 0.026 0.028 0.024 0.736 0.761 0.020 0.010 0.407
CTF111/5 0.015 0.996 0.002 0.031 0.024 0.152 3.288 0.050
CTF113/6 0.008 0.002 0.283 0.002 0.003 0.084 0.002 0.015
CTF121/18 0.023 0527 0.029 0.001 0.005 0.680 1.079 0.056
CTF12477 0.001 0.001 0.034 0.004 0.002 0.000 0003 | 0012
CTF126/19 0.016 0.016 0.005 0.004 0.002 0.008 0.017 0.008
CTF130/20 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
CTF131/21 0.008 0.077 0.001 0.001 0.006 0.830 0.043 0.009
CTF132/22 0283 0.152 0.035 0.496 1.126 0.590 0.286 1.300
CTF133/23 0176 0.543 0.072 0.042 0.035 1117 0.370 0.131
CTE134/24 3124 0.349 0179 0.053 0.164 0.289 1.343 1.221
CTF135/8 3.968 2.389 0.076 1333 3.098 3.326 17.426 | 5.869
CTF144/25 0.883 0.556 1314 0.229 0.685 0.759 2638 1.851
CTF146/26 0.023 0.252 0.028 0.007 - 0.016 0.067 0.091 0.025
CTF150/27 0.005 0.010 0.000 0.000 0.002 0.079 0.002 0.009
CTF155/28 0.272 0.839 0.126 0.108 0.151 7598 1.447 0117
Tabela 2b: A transcricao

reversa seguindo PCR quantitativo foi realizada usando PCR é&
tempo real, nos tecidos de plantas de algodaoc jovens
ou maduras (G. hirsutum wvar Acala). As quantias
relativas de mRNA de cada gene sado apresentadas em todos
os tecidos examinados, dpa- dias pobdsantese, do o&évulo e

tecidos de fibra (até 10 dpa) ou somente tecido de fibra
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(apds 10 dpa).

Tabela 3

Anotacdo dos 17 genes selecionados

CTF# Anotacio Padréo de expressao Especificidade da Fibra
CTF101 | GTPase Alongamento Nao
CTF110 | GDSL-lipase de | Alongamento Nao
motivo/proteina
semelhante a
hidrolase
CTF111 | 3-cetoacil-sintase | Alongamento Nao
de CoA I
elongase de acido
graxo
CTF113 | Sintase de | Alongamento Nao
rafinose
CTF121 | Metilesterase de | Alongamento Nao
pectina PME1
CTF124 | Semelhante a | Alongamento Fibra especifica
fosfatase &cida
CTF126 | Fator de | Alongamento Nao
despolimerizagéo
de actina 4
CTF130 | Proteina de dedo | Alongamento/Iniciagao Fibra especifica
RING-H2 ATL2M
CTF131 | Glicosiltransferase | Alongamento Néo
putativa
CTF132 | Proteina Alongamento Nao
semelhante a
protease de
serina
CTF133 | Subunidade de | Alongamento Nao
proteasoma
CTF134 | Metilesterase de | Alongamento/Iniciagédo Nao
pectina
CTF135.| Subunidade alfa | Alongamento Néo
de  proteasoma
tipo 5
CTF144 | Precursor de | Alongamento/Iniciagao Néo
oxidase de
ascorbato
CTF146 | Quinase de | Alongamento Fibra especifica
proteina TMKA1
CTF150 | Desidrogenase Alongamento Fibra especifica
especifico de
vagem  putativa
SAC25
CTF155 | Snakin-1 Alongamento Fibra especifica

Tabela 3: Anotacdo dos 17 genes selecionados com base
banco de dados de NCBI.

EXEMPLO 3

IDENTIFICANDO A CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO DOS

GENES CANDIDATOS E COMPRIMENTO DA FIBRA

no
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A correlacéao entre o)
comprimento da fibra e express&o dos genes candidatos foil
determinada em 10 diferentes linhas de algoddo representando
uma ampla variedade das caracteristicas de comprimento da
fibra, conforme segue.

Procedimentos Experimentais

Linhas de Algoddo - As 10
diferentes linhas de algodao representando a ampla variedade
das caracteristicas de comprimento da ‘fibra incluiram
variedades prematuras de G. hirsutum (SA217SD e SA68SD),
variedades de G. hirsutum (Tamcot, Macnair, DP90 e ZG236)
hibrido de Fl1 de G. hirsutum e G. barbadense (Acalphi) e
alta qualidade de tipo pima (G. barbadense) (S7 e Pima).

Extracéao do RNA -
Desenvolvimento das etapas de fibra, representando
diferentes caracteristicas de fibra, em 5, 10 e 15 de DPA,
foram amostradas e o RNA foi extraido conforme descrito no
Exemplo 2 acima.

Avaliacdo do comprimento da
fibra - O comprimento da fibra das linhas acima foi medido
usandc um fibrégrafo. O sistema de fibrégrafo foi usado para
computar o comprimento em termos de comprimento “médio
parcial superior”. A média parcial superior (UHM) ¢é o
comprimento médio da metade mais longa de distribuicdo da
fibra. O fibrégrafo mede o comprimento em extensdes de vao
em determinado ponto pencentual [World Wide Web (ponto)
cottoninc (ponto)com/ClassificationofCotton/?Pg=4#Length].

Resultados Experimentais



wn

10

76/123

Dez diferentes linhas de
algodao foram cultivadas em Rehovot, Israel, e seu
comprimento da fibra fol medido. Os valores de UHM das
fibras foram medidos e a correlacdo entre o nivel de
expressdo do RNA e o comprimento da fibra foram calculados
de acordo com a correlacdo de Pearson [(Protocolo de Transferéncia
Hipertexto (http)://davidmlane (ponto) com/hyperstat/A34739 (ponto)
html], caracterizadoc pelo fato de que “YR” é o coeficiente de
correlacdo, e o valor P determina a significéncia da correlacido. Os
genes com R > 0,4 e P < 0,05 em pelo menos um dos pontos de tempo
medidos (i.e., 5, 10 ou 15 dpa) foram considerados como relacionados
ao alongamento de fibra e foram ainda selecionados para clonagem e
validacdo (os dados sdo resumidos na Tabela 4 abaixo).

Tabela 4 - Correlacdao entre o nivel de expressdo do RNA e o

comprimento da fibra

Sdpa 10dpa 15 dpa

R P R P R P
TF101 051 | 903 ) 056 | 0.02
1o 041 |006 |041 |o005
S 035 | 0410 |o040 | 007
1 034 [040 {044 |005 |051 | 003
. 072|000 |065 | o001
. 050 | 003
126 047 | 0.04
TF131 049 | 003
. 060 | 001 oas | 005
13 069 | 0.01
. 036 | 0.09
1 030 | 013
TF144 034 | 010
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Tabela 4: A correlacdo entre o nivel de expressédo do RNA e o
comprimento da fibra s&o apresentados para trés pontos de
tempo (5 dpa, 10 dpa e 15 dpa) usando o coeficiente de
correlagcdo de Pearson R e ¢s valores p.
EXEMPLO 4
PRODUCAO DA TRANSCRICAO DO ALGODAO E ANALISE DE CORRELACAO
DE ALTO PRODUTO USANDO O MICRO-ARRANJO DE OLIGONUCLEOTIDEO
DO ALGODAO

Com a finalidade de conduzir a

analise de correlacdo de expressao do gene de alto produto,

0s presentes inventores usaram o} microarranjo de
oligonucleotideo do algodao, projetado e produzido por
“Gendmico Evolucionario Comparativo do Algoddo” [Protocolo

de Transferéncia Hipertexto (http)://cottonevolution (ponto)
info/). Esse MicroArranjo de Oligonucleotideo do Algoddo é
composto por 12.006 oligonucleotideos das Tecnologias de DNA
Integradas (IDT) derivados a partir de uma montagem de mais
de 180.000 ESTs Gossypium sequenciados a partir de 30
bibliotecas de cDNA.

Com a finalidade de definir as
correlacoes entre 0s niveis da expressao do RNA e
comprimento da fibra, as fibras de 8 diferentes linhas de
algoddo foram analisadas. Essas fibras foram selecionadas
mostrando qualidade da fibra muito boa e alto indice do fio
de 1linho (tipos Pima, originando-se de outras espécies de
algodao, isto & G. barhadense), diferentes niveis de indices
de qualidade e fio de 1linho de diversas linhas de G.

hirsutum: boa qualidade e alto indice do fio de linho (tipo
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Acala), e pobre qualidade e curto indice do fio de 1linho
(tipo Tamcot, e variedades antigas) . Um resumo do
comprimento da fibra das diferentes linhas ¢é fornecido na
Tabela 5.
Procedimentos Experimentais

Extracdo do RNA - As etapas de
desenvolvimento de fibra, representando diferentes
caracteristicas da fibra, em 5, 10 e 15 DPA, foram

amostradas e o RNA foi extraido conforme descrito no Exemplo

2 acima.

Avaliacdo do comprimento da
fibra - O comprimento da fibra das linhas selecionadas de
algodédo foi medido wusando o fibrégrafo. O sistema de

fibrégrafo fol usado para calcular o comprimento em termos
do comprimento “médio parcial superior”. A média parcial
superior (UHM) é o comprimento médio da metade mais longa da
distribuicdo de fibra. O fibrégrafo mede o comprimento em
extensdes de vado em determinado ponto percentual em World
Wide Web (ponto) cottoninc (ponto)
com/ClassificationofCotton/?Pg=4#Length].
Resultados Experimentais

Oito diferentes linhas de
algodao foram cultivadas em Rehovot, Israel, e seu
comprimento da fibra foli medido. Os wvalores de UHM das
fibras sdo resumidos na Tabela 5 abaixo. O guadrado R foil
calculado para cada um dos genes. Os genes com o0s valores
quadrados R superiores a 0,8 e P < 0,05 em pelo menos um

ponto de tempo, ou a expressdao média em diferentes pontos de
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tempo, foram selecionados para validacdo adicional. Os genes
selecionados e seus valores quadrados R estd@o resumidos na
Tabela 6.
Tabela 5

Resumo do comprimento da fibra das 8 diferentes linhas de

algodéao
) . Comprimento

Variedade do algodéo e diFCJJ STD
SA217 SD 0.89 0.04
SA68 SD 1.01 0.03
Tamcot 1.06 0.01
DP90 1.1 0.08
ZG 236 1.15 0.00
Coker 310 1.21 0.02
S7 1.26 0.02
Pima 1.36 0.00

Tabela 5: Sao apresentados os meios e o0s desvios padréao

(STD) de 8 diferentes linhas de algodéao.

Tabela 6
Senal CTF N/
N° SEQIDN° | 5dpa 10 dpa 15 dpa AVG

R P E R P E R P E R P E
1 CTF157/29 090 001 [1030 076 003 |68.40
2 CTF158/30 | 079 1002 [3420 |079 003 |6690 096 0.00 0.70
3 CTF159/31 079 002 3320 {097 |000 {060
4 CTF161/32 | 090 |000 ]380
5 CTF1629 |071 005 [8210 |091 [000 870
5 CTF163/33 1082 [001 12170 093 |000 |420 0.89 0.01 7.30
7 CTF164/34 084 {001 14.50 080 (002 4090 |0.94 0.00 1.40
8 CTF16511 | 092 000 [220 093 000 [520 0.91 0.0 4.80
9 CTF166/10 086 {001 [24.00 0.87 0.01 11.40
10 CTF16712 090 001 {1290 0.90 0.01 520
1 CTF168/35 | 077  |002 4040 [094 {000 {330 0.94 0.00 1.60
12 CTF169/11 097 1000 |080
13 CTF170/36 1 0.84 | 0.01 1460 1091 000 |950 0.95 0.00 1.10
14 CTF171/37 075|003  [5340 [096 |0.00 |150
15 CTF17212 |077  |002 |[4110 081 003 [51.70 075 003 |7890 [0.80 0.03 30.40
16 CTF17313 |093  [000 |110 070|005 [12980 |078 0.04 38.60
17 CTF174/38 097 000 ]050 073 004 [9350 |092 0.00 3.40
18 CTF175/14 |090 000 390 083 0.02 2000
19 CTF176115 |02 |0.00 1210
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20 | CTF177116 088 |001 |1840 089 {000 |660 {090 |00t 15.20

21 [CTF178117 092 [000 [7.40 091 000 [360 (082 |0.02 22.80

22 | CTF180/39 0.90 0.00 360

23 | CTF181/40

24 [ CTF182/41 083 |0.01 19.20

25 | CTF183/142 076 |0.03 4570 084 0.02 |35.60 0.85 002 15.80

26 |CTF184/43 082 002 {4770 0.78 0.04 39.30

27 | CTFE185/44 088 0.01 1770

28 | CTF186/45 073 004 65.10 0.82 0.02 21.70

29 | CTF187/46 087 [0.00 7.70 0.75 0.03 7650 |0.75 0.05 51.00

30 | CTF188/47 0.80 003 |6190 0.82 003 2460

31 | CTF189/48 084 |0.01 16.00 0.80 003 6420 0.73 0.04 9790 (079 003 3250
2 (CTF190/49 074 1004 80.70 0.89 001 1390

33 | CTF191/50 083 |0.01 19.30 0.87 0.01 1250 |0.82 0.02 23.20

34 | CTF192/51 087 0.01 10.10

35 |CTF193/52 0.79 004 |70.20 0.85 0.01 19.30 |086 001 12.70

36 | CTF194/53 085 |0.01 12,50 0.81 0.02 3670 (088 0.01 9.50

37 | CTF195/54 087 0.01 |19.90 0.86 0.01 11.70

38 |[CTF196/55

39 [CTF197/56 0.81 003 |5220 0.72 0.05 112.50

40 | CTF198/57 081 002 25.80

41 | CTF200/58 0.76 0.03 66.10

42 | CTF201/59 075 1003 5490 0.82 002 |46.30 0.73 0.04 9370 |[0.78 0.04 38.30

43 | CTF202/60 0.84 002 }36.60

44 | CTF203/61 078 [0.02 36.70 0.78 004 |73.80 0.82 002 23.60

45 | CTF204/62 0.86 0.01 16.30

46 | CTF205/63 087 001 |21.10

47 | CTF206/64 087 001 |21.70 087 0.01 11.10

48 | CTF207/65 079 003 |68.40 077 0.02 5890 083 002 18.90
49 | CTF208/66 083 [0.01 16.80

50 | CTF200/67 078 ]0.02 38.50 085 002 |3060 0.80 003 30.80

51 | CTF210/68 0.87 0.00 10.90

52 [CTF211/69 072 (005 76.80 083 002 14390 0.88 0.01 8.40

53 |CTF212/70 072 |004 7160 074 0.04 8750 {082 0.02 2380

54 | CTF213/11 083 |0.01 18.30 071 0.05 122.70

55 |CTF214/72

56 |CTF215/73 0.90 00t 1190 0.80 003 29.40

57 | CTF216/74 0.87 001 ]2310

58 | CTF217/75 086 |0.01 9.90

59 | CTF218/76 0.88 001 |17.30

60 | CTF219/77 083 0.02 19.50

61 | CTF220/78 090 0.00 6.50

62 |CTF221/79 0.83 002 |4320

63 | CTF222/180 078 004 |80.50 082 0.01 29.80

64 | CTF223/81 084 |0.01 1430 0.85 002 |29.60 0.89 0.01 7.40

65 | CTF224/182 070 |0.05 89.90 083 002 [4350

66 |CTF225/83 087 |0.01 870 0.84 002 |3650 077 004 41.20

87 | CTF226/84 073 |004 70.00 077 0.03 6220 |0.81 003 27.90

68 | CTF227/85 0.80 0.03 31.40

69 | CTF229/86 0.87 001 [23.40

70 | CTF230/87 083 {001 18.20 0.87 0.01 1250 (084 0.02 18.30

71 | CTF231/88 0.81 003 25.10

72 | CTF232/89 0.82 002 |48.10 071 0.05 11450
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continuagéo da tabela 6

73 [CTF233/90 0.82 [0.01 22.40
74 | CTF234/91 078 |002 [5170 087 0.01 9.70

75 | CTF235/92 088 (001 |1870 072 0.07 64.00
76 | CTF236193 089 |001 |1560 0.81 0.03 27.10
77 | CTF237/94 088 [0.00 6.70 078 [004 [7320 085 0.02 1540
78 | CTF238/95 0.81 0.03 27.80
79 | CTF239/96 087 0.01 10.60

Correlacdo entre o nivel de expressdao do RNA e comprimento
da fibra

Tabela 6: A correlagcdo entre o
nivel de expressdoc do RNA de 79 genes e comprimento da fibra
é apresentada para a média e os trés pontos de tempo (5 dpa,
10 dpa e 15 dpa) usando o coeficiente de correlacdo de
Pearscn (R} e ¢s valcres p. A eficiéncia ({(E) da reacgdc de
ampliacdo também é apresentada.

Os 79 genes fornecidos na
Tabela 6 acima atendem o0s critérios de selecdao dos wvalores
guadrados R superiores a 0,8 e P < 0,05. (R e P foram
calculados de acordo com a correlacdo de Pearson)
[Protocolo de Transferéncia Hipertexto
(http)://davidmlane (ponto) com/hyperstat/A34739
(ponto) html).

De modo geral, 96 genes de
algoddo (os 17 genes foram descritos nos Exemplos 2 e 3, e
os 79 genes descritos no Exemplo 4) foram identificados aqgqui
como envolvidos no desenvolvimento de fibra de algodao. Além
disso, 33 genes (SEQ ID N°s:97-129) foram identificados de
outra espécie de planta, compartilhando caracteristicas
comuns e homologia de seqiiéncia de um ou mais genes do

algodado. No total, 129 genes foram identificados usando a
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ferramenta de Dbioinformatica e estudos de expressdc no
presente estudo como sendo capazes de positivamente afetar o
crescimento e alongamento de célula, bem como as
caracteristicas da fibra de algoddo. Os genes identificados
sdo resumidos na Tabela 7 abaixo.

Tabela 7

Resumo dos genes afetando o crescimento e alongamento de

célula e caracteristicas da fibra de algodéo

N° de | Nome do | Nome do Agrupamento Organismo Polinucleotideo SEQ ID N°: | Polipeptidic SEQ ID
Série Gene Ne:
1 CTF165 Al054735 algoddo 1 130
2 CTF167 Al725458 algodao 2 131
3 CTF101 Al729321 algodao 3 132
4 CTF110 Al725814 algodao 4 133
5 CTF1 TG AI726275 algoddo S 134
6 CTF113 Al727515 algodéo 6 135
7 CTF124 Al726129 algodéo 7 136
8 CTF135 Al727537 algodao 8 137
9 CTF162 C0117674 algodao 9 138
10 CTF166 C0095695 algodao 10 139
11 CTF169 Al725762 algoddo 1 140
12 CTFI72 AW186826 algoddo 12 141
13 CTF173 Al730906 algodao 13 142
14 CTF175 AW187393 algoddo 14 143
15 CTF178 BE053309 algodéo 15 144
16 CTFI77 BF269648 algodéo 16 145
17 CTF178 BF271992 algodéo 17 146
18 CTF121 Al731653 algodéo 18 147
19 CTF126 BF275672 algodao 19 148
20 CTF130 Al725540 algodéo 20 149
21 CTF13 Al725631 algoddo 21 150
22 CTF132 Al726672 algoddo 22 151
23 CTF133 Al725569 algoddo 23 152
24 CTF134 BQ404679 algodao 24 153
25 CTF144 Al726469 algodéo 25 154
26 CTF146 Al730537 algodao 26 155
27 CTF150 Al725910 algodao 27 156
28 CTF155 CA992741 algodao 28 157
29 CTF157 BQ405530 algoddo 29 158
30 CTF158 C0071210 algodao 30 159
3 CTF159 C0096649 algodéao 31 160
32 CTF161 C0102097 algoddo 32 161
33 CTF163 AW187222 algodéo 33 162
34 CTF164 DV849461 algodao 34 163
35 CTF168 Al725617 algodéo 35 164
36 CTF170 Al1727242 algodédo 36 165
37 CTF171 Al727506 algodao 37 166
38 CTF174 AW186645 algoddo 38 167
39 CTF180 BG440663 algoddo 39 168
40 CTF181 BF276183 algodéo 40 169
44 CTF182 BQ402540 algoddo 41 170
42 CTF183 BQ404247 algodao 42 171
43 CTF184 BQ408268 algodao 43 172
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44 CTF185 BQ410590 algodéo 44 173
45 CIF186 BQ412432 algodao 45 174
46 CTF187 0080116 algodao 46 175
48 CTF189 C0087969 algoddo 48 177
49 CTF190 C0I108798 algoddo 49 178
50 CTF191 C0109429 algoddo 50 179
51 CTFI192 C0121056 algoddo 51 180
52 CTF193 0493025 algodao 52 181
53 CTF194 DN758069 algoddo 53 182
54 CTF195 DT459383 algodéo 54 183
55 CTF196 DT555914 algodéo 55 184
56 CTF197 DT564706 algodao 56 185
57 CTF199 Al054474 algodéo 57 186
58 CTF200 Al054549 algodao 58 187
59 CTF201 Ai055034 algodao 59 188
60 CTF202 Al725366 algoddo 60 189
61 CTF203 Al725561 algodao 61 190
62 CTF204 Al725564 algoddo 62 191
63 CTF205 Al725800 algoddo 63 192
64 CTF206 Al725842 algodao 64 193
65 CTF207 Al725955 algodao 65 194
66 CTF208 Al726722 algodao 66 195
67 CTF209 Al726995 algodao 67 196
68 CTF210 Al727277 algodao 68 197
69 CTF211 DR457681 algoddo 69 198
70 CTF212 Al727568 algodao 70 199
" CTF213 Al727795 algoddo 71 200
72 CTF214 BF 269744 algoddo 72 201
73 CTF215 Al729467 algod@o 73 202
74 CTF216 Al729616 algodéo 74 203
75 CTF217 Ai730004 algoddo 75 204
16 CTF218 Al730197 algodao 76 205
77 CTF219 Al730262 algodao 77 206
78 CTF220 Al730418 algodao 78 207
79 CTF221 Al730490 algodao 79 208
80 CTF222 Al730776 algodao 80 209
81 CTF223 Al731861 algodao 81 210
82 CTF224 AW186914 algodao 82 211
83 CTF225 AW187127 algod@o 83 212
84 CTF226 BE052628 algoddo 84 213
85 CTF227 BE053126 algodao 85 214
86 CTF229 BF272961 algod@o 86 215
87 CTF230 BF274664 algodao 87 216
88 CTF231 BF274983 algoddo 88 217
89 CTF232 BF275498 algodao 89 218
90 CTF233 BF276821 algoddo 90 219
91 CTF234 BG440416 algoddo 91 220
92 CTF235 BG440584 algoddo 92 221
93 CTF236 BG442540 algodéo 93 222
94 CTF237 BG443240 algodéo 94 223
95 CTF238 BG447110 algodéo 95 224
96 CTF239 0070299 algodéo 96 225
97 DY000718 canola 97 226
98 MDL28470M000422 mamona 98 227
99 CV263160 alamo 99 228
100 CA013415 cevada 100 229
101 CD820239 canola 101 230
102 AW222076 tomate 102 231
103 MDL28708M000182 mamona 103 232
104 BIL29045 alamo 104 233
105 Al773326 tomate 105 234
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106 EG658665 mamona 106 235
107 BP923230 alamo ' 107 236
108 CN520627 alamo 108 237
109 BQ468862 cevada 109 238
110 MDL29933M00 1398 mamona 110 239
111 CV228068 alamo 111 240
112 CD208850 sorgo 112 241
113 NYO0Q5814 canola 113 242
114 MDL29637M000752 mamona 114 243
115 Al161767 alamo 115 244
116 BGL31373 tomate 116 245
117 EG697134 mamona 117 246
118 BG125154 tomate 118 247
119 MDL2980611000954 alamo 119 248
120 Bi124474 alamo 120 249
121 BU831288 alamo 121 250
122 AW039858 tomate 122 251
123 EG664483 mamona 123 252
124 BI127105 alamo 124 253
125 BU893422 alamo 125 254
126 CD822731 canola 126 255
127 DY029904 b_oleracea 127 256
128 AW441747 tomate 128 257
129 MDL2970611001328 mamona 129 258
Tabela 7: Resumo dos genes afetando o <crescimento e

alongamento de célula e caracteristicas da fibra de algodéao
Os polipeptidios com homologia

significativa aos genes identificados de aprimoramento da

fibra de algoddo, dque s&o esperados para servir a mesma

funcdo gque os genes identificados, foram identificados a

partir dos bancos de dados usando o software BLAST (Tabela

8) .

Tabela 8

Polipeptidiocs significativamente homdélogos aos dJenes de

aprimoramento do algodao

Nucleotideo Nome do agrupamento | Organismo | Polipeptideo SEQ 10 | Homologia a | % de | Algoritmo
SEQ ID Ne: N°: SEQ ID N°: Identidade

259 AU223627_T1 maca 536 148 86 tblastn
260 AU223627_T2 maca 537 148 86 thlastn
261 CN444680_T1 maga 538 186 89 thlastn
262 CN488685_T1 maga 539 152 92 thlastn
263 CN488848_T1 maca 540 148 86 tblastn
264 CN579093_T1 maca 541 152 91 tblastn
265 CN945045_T1 maca 542 186 89 thlastn
266 C0416177_T1 maga 543 187 89 tblastn
267 CVv044307_T1 damasco 544 148 90 tblastn
268 CV044352_T1 damasco 545 148 91 thlastn
269 DR920252_T1 aquilegia 546 224 87 thlastn
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270 DR930905_T1 aquilegia 547 186 88 thlastn
271 DR941117_T1 aquilegia 548 184 91 thlastn
272 AT1G21720_T1 arabidopsis | 549 152 90 tblastn
273 AT1G77440 _T1 arabidopsis | 550 152 90 tblastn
274 AT3G07410_T1 arabidopsis | 551 230 91 tblastn
275 AT3G46000_T1 arabidopsis | 552 148 85 tblastn
276 AT3G46010_T1 arabidopsis | 553 148 86 tblastn
277 AT3G46010_T2 arabidopsis | 553 148 86 tblastn
278 AT3G46010_T3 arabidopsis | 554 148 86 tblastn
279 AT3G46010_T4 arabidopsis | 554 148 86 tblastn
280 AT4G18800_T1 arabidopsis | 555 186 88 tblastn
281 AT5G04040_T1 arabidopsis | 556 226 93 tblastn
282 AT5G45750_T1 arabidopsis | 557 186 89 tblastn
283 AT5G59890_T1 arabidopsis | 558 148 85 tblastn
284 AMO061591_T1 b_oleracea | 559 148 89 tblastn
285 DY013953_T1 b_oleracea | 560 148 90 tblastn
286 DY026130_T1 b_oleracea | 561 148 85 thlastn
287 DY026624_T1 b_oleracea | 562 148 89 thlastn
288 DY027267_T1 b_oleracea | 563 148 85 thlastn
289 DY027503_T1 b oleracea | 564 148 90 tblastn
290 DY027503_T2 b_oleracea | 564 148 90 tblastn
291 DY027857_T1 b_oleracea | 565 152 90 tblastn
292 DY028163_T1 b_rapa 566 148 85 tblastn
293 BG543077_T1 b_rapa 567 148 85 tblastn
294 BG543272_Ti b_rapa 568 148 80 tblastn
295 BG544963_T1 b_rapa 569 148 90 tblastn
296 BQ790771_T1 b_rapa 570 242 98 tblastn
297 C0749582_T1 b_rapa 571 148 89 tblastn
298 CX272524_T1 b_rapa 572 148 85 tblastn
299 .38533_T1 banana 573 230 94 tblastn
300 DN239338_T1 banana 574 148 87 tblastn
301 ES432595_T1 cevada 575 152 87 tblastn
302 AL501359 T1 cevada 576 152 85 thlastn
303 AL509680_T1 basilicum 577 152 85 tblastn
304 DY324442 _T1 canola 578 152 90 tblastn
305 CD811679_T1 canola 579 148 90 tblastn
306 CD812137_T1 canola 580 148 85 tblastn
307 CD812887_T1 canola 581 148 85 tblastn
308 CD814124_T1 canola 582 148 90 tblastn
309 CD814355_T1 canola 583 148 85 tblastn
310 CD818629_T1 canola 584 148 85 thlastn
311 CD818688_T1 canola 585 148 90 thlastn
32 CD819087_T1 canola 586 148 89 tbiastn
313 CD819123_T1 canola 587 152 90 tblastn
314 CD821129_T1 canola 588 148 89 tblastn
315 CD824095_T1 canola 589 148 89 tblastn
316 CD824392_T1 canola 590 152 89 thlastn
317 CD829819_T1 canola 591 148 85 thlastn
318 CN727283_T1 canola 592 148 85 thlastn
319 CN729295_T1 canola 593 148 85 thlastn
320 CN737714_T1 canola 594 152 90 tblastn
321 DY007433_T1 canola 595 186 86 tblastn
322 DY0I1922_T1 canola 596 152 88 thlastn
323 DY020991_T1 canola 597 186 86 tblastn
324 EE454178_T1 canola 598 152 89 tblastn
325 H07822 T1 mamona 599 148 90 thlastn
326 EE255551_T1 mamona 600 148 94 tblastn
327 EE258555_T1 mamona 601 224 88 thlastn
328 EE258555_T2 mamona 602 224 88 thlastn
329 EE259859 T1 mamona 603 152 92 thlastn
330 EG662102_T1 mamona 604 186 95 tblastn
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331 MDL28966M000533_T1 | mamona 605 184 91 thlastn
332 MDL29646M001115_T1 | mamona 606 139 85 tblastn
333 T14887_T1 cereja 607 148 88 tblastn
334 EE488259_T1 cifrus 608 148 85 thlastn
335 BQ623399_T1 citrus 609 148 91 thlastn
336 BQ624187_T1 citrus 610 152 92 tblastn
337 BQ624753_T1 citrus 611 148 92 tblastn
338 CB291434_T1 citrus 612 186 94 thlastn
339 CF505092_T1 citrus 613 224 89 thlastn
340 CF505190_T1 citrus 614 148 92 tblastn
341 CF833473_T1 citrus 615 152 92 tblastn
342 CF838037_T1 citrus 616 187 91 tblastn
343 DY261108_T1 coffea 617 173 86 thiastn
344 DV667368_T1 coffea 618 148 93 tblastn
345 DV667647_T1 coffea 619 148 93 tblastn
346 DV668122_T1 coffea 620 231 90 thlastn
347 DV671720_T1 coffea 621 148 87 tblastn
348 DV673964_T1 coffea 622 152 94 tblastn
349 DV684181_T1 algodéo 623 186 91 thlastn
350 Al725473_T1 algodéo 624 187 89 tblastn
351 Al725715_T1 algodéo 625 186 96 thlastn
352 Al725715_T2 algodéo 626 186 96 tblastn
353 Al725715_T3 algodéo 627 186 98 tblastn
354 Al726232_T1 algodao 628 186 95 thlastn
355 Al726275_T1 algoddo 629 134 99 tblastn
356 Al726544 _T1 algoddo 630 148 89 thlastn
357 Al726815_T1 algodéo 631 148 90 thlastn
358 Al726907_T1 algodéo 632 147 97 tblastn
359 Al727140_T1 algodao 633 148 97 thlastn
360 Al727282_T1 algodao 634 156 97 tblastn
361 Al727959_T1 algodéo 635 148 100 tblastn
362 Al728713_T1 algodéo 636 148 93 tblastn
363 Al730612_T1 algodao 637 167 96 tblastn
364 Al731512_T1 algodao 638 184 95 tblastn
365 Al731769_T1 algodao 639 152 97 tblastn
366 Al732019_T1 algodéo 640 137 97 tblastn
367 AW186735_T1 algoddo 641 224 92 tblastn
368 BE051989_T1 algoddo 642 157 97 tblastn
369 BE053515_T1 algodéo 643 148 90 tblastn
370 BG441743_T1 algodéo 644 139 85 tblastn
3N BG445675_T1 algodao 645 153 97 thlastn
372 BQ404948_T1 algoddo 646 184 97 tblastn
373 C0076074_T2 algodao 647 225 88 tblastn
374 C0090129_T1 algodao 648 148 89 tblastn
375 C0107228_T1 algoddo 649 160 90 tblastn
376 COM7171_T1 algodéo 650 148 92 tblastn
377 DT563255_Tt algodao 651 186 94 tblastn
378 DW495789_T1 linho 652 149 96 tblastn
379 CVv478457_T1 uva 653 148 89 thlastn
380 BM436339_T1 uva 654 148 95 tblastn
381 BM436339_T2 uva 654 148 95 tblastn
382 BQ794373_T1 uva 655 173 85 tblastn
383 BQ796448_T+1 uva 656 148 94 tblastn
384 BQ796444_T2 uva 656 148 94 tblastn
385 BQ796638_T1 uva 657 152 93 thlastn
386 BQ797077_T1 uva 658 148 93 tblastn
387 BQ797077_T2 uva 658 148 93 tblastn
388 BQ797077_T3 uva 658 148 93 tblastn
389 BQ797077_T4 uva 658 148 93 thlastn
390 CB035843_T1 uva 659 224 88 tblastn
391 CB911305_T1 uva 660 186 93 tblastn




87/123

Continuag&o da Tabela 8

392 CB916297_T1 uva 661 184 91 tblastn
393 CF373264_T1 uva 662 186 86 tblastn
394 CN545526_T1 uva 663 139 85 tblastn
395 EE106378 T1 ipomeia 664 132 86 thlastn
396 BJ554624 T1 ipomeia 665 148 92 thlastn
397 BJ555556_T1 ipomeia 666 139 86 thlastn
398 BJ556366_T1 ipomeia 667 152 92 tblastn
399 BJ556502_T1 ipomeia 668 186 88 tblastn
400 BJ559892_T1 ipomeia 669 148 94 tblastn
401 BJ563588_T1 ipomeia 670 224 88 thlastn
402 CB330087_T1 ipomeia 671 173 85 tblastn
403 CJ738141_T1 ipomeia 672 231 91 tblastn
404 EE875053_T1 alface 673 148 94 tblastn
405 DW043786_T1 alface 674 148 87 tblastn
406 DW049988_T1 alface 675 224 86 tblastn
407 DW052597_T1 alface 676 148 87 tblastn
408 DW052758_T1 alface 677 152 90 tblastn
409 DWO053430_T1 alface 678 152 92 tblastn
410 DW053430_T2 alface 678 152 92 tblastn
411 DW074782_T1 alface 679 148 86 thlastn
412 DW081477_T1 alface 680 152 91 tblastn
413 DW081477_T2 alface 680 152 91 tblastn
414 DW084530_T1 alface 681 148 86 tblastn
415 DW135542_T1 lotus 682 152 92 tblastn
416 BG662283_T1 1otus 683 152 92 tblastn
417 BI417319_T1 milho 684 152 93 tblastn
418 Al586912_T1 mitho 685 152 85 tblastn
419 A1714711_T1 mitho 686 152 87 tblastn
420 Al920333_T1 milho 687 184 91 tblastn
421 AW054435_T1 milho 688 152 85 thlastn
422 AW056991_T1 milho 689 152 85 tblastn
423 BM500177_T1 milho 690 186 86 tblastn
424 CD945757_T1 milho 691 186 86 tblastn
425 DQ245781_T1 milho 692 148 85 tblastn
426 DQ245820_T1 medicago 693 148 85 tblastn
427 AA661031_T1 medicago 694 186 85 tblastn
428 AL370167_T1 medicago 695 152 89 thlastn
429 AWB86071_T1 medicago 696 148 86 thlastn
430 AW687059_Tt medicago 697 152 92 tblastn
431 BE205479_T1 péssego 698 132 86 thlastn
432 AJ827186_T1 péssego 699 148 90 tblastn
433 AJ827260_T1 péssego 700 148 91 tblastn
434 AJB72529_T1 péssego 701 152 92 tblastn
435 BU039190_T1 amendoim | 702 148 85 tblastn
436 CD037927 Tt amendoim | 703 148 94 tblastn
437 CX018158_T1 pimenta 704 152 95 tblastn
438 BM064776_T1 pimenta 705 152 90 tblastn
439 CA523467_T1 petunia 706 148 91 tblastn
440 AF183903_T1 petinia 707 148 89 thlastn
441 AF183904_T1 petinia 708 148 92 thlastn
442 DW177184_T1 abacaxi 709 139 87 thlastn
443 C0730856_T1 abacaxi 710 148 88 thlastn
444 C0731353_T1 abacaxi 711 148 87 tblastn
445 C0731804_T1 abacaxi 712 186 89 thlastn
446 DT338785_T1 pinho 713 148 89 thlastn
447 AA739732_T1 pinho 714 152 87 thlastn
448 C0363003_T1 alamo 715 152 87 tb1astn
449 Al161898_T1 alamo 716 148 94 tblastn
450 Al161898_T2 alamo 717 148 93 thlastn
451 All61898_T3 alamo 718 148 94 thlastn
452 Al161961_T1 alamo 719 148 94 thlastn
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453 Al161961_T2 alamo 719 148 94 tblastn
454 Al161961_T3 alamo 720 148 92 tblastn
455 Al161961_T4 alamo 720 148 92 tblastn
456 Al162478_T1 alamo 721 152 87 tblastn
457 Al162845_T1 alamo 722 186 94 tblastn
458 B1122785_T1 alamo 723 148 90 tblastn
459 BU813699_T1 alamo 724 148 89 tblastn
460 BU813699_T2 alamo 724 148 89 tblastn
461 BU836906_T1 alamo 725 186 93 thlastn
462 BU875572_T1 alamo 726 139 85 tblastn
463 BU875572_T2 alamo 726 139 85 thlastn
464 CVv228249_T1 alamo 727 224 88 thlastn
465 CV237204_T1 alamo 728 152 86 tblastn
466 CV237204_T2 batata 728 152 86 tblastn
467 BE344367_T1 batata 729 148 91 tblastn
468 BG593676_T1 batata 730 245 89 tblastn
469 BG597337_T1 batata 731 148 90 tblastn
470 BG598410_T1 batata 732 247 97 thlastn
471 BG598410_T2 batata 733 247 97 tblastn
472 BG888799_T1 batata 734 152 . 88 tblastn
473 BQ118661_T1 batata 735 139 85 thlastn
474 BQ118661_T2 - batata 736 139 85 thlastn
475 BQ516531_T1 batata 737 148 91 tblastn
476 CK851382_T1 batata 738 148 91 thlastn
477 CN212590_T1 batata 739 251 93 tblastn
478 CN212590_T2 arroz 739 251 93 thlastn
479 AF327517_T1 arroz 740 186 86 thlastn
480 BI118688_T1 arroz 41 152 85 thlastn
481 BI795939_T1 arroz 742 148 85 thlastn
482 U38037_T1 arroz 743 152 85 tblastn
483 U38037_T2 rosa 743 152 85 tblastn
484 BQI04946_T1 rosa 744 148 92 tblastn
485 EC586289_T1 sésamo 745 186 89 tblastn
486 EC588463_T1 sorgo 746 148 88 tblastn
487 BU669008_T1 sorgo 747 148 94 thlastn
488 AW285608_T1 sorgo 748 162 86 tblastn
489 BE592644_T1 soja 749 152 87 thlastn
490 BE595956_T1 soja 750 184 91 tblastn
491 AW349054_T1 soja 751 186 86 thlastn
492 AW349285_T1 soja 752 148 87 tblastn
493 AW349636_T1 soja 753 152 92 tblastn
494 AWS569132_Tt soja 754 152 92 tblastn
495 BE352761_T1 soja 755 187 89 tbiastn
496 BE659353_T1 soja 756 139 85 tblastn
497 BE659353_T2 soja 756 139 85 tblastn
498 BE661354_T1 soja 757 148 89 thlastn
499 B1969423_T1 soja 758 152 93 tblastn
500 BI971168_T1 abeto 759 148 88 tblastn
501 CA852085_T1 abeto 760 186 86 tblastn
502 CD390653_T1 cana-de- | 74, 148 93 thlastn
aclcar
503 AF051246_T1 cana-de- | 46 152 87 thlastn
aglcar
504 AF051246_T2 cana-de- | 469 152 87 thlastn
agucar i
505 CA069331_T1 girassol 763 152 87 tblastn
506 CA106361_T1 girassol 764 152 86 tblastn
507 CA118153_T1 girassol 765 186 86 tblastn
508 CD851311_T1 girassol 766 152 90 tblastn
509 CD851311_T2 thellungiella | 766 152 90 tblastn
510 CX943625_T1 tabaco 767 148 85 tblastn
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511 DY914967_T1 tabaco 768 152 90 thlastn
512 DN772748_T1 tabaco 769 148 89 tblastn
513 BP130889_T1 tabaco 770 247 86 tblastn
514 BP136053_T1 tabaco 771 162 89 thlastn
515 BP136053_T2 tabaco 771 152 89 tblastn
516 CV017679_T1 tabaco 772 148 90 tblastn
517 CV017893_T1 tabaco 773 148 92 thlastn
518 CV019967_T1 tabaco 774 148 90 tblastn
519 CVv020081_T1 tabaco 775 224 86 tblastn
520 CVv021812_T1 tomate 776 148 89 tblastn
521 EB424751_T1 tomate 777 148 87 thlastn
522 EB426768_T1 tomate 778 148 92 tblastn
523 BG124262_T1 tomate 779 148 90 tblastn
524 BG126286_T1 tomate 780 148 91 tblastn
525 BG127143_T1 tomate 781 152 88 tblastn
526 BG133022_T1 trigo 782 224 86 tblastn
527 BG629194_T1 trigo 783 148 89 tblastn
528 BG643389_T1 trigo 784 186 88 tblastn
529 BE398818_T1 trigo 785 152 86 tblastn
530 BE403180_T1 trigo 786 152 85 tblastn
531 BE490465_T1 trigo 787 152 85 tblastn
532 BF202079_T1 frigo 788 186 86 tblastn
533 BF484998_T1 frigo 789 229 93 tblastn
534 BQ806763_T1 frigo 790 152 85 tblastn
535 CA610895_T1 trigo 791 152 86 thlastn
Tabela 8: Polipeptidios significativamente homdélogos aos

genes de aprimoramento do algodao.
EXEMPLO 5
CLONAGEM DOS GENES SELECIONADOS EM UM VETOR BINARIO SOB
REGULACAO CONSTITUTIVA E EXPRESSAO RECOMBINANTE DOS MESMOS
Anadlise Bioinforméatica

Analise de Estrutura de
Leitura Aberta (ORF) -~ As seqgléncias de gene do presente
estudo foram analisadas para ORFs usando o software Gene
Runner versdo 3.05 [Hasting Software, 1Inc: World Wide Web
(ponto) generunner (ponto) com/}. Os ORFs de cada gene foram
comparados ao banco de dados Genbank, usando o Blast [World
Wide Web (ponto) ncbi (ponto) nlm (ponto) nih (ponto)
gov/BLAST/]. Ao comparar os ORFs hombélogos mais altos, a

posicdo do cddon de iniciacdo de ATG foil determinada. Todas

as seqliéncias aqui descritas foram demonstradas como tendo
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um ORF previsto de comprimento total e incluindo o cddon
previsto de inicio de ATG.
Procedimentos Experimentais e Resultados

Clonagem no vetor de expressao
pPPI/pGI - Para clonar os denes do presente estudo, os RNAs
totais de diversas etapas de desenvolvimento das células que
produzem fibra foram extraidos, usando a Extracdo de RNA de
Borato Quente do Tecido de Algoddao cultivado em Rehovot,
Israel, de acordo com World Wide Web (ponto) eeob (ponto)
iastate (ponto) edu/faculty/WendelJ/rnaextraction (ponto)
html. As moléculas complementares de DNA (cDNA) foram
produzidas a partir do mRNA usando a enzima (Roche) de
transcriptase reversa M-MuLV (RT) e primer de DNA TI16NN,
seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. A ampliacao
do cDNA foi realizada para 19 genes, a partir das seqléncias
abaixo, 1isto €&, <c¢lones de CTF: C(CTF101, CTF110, CTF111,
CTF113, CTF124, CTF132, CTF135, CTFl62, CTFlo5, CTFleeo,
CTFT67, CTF169, CTF171, CTF172, CTF173, CTF175, CTF1l76,
CTF177 e CTF178 (SEQ ID N°s:1-17, 22 e 37; Tabela 7 abaixo)
por PCR usando enzima de polimerase de DNA de revisao de PFU
[Promega, World Wide Web {ponto) promega (ponto)
com/pnotes/68/7381 07/7381 07  (ponto) html] seguindo o
protocolo fornecido pelo fabricante. Os primers para cada
gene foram projetados para expandir todo o ORF. Os locais
adicionais de endonuclease de restrigdo foram adicionados na
extremidade 5’ de cada primer para facilitar ainda a
clonagem dos CTFs ao vetor bindrio (pPI). A Tabela 9 abaixo

lista os primers usados para clonagem de cada um dos genes
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Tabela 9
Primers usados para clonar cada um dos genes
ﬁoTF Primer Dianteiro / SEQ ID N°: Primer Reverso / SEQ ID N°: Local de restrigao Local de restrigéo a jusante
a montante
CTF1 | CACCCGGGACCACCATC GAGAGCTCTCCAAAATTGACACACCAG | ¢ S
01 AAACCACATCC/801 G/802 ma ac
CTF1 | AACCCGGGTTCCCTTTCC CACCCGGGTACCTAAAGTTG S S
10 AAGCTTCAGC/803 CAGCTTGC/804 ma ma
CTF1 | TTCCCGGGTTGCCTTTTT CAGAGCTCTTGTTTATGAATC S S
11 GTCATTTCCC/R05 CACTTTGGG/806 ma ac
CTF1 | GACCCGGGAAACGATGG CAGAGCTCTTGGAATTGAAATGTCATT | ¢ S
13 AGGATCTTGCC/807 ACAGAG/B08 ma ac
CTF1 | TTCCCGGGCACTCTTCAT TTGAGCTCTGGATTTCTGAAMACAACC | ¢ S
24 TCCTCACCTACTC/809 G/810 ma ac
CTF1 | AACCCGGGCACCACCTC TTGAGCTCTGCTCTTATATCA S S
k7) CACTCACCTTC/811 TGTGAAGGC/812 ma ac
CTF1 | CACCCGGGAACTCTTCA ACGAGCTCAGCTAGATAATCACAACC | ¢ S
35 AGACCATTCGAC/813 ATCC/814 ma ac
CTF1 | TGCCCGGGTTCAGCGTT GTGAGCTCTGCCTGACACATTGACATG | ¢ S
62 CGAATCCATG/B15 C/816 ma ac
CTF1 | CTCCCGGGTTTGAAGCT TTGAGCTCAGGGACCAATTT s S
65 CAGGAACTAATGG/817 GTTGCCA/818 ma ac
CTF1 | ACGATATCAAGAATCCG CTGAGCTCGGAAGTAAATTT EcoRV S
66 ACCCGGTAAC/B19 GGACACTCG/820 co ac
CTF1 | AACCCGGGCCCTAAGAT TGGAGCTCAATAATCATGTG S S
87 GACAAACCAAGA/821 GCAGTAGTTTG/822 ma ac
CTF1 | GACCCGGGAAACATGGA CGGAGCTCAAAAGCATTCAGAACAACC | ¢ S
69 AGGAGACGATG/823 AGI824 ma ac
CTF1 | AGCCCGGGAAACATGTT AGGAGCTCAATTACAACCAAAGGTTAA | ¢ S
7 TGCAGGAGATCAG/B25 CCC/i826 ma ac
CTF1 | ACCCCGGGGAGCTCTGG CTCCCGGGTAGACTTIGTAGT . S
72 ATACAGTTAAGAATC/827 AAAGCATGTATCC/828 a ma
CTF1 | ATCCCGGGAGTTAACTG TCGAGCTCAACAACTATACC s S
73 GTCTCTTCTGATGTC/829 AGTCATTGCTTC/830 ma ac
CTF1 | AGGATATCTTTCGATCA GCGAGCTCGTAGTGACGTCACCGGTT | o S
75 CCGTGATGGC/831 /832 ac
CTE1 | GACCCGGGAGAGACACA AAGAGCTCTATCACTTACATCCTAGGC . | ¢ -
76 AAGCGAGAAGG/835 AGC/834 ma Sac
CTF1 | TTCCCGGGTCTGGCTTG AAGAGCTCGCATTGAACTTC S S
77 AAAATGGTGTG/833 ATCATCTGTAAG/S36 ma ac
CTF1 | CGCCCGGGTTTTTCCAA CACCCGGGCCAATAACAATAGCACTG | ¢ S
78 CTAAGGTTAGGC/837 C/838 ma ma
Os produtos resultantes de
enfraquecimento por PCR foram purificados usando o Kit de
Purificacéao PCR (Qiagen, Alemanha), digeridos com oS
endonucleases apropriados de restricdo (Roche) e clonados no

vetor binadrio pPI ou pGI

gene repdbrter GUS existente.

(Figura 1),

enquanto substitui o

pPI é uma versdo modificada do
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pBI101.3 (Clontech, Acessdo N° U1l2640). pPI foi construido
ao inserir uma seqliéncia de sinal poli-(A) sintética, que
originou-se do vetor de plasmidio Bésico de pGL3 (Promega,
GenBank Acessdo N° U47295, em'que a seqléncia de sinal de
poli-(A) sintética estda 1localizada entre os nuclecotideos
4658-4811), no local de restricdo Hindlll de pBI101.3
[engquanto reconstituindo o local Hindlll, a Jusante a
insercao de poli-(A)], para evitar a possibilidade do efeito
de leitura completa a montante do promotor Nos. Em alguns
casos, o plasmidio bindrio principal usado fol o pGI gque é
semelhante ao pPI, porém o dene GUS foli substituido pelo
gene GUS-Intrdo (Vancanneyt. G, et al MGG 220, 245-50,
1990) . Para substituir o gene GUS/GUS-Intrd&o por outro dos
genes CT no vetor binadrio pPI/pGI, pPI/pGI foil digerido com
as enzimas apropriadas de restricdo [enzima de restricdo de

prime 5’ é a enzima de restricdo de prime Smal ou Xbal e 3’

& Sacl ou EcoRV (Roche - usando o protocolo fornecido pelo
fabricante)]. O vetor bindrio aberto foi purificado usando o
Kit de Purificacdo PCR (Qiagen, Alemanha). 5-75 ng do

produto de PCR de cada um dos genes CTF e 100 ng do vetor de
plasmidio aberto pPI/pGI foi ligado em 10 pL do volume de
reacdo de ligacdo usando a enzima de ligase do DNA T4
(Roche), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Os
produtos de ligacdo foram introduzidos nas células de E.
coli.

Expressao recombinante na
bactéria - 60 pl de E. coli, células competentes de DH5-a de

cepa (cerca de 10° células/ml) foram transformadas usando 1
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11l da mistura de reacdo de ligacdo por eletroporacdo, usando
um eletroporador MicroPulser (Biorad), 0,2 c¢cm de cubetas
(Riorad) e programa de eletroporacdc EC-2 (Biorad). As
células de E. coli foram cultivadas em meio liguido LB de
0,8 ml em 37 °C por 1 hora e 0,2 ml da suspensdo de célula
foram laminadas em lé&minas LB-agar complementadas com o
antibiético canamicina de 50 mg/L (Sigma). As léaminas foram
entdo 1incubadas em 37 °C por 16 horas. As coldnias de
bactéria foram cultivadas e a expressdo foli confirmada por
amplificacdo de PCR usando primers que foram projetados para
expandir a sequéncia inserida no vetor binadrio. Os primers
usados para a amplificacdo do DNA das insercdes no vetor
bindrio pPI foram: 5"'-GGTGGCTCCTACAAATGCCATC-3' (dianteiro,
SEQ ID N°:839) e 5'-AAGTTGGGTAACGCCAGGGT-3’ (reverso, SEQ ID
N°:-840).

Os produtos de PCR foram
separados em géis de agarcose de 1,5 % e o0s tamanhos de
produto foram estimados ao comparar a escada de DNA (MBI
Fermentas). Os produtos de PCR com o tamanho previsto foram
sequenciados usando os mesmos Pprimers previamente usados
para amplificacdo de PCR (Vide Tabela 9 acima) .

Os primers adicionais, que
foram projetados com base na seqiéncia de cada insercdo de
gene, foram usados para concluir o sequenciamento da
insercado de ORP de comprimento total.

O seqgienciamento da seqiéncia
inserida foil realizado para checar que os clones foram

introduzidos na direcéo correta, e Dpara eliminar a
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possibilidade de que o0s erros de sequéncia foram incluidos
durante a amplificacdo de PCR. As sequéncias de DNA foram
determinadas usando 0 segenciador ABI 377 (Amersham
Biosciences Inc). As sequéncias clonadas de cDNA de 17 genes
de algodao sao fornecidas (SEQ ID N°s: 906-922), bem como
suas sequéncias deduzidas de aminoacido (SEQ ID N°s:923-
939). Na maioria dos casos, as alteragdes de minuto foram
averiguadas entre a sequéncia prevista de forma
bicinformatica e aquelas clonadas, provavelmente devido as
variacdes de alelo e gqualidade de sequéncia dos ESTs no
banco de dados.

Em cada uma das 19 construcdes
bindrias de pPI/pGI abrigando os genes CTF, o promotor 35S
constitutivo do Virus Mosaico de Couve-Flor foil clonado.

A sequUéncia do promotor 353 do
Virus Mosaico de Couve-Flor (SEQ ID N°:841), originada a
partir do vetor pBI1l21 (Clontech, Acessdao GenBank N°
AF485783) foi clonada ao digerir o vetor de pBIl21 com as
endonucleases de restricdo Hindlll e BamHI (Roche) e ligada
nas construcdes binarias, digeridas com as mesmas enzimas.
EXEMPLO 6
TRANS FORMACAO DE AGROBACTERIUM DOS PLASMIDIOS BINARIOS
ABRANGENDO OS GENES DE INTERESSE E EXPRESSAO NAS PLANTAS DE
TOMATE

Em um estudo anterior, 0os
presentes inventores demonstraram o potencial de usar pelo
de semente de tomate como um modelo para a fibra de algodao

(PCT IL2005/000627). Dessa forma, para demonstrar o efeito
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dos dgenes de aprimoramento da fibra 1isolados do presente
estudo no crescimento da fibra, as plantas de tomate foram
transformadas com os vetores bindrios compreendendo os genes
isolados de algoddao sob a regulacdo de transcricdo do
promotor 35S. Cada uma das dezenove construcdes binarias,
compreendendo o promotor 35S a montante de cada um dos genes
de CTFs foi transformada em plantas de tomate via
transformacao de Agrobacterium tumefacience, conforme segue.
Procedimentos Experimentais e Resultados

Transformacdoc das construcdes
binarias compreendendo o promotor 355 a montante dos genes

TF em plantas de tomate via Agrobacterium tumefacience - 60

@]

unl das células competentes de GV301 ou 1L.B4404 de
Agrobacterium tumefaciens (cerca de 10° células/ml) foram
transformados com 20 ng do plasmidio binario via
eletroporacdo, usando um eletroporador MicroPulser (Biorad),
0,2 cm de cubetas (Biorad) e programa de eletroporacao EC-2
(Biorad) .

As células de Agrobacterium
foram cultivadas em meio liguido LB de 0,8 ml em 28 °C por 3
horas e 0,2 ml da suspensdaoc de célula foi laminado em
laminas de LB-agar complementadas com o antibidético
gentamicina de 50 mg/L (para cepas de Agrobacterium GV301)
ou estreptomicina de 300 mg/L (para a cepa de Agrobacterium
LB4404) e canamicina de 50 mg/L (Sigma). As laminas foram
entdo incubadas em 28 °C por 48 horas. As colénias de
Agrobacterium foram cultivadas e a amplificacdo de PCR foil

realizada nas células de Agrobacterium, usando os primers
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que foram projetados para expandir a sequéncia inserida no
vetor binario.

Os primers usados para
amplificacdao de PCR foram: 5" -GGTGGCTCCTACAAATGCCATC-3'
(dianteiro, SEQ ID N°:839) e 5'-AAGTTGGGTAACGCCAGGGT-3’
(reverso, SEQ ID N°:840).

Os produtos de PCR foram
separados em géis de agarose de 1,5 % e os tamanhos de
produto foram determinados ao comparar a escada de DNA (MBI
Fermentas). Os produtos de PCR com o tamanho previsto foram
seqlienciados usando os primers dque foram usados para a
amplificacdo de PCR. O sequencliamentco da sequéncia inserida
foi realizado usando o© sequ enciador ABI 377 (Amersham
Biosciences Inc.) com a finalidade de checar que os clones
corretos foram introduzidos nas células de Agrobacterium.

Transformacdo das plantas de

tomate Micro-Tom com genes putativos de algoddo - A
transformacao de tomate (Lycopersicon esculentum, var
MicroTom) e o cultivo das plantas transgénicas foram

efetuados de acordo com Curtis et al. 1995, e Meissner et.
al. 2000, com leves modificacdes.
EXEMPLO 7
CRESCIMENTO DAS PLANTAS TRANSFORMADAS DE MICROTOM E
CARACTERIZACOES DE FENOTIPO
Procedimentos Experimentais

Producéao das plantas
transgénicas de tomate ~ As plantas foram transformadas

conforme descrito no Exemplo 6 acima. Apds a transformacgdo,
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as plantas de tomate MicroTom T1 foram cultivadas em uma
mistura que continha em potes de 1000 ml até o conjunto de
fruta. O comprimento do pelo de semente de tomate foi
medido.
Resultados Experimentais

As sementes de tomate micro-
Tom (T2, origem das plantas T1l), que transportam os genes
putativos de algoddo apds a transformacdo com as células de
Agrobacterium transportando 0s genes de CTF, foram
analisadas (Tabela 10 abaixo). A menor média quadrada sdo os
valores previstos correspondentes a alguma combinacdo dos

niveis, apds definir todos os outrecs fatores para algum

valor neutro (JMP™ V5). Para cada gene, a influéncia média
geral do gene (menor média quadrada), e o evento que
forneceu o0s melhores resultados (Melhor evento), gue pode

localizar o potencial do gene, ¢é mostrado na Tabela 10
abaixo. Demonstramos os resultados de. As letras “A, B e C”
referem-se aos genes dque sd0 significativamente diferentes
entre si em P < 0,05.

Tabela 10

Analise das sementes de tomate Micro-Tom transportando os

genes putativos de algodéo

" § Significativo % do Melhor

Umero e .

Gene gventos gﬁu?dorra da media ger:rt;rado awt) t ;/oMcomparado Melhor Evento Sg;r;t:rado a
independentes w

CTF165 10 33.8 A 21 40.0 43

CTFI72 10 33.2 A 19 36.3 30

CTF167 9 325 A 16 42,72 53
8 32.0 A 15 35.0 25

CTF178 7 31.9 A 14 38.3 37

CTF135 8 30.8 A 10 373 34

CTF124 9 30.0 B 7 317 13
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Continuagao da Tabela 10

CTF169 1 299 B 7 39.3¢b 41
CTF166 9 29.8 B 7 36.0° 29
CTF111 8 28.8 B 3 3500 25
WT - 27.9 B 0

CTF113 7 27.0 B -3 31.0 11
CTF110 9 27.0 B -4 39.0b 40
CT101 7 23.4 C -16 26.0 -7

Tabela 10: Anadlise das sementes de tomate Micro-Tom (T2,
origem das plantas T1l) transportando os genes putativos de
algodéao é apresentada. B Melhor evento foi
significativamente mais alto do que o melhor evento da
expansiva; ° Melhor evento foi significativamente superior a
WT.
EXEMPLC 8
ISOLAMENTO, CLONAGEM E ANALISE DOS PROMOTORES ESPECIFICOS DA
FIBRA DE ALGODAO

Uma das exigéncias importantes
para as plantas projetadas é a de ativar o gene correto no
local correto. Com a finalidade de aprimorar a qualidade da
fibra, uma exigéncia béasica para as plantas projetadas é um
promotor fornecendo um padrdo de expressdo que €& apropriado
para desenvolvimento de fibra. Os promotores constitutivos
permitem a expressdo de genes pré-formados em que o efeito
da proteina estd presente continuamente por toda a planta. O
promotor CaMV35S do Virus Mosaico de Couve-Flor & um exemplo
amplamente usado. Com a finalidade de aprimorar a qualidade
da fibra de algod&o, é vantajoso combinar os genes alvo com
o promotor especitico de fibra, para evitar a influéncia dos
genes na estrutura da ceélula em outros tecidos de algoddo, e

ativar os genes no tecido da fibra na etapa correta de
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desenvolvimento (iniciacao, alongamento, maturacao,
constitutivo de fibra). Os presentes inventores selecionaram
e clonaram a sequéncia gendmica dos novos promotores de
fibra de algod&oc conforme abaixo.

Procedimentos Experimentais e Resultados

Clonagem das sequéncias de
promotor dos genes nativos do algoddo — 0Os promotores
desejados de algodédo foram escolhidos com base no perfil de
expressdo de seus dJenes nativos codificados. Os perfis de
expressdo dos 4 genes escolhidos do algoddo CT4 (SEQ 1ID
N°:842), CT9 (SEQ ID N°:843), CTll (SEQ 1ID N°:844) e CT74
(SEQ ID NO.845) sédo apresentados nas Figuras 2a-d.

A seqliéncia genbmica a
montante de CT4, CT9, CTll, e CT74 foi <clonada do DNA
gendbmico do algodéo (Gossypium barbdanse L. var S5),
conforme segue.

@) DNA gendmico total dos
tecidos da folha de planta de 4 semanas das plantas de
algoddo cultivadas (Gossypium barbdanse L. var S$5), usando o
kit de extracdo do DNA (Dneasy pilarit mini kit, Qiagen,
Alemanha). Para o isolamento do promotor do kit Genome
Walker™ da BD (BD Biosciences Clontech) foi usado. Além das
4 enzimas de restricdo usadas no kit, as enzimas de
restricdo de final enfraquecida Smal, EcoRV e Ecll36II
também foram usadas. Para cada promotor, um conjunto de dois
primers especificos foram usados para a primeira série:
Primers para promotor CT4 foram conforme segue (UP-PCR):

Primer externo: CT4 GSP_R - 5’'- GTGGACCCTGAAACATACTCACCAGC -
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3’7 (SEQ ID N°:846);
Primer interno (Aninhado) : CT4 GSPJSTR - 57 -
AAGCCATATTGCCAATGTCACTTCCTC -3’7 (SEQ ID N°:847);

Para o} promotor cT4, a
biblioteca fol originada a partir da enzima de restricéao
Stul.

A sequéncia putativa de
promotor de CT4 clonada usando o© procedimento acima é
estabelecida pela SEQ ID N°:848.

Primers para o promotor CT74 foram conforme segue (UP-PCR):
Primer externo: CT74 GSP_R - 5-GCATGAGGGTCAGGAGCTGGATAGTAG -

3’ (SEQ ID N©°:849);

Primer interno (Aninhado) : CT74 GSP_NR - 57 -
CTTCTTTGCCTCTCCATCTCTGTATGC -3’ (SEQ ID N°:850)
Para o promotor cT74, a

biblioteca foi originada a partir das enzimas de restricéao
Dral e Pvull.

A sedquéncia putativa de
promotor de CT74 clonada usando o procedimento acima &
estabelecida pela SEQ ID N°:851.

Primers para promotor CT1l1l foram conforme segue (UP-PCR):
Primer externo: CTll GSP R - 5 -ACCTGAGGTATTTTGGTMGAGTTCCG—
3" (SEQ ID N°:852).

Primer interno (Aninhado) : CT1l1l GSPNR - 57 -
CCAATTCAGCTTTCGGAAAATCACG ~-3' (SEQ ID N°:853).

Para o) promotor CT11, a
biblioteca fol originada a partir das enzimas de restricdao

Smal e Stul.
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A seqgliéncia putativa de
promotor de CT1l1l clonada usando o procedimento acima é
estabelecida pela SEQ ID N°:854.

Primers para o promotor CT9 foram conforme segue (UP-PCR):
Primer externo: CT9 GSPJR. - 5'-GGCATTTTTAAGATGTGAAACGTCGG-
3" (SEQ ID N°:855).

Primer interno (Aninhado) : CT9 GSP_NR - 57 -
GCTCGACTTTGGGTGGACATGTATGTAG—3’ (SEQ ID N°:85606).

Para o) promotor CT9, a
biblioteca foi originada a partir das enzimas de restricéo
Dral e Smal.

A seguéncia putativa de
promotor de CT9 clonada usando © procedimento acima é
estabelecida pela SEQ ID N°:857.

Os produtos de PCR foram
purificados usando o kit de purificacd&o de PCR (Qiagen) e o
sequenciamento dos produtos de PCR amplificados foi
realizado, usando o) sequenciador ABI 377 (Amersham
Biosciences Inc).

Para clonagem dcs promotores
putativos e 5’ UTRs, a amplificacdo de PCR foi realizada
usando um novo conjunto de primers (abaixo) para o qual a
extensdo 8-12 bp que incluia um local de restricao (Hindlll,
Sail, Xbal, BamHl, ou Smal) na extremidade 5’. Para cada
promotor, oS locais de restricéo gque nao existem na
sequéncia de promotor foram selecionados. Além do mais, os
locais de restrigédo nas sequéncias de primer foram

projetados de modo que os produtos resultantes de PCR fossem
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clonados no vetor bindrio pPI ou pGI (vide Exemplo 5 acima)
na direcdo correta, a montante do gene repdrter GUS.

A  seguir estao os primers
usados para o promotor e amplificacdo de 5’ UTR (P+U) e

clonagem no pPI.

CT74 1000:

CT74-pro-F-H (HindIII): (SEQ ID N°:858) - 57
ATACAAGCTTGTTGAGGGAGATTGATTTCTTTGG - 3'; e CT74-pro-R-SL
(Sal1l): (SEQ ID N°:859) - 5/

CAAAGTCGACAAGATTGGAAGATGTGTGAGTTGAG - 37 .

CT74 1400:

CT74-pro-F-H-2 (Hind111) : (SEQ ID N°:860) - 57
TGTTAAGCTTGTAAAATCACAGGCTAACTATCACTC - 3'; e CT74-pro-R-SL
(Ssail): (SEQ ID N°:859).

CT743700:

CT74 pro F H 3 (Hindl1l1l1l): (SEQ ID N°:861) - 57 -
GTCGAAGCTTTGGTCTGTCCGGATCACTGTG - 3" e CT74-pro-R-SL
(Sail): (SEQ ID N°:859).

CT4 1000:

CT4-pro-F-H (Hindl111l) : ~ (SEQ ID - N°:862) - 5’
ACTTAAGCTTGGTAAAACTTCAACTTGCCTTTG - 37 e CT4-pro-R-SL
(Sail): (SEQ ID N°:863) - 57 -

CAAAGTCGACTTGCCAATGTCACTTCCTCCC -37.

CT4 1400:

CT4 pro F H 2 (Hindl1l1l): (SEQ ID N°:864) - 57
CAACAAGCTTAGCATGCCACTTTTCACCATC - 3’'; e CT4-pro-R-SL (Sail):
(SEQ ID N°: 863).

CT11 730:
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CTll pro F SL(Sall): (SEQ ID N°: 865) - 5’ -
ATATGTCGACATTGAGGCCATTARAGTTCATC-3' ; e CT1l1 jpro_R~Xb
(Xbal): (SEQ ID N°: 866) - 57 -

CATTCTAGATCTCTTTGATCACTTGCACCTG-3'

CT9 650:

CT9 pro F H (Hindlll): (SEQ ID N°: 867) - 5'-
TTCGAAGCTTGTCTCCCGTCTAAACTTATCCTG-3"; e CT9 pro R SL
(Sall): (SEQ ID N°: 868) - 5'-

AGGAGTCGACCATGTATGTAGTAATGATAGCAGCTG-3" .

O DNA gendmico ou o produto de
IPCR/UP-PCR foi usado como modelo de DNA para amplificacéo
de PCR, usando o©os primers de oligonucleotideo recém-
projetados. Os produtos de PCR foram purificados (Kit de
Purificacdo de PCR, Qiagen, Alemanha) e digeridos com os
locais de restrigcdo existentes nos primers (Roche, Suicga).
Os produtos digeridos de PCR foram novamente purificados e
clonados no vetor binadrio pPI/pGI, que foi digerido com as
mesmas enzimas de restricdo. O produto de PCR e o vetor de
plasmidio aberto foram ligados usando a enzima de ligase de
DNA T4 (Roche, Suicaj).
EXEMPLO 9
TRANSFORMANDO AS CELULAS DE AGROBACTERIUM TUMEFACIENCE COM
VETORES BINARIOS ABRANGENDO OS PROMOTORES DA FIBRA DE
ALGODAO

O vetor binario pPI/pGI,
incluindo o promotor CT4, CT1ll, CT9 ou CT74, a montante do
gene repdérter GUS foi usado para transformar as células de

Agrobacterium.
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Procedimentos Experimentais e Resultados

Transformacéao dos vetores
binadrios incluindo os promotores de fibras de algod&o em
Agrobacterium tumefaciens - Os vetores Dbindrios foram
introduzidos nas células competentes de Agrobacterium

tumefaciens GV301, ou LB4404 (cerca de 10° células/ml) por

eletroporacdo. A eletroporacdo foi realizada usando um
eletroporador MicroPulser (Biorad), 0,2 cm de cubetas
(Biorad) e programa de eletroporacdo EC-2 (Biorad). As

células tratadas foram cultivadas no meio liquido LB em
28°C por 3 horas, entdo laminadas em LB-agar complementados
com gentamicina (50 mg/L; para cepas de Agrobacterium GV3C1)
ou estreptomicina (300 mg/L; para a cepa de Agrobacterium
LB4404) e canamicina (50 mg/L) em 28 °C por 48 horas. As
coldénias de Agrobacterium que se desenvolveram no meio
seletivo foram analisadas por PCR usando ©s primers
estabelecidos na SEQ ID N°®:869 101F: 57—
GCTATGACCATGATTACGCC-3’ e SEQ ID N°:870 GUSREV: 5 -
CTGCATCGGCGAACTGATCG-3’, que foram projetados para expandir
a sequéncia inserida no plasmidio pPI/pGI. Os produtos
resultantes de PCR foram 1isolados e sequenciados, para
checar se as sequéncias corretas foram adequadamente
introduzidas nas células de Agrobacterium.

EXEMPLO 10

PROMOTORES ESPECIFICOS DA FIBRA DE ALGODAO SAO EXPRESSOS NAS
FOLHAS E FRUTAS DE TOMATE, E EM ARABIDOPSIS E PLANTAS DE
ALGODAO

Para ilustrar a expressao
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especifica em arabidopsis e tricomas de tomate e nas frutas
de tomate, a coloracadao GUS foi realizada nas plantas
transformadas conforme segue.

Procedimentos Experimentais

Transformacdo de plantas de tomate Micro-Tom com promotores
putativos de algodao

A transformacao do tomate
(Lycopersicon esculentum, var MicroTom) e cultivo das
plantas transgénicas foram realizados de acordo com Curtis
et al 1995, e Meissner et. al. 2000.

Transformacao e cultivo das
plantas de Arabidopsis thaliana com promotores putativos de
algoddo - As plantas de Arabidopsis thaliana Columbia
(plantas TO) foram transformadas usando o procedimento de
Mergulho Floral descrito por Clough e Bent (1898) e por
Desfeux et al. (2000), com pequenas modificacdes.
Brevemente, as Plantas TO foram semeadas em potes de 250 ml
enchidos com mistura de crescimento com base em turfa umida.
Os potes foram cobertos com papel aluminio e uma cupula
plastica, mantidos em 4 °C por 3-4 dias, entdo descobertos e
incubados em uma camara de crescimento em 18-24 °C por 16/8
horas de ciclo diario/noturno. As plantas TO estavam prontas
para transformacdo seis dias antes da é&ntese. As coldnias
exclusivas das Agrobacterium transportando as construgdes
bindrias foram cultivadas no meio de LB complementado com
canamicina (50 mg/L) e gentamicina (50 mg/L). As culturas
foram incubadas em 28 °C por 48 horas mediante agitacéao

vigorosa e entdo centrifugadas em 4.000 rpm por 5 minutos.
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Os pellets compreendendo as células de Agrobacterium foram
novamente suspensos em um meio de transformacdo contendo
meia resisténcia (2,15 g/L) Murashig-Skoog (Duchefa); 0,044
UM de purina de benzilamina (Sigma); 112 (pg/L BS5 de
vitaminas Gambourg (Sigma); 5 % de sacarose; e 0,2 ml/L de
Silwet L-77 (0SI Specialists, CT) em &agua dupla destilada,
no pH de 5,7. A transformacdo das plantas TO foi efetuada ao
inverter cada planta em uma suspensdo de Agrobacterium, de
modo que o tecido de planta acima da terra foi submerso por
3-5 segundos. Cada planta TO 1inoculada foi imediatamente
colocada em uma bandeja plastica, entdo coberta com cupula
plastica clara para manter a umidade e foli mantida no escuro
em temperatura ambiente por 18 horas, para facilitar a
infeccdo e transformacdo. As plantas transformadas (i.e.,
transgénicas) foram entdao descobertas e transferidas a uma
estufa para recuperacdo e maturacao.

As plantas transgénicas TO
foram cultivadas na estufa por 3-5 semanas até as siliquas
ficarem marrom e secas. As sementes foram colhidas das
plantas e mantidas em temperatura ambiente até a semeadura.
Para gerar as plantas transgénicas Tl abrangendo o©s genes,
as sementes coletadas das plantas transgénicas TO foram
esterilizadas na superficie através de mergulho em 70 % de
etanol por 1 minuto, seguido por mergulho em 5 % de
hipoclorito sbédico e 0,05 % de tritdo por 5 minutos. As
sementes esterilizadas por superficie foram lavadas
completamente em &agua destilada estéril entdo colocadas em

ldminas de cultura contendo meia resisténcia Murashig-Skoog
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(Duchefa); 2 % de sacarose; 0,8 % de agar de planta; 50 mM
de canamicina; e 200 mM carbenicilina (Duchefa). As laminas
de cultura foram incubadas em 4 °C por 48 horas entao
transferidas a uma sala de crescimento em 25 °C para uma
semana adicional de inclubacido. As plantas Tl de Arabidopsis
vitals foram transferidas as laminas frescas de cultura para
outra semana de incubagao. Apds a incubacido, as plantas T1
foram removidas das lé&minas de cultura e plantadas na
mistura de crescimento contidas em potes de 250 ml. As
plantas transgénicas foram permitidas a crescer em uma
estufa para maturidade.

Transformacdo dos tecidos de
algoddo com o0s promotores putativos de algoddo - Os
promotores de algodao recémclonados poderiam ser avaliados
diretamente nas plantas de algoddo ao transformar os vetores
binadrios clonados nos tecidos de algoddc para expressao
fransitdéria (Kim HJ, Triplett BA. 2001), ou transformacéao
estavel do gene, ao usar protocolos comumente usados.

Coloracdo de GUS - A coloracéao
de Gus das plantas de arabidopsis e tomate fol realizada de
acordo com um protocolo de rotina descrito em qualgquer local
(Jefferson RA. et al. 1987, Meissner et. al. 2000) .
Brevemente, as folhas sdo fixadas em acetona gelada de 90 %
por 15 - 20 minutos (no gelo), seguildo pela remocdo de
acetona, lavagem do tecido com a Solucdo de Trabalho [25 mM
de Fosfato Sdédico (Sigma, EUA) tampdo pH = 7, Ferricianeto
(Sigma, EUA) 1,25 mM, Ferrocianeto (Sigma, EUA) 1,25 mnmM,

Tritdo X-100 (Sigma, EUA) 0,25 %, EDTA (BiolLab, Israel) 0,25
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mM] por 15-20 minutos (repetir duas vezes). A solucédo de
lavagem é removida, substituida pela solucdo de Coloracao
[Solucdo de trabalho com &cido glucurdédnico 5-bromo-4-cloro-
3-indolil-p-D (X-GlcA, Duchefa) solubilizado em N, N-
Dimetilformamida (BioLab, Israel) 1,5 mg/ml e Ditiotreitol
(DTT, Bio Lab) 100 mM] no escuro (tubos envolvidos com folha
de aluminio) e incubados a noite em 37 °C. A descoloracdo é
realizada ao afundar o tecido da planta em etanol de 70 % e
agquecer em 50 °C por cerca de 2 horas. A etapa de
descoloracéo & repetida até o tecido da planta tornar-se

transparente, exceto as regides coloridas de azul. As

oe

plantas descoladas s&o armazenadas em 70 de etanol
(BiocLab, Israel) em temperatura ambiliente.
Resultados Experimentais

A Tabela 11 abaixo resume as
informacdes sobre os agrupamentos do gene de algod&o e seus
promotores <clonados e avaliados usados pelos presentes
inventores.

Tabela 11

Agrupamentos do gene de algodao e promotores clonados

Especificidade do Origem  do Comprimen
Promotor | Anotag@o ORF . Nivel de Expressao | Descrigdo de Expresséo to do
Tecido promotor promotor

Expressa durante todas G. barbdanse

CT4 Citocromo P450 Fibra especifica médio as etapas de ' 1400
; L.var S5

desenvolvimento da fibra

Expressa durante todas
Fibra especifica alto as etapas de
desenvolvimento da fibra

G. barbdanse
L. var S5

Fator protodermal

crr4 1(PDF1)

1000

Coloracdao de GUS nas plantas
de Arabidopsis Tl - GUS fol expresso sob regulacdo de CT4 e
CT74, os promotores nas plantas de Arabidopsis geneticamente

transformadas. Conforme mostrado nas Figuras 3a-f, o alto
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nivel de expressdo foi obtido nas folhas das plantas de
Arabidopsis sob o controle dos promotores de CT4 (Figura 3b)
ou CT74 (Figura 3c), bem como nas pontas de raiz sob o
controle do promotor CT74 (Figura 3f).

Coloragcdo de GUS nas Plantas
de tomate Tl - Os resultados para a geracdo Tl de tomate sao
resumidos na Tabela 12 abaixo.

Tabela 12
Arabidopsis - Expressdo do gene repdrter regulado pelos dois

novos promotores comparados ao promotor 35S

Intensidade Média
Promotor Folha Tricoma da folha | Poro Raiz Pontas de raiz
SEQ D N 848 0 1 3 0 0
SEQ D N85 ! 2 S 0 5
S0 DNeas 4 2 2 S 5

Tabela 12: Os niveis de intensidade da expressac representam

uma média de 4 eventos independentes e sdao exXpressos por

numeros arbitradrios de 1 a 5, em que 1 = baixa expressdo, e
5 = intensidade mais alta, conforme foi estimado por dois
observadores independentes. ND - ndo determinado.

Conforme mostrado na Tabela
12, um alto nivel de expressdo é obtido sob o controle do
promotor CT4 nos poros. Além disso, um alto nivel de
expressédo ¢é obtido sob o controle do promotor CT74 nas
pontas de raiz e poros, e um nivel moderado de expressdo &
obtido nos tricomas da folha.

No total, esses resultados

demonstram o 1solamento de um conjunto dos promotores
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especificos da fibra de algodd@o que permitem a expressadao dos
genes candidatos no momento correto e resisténcia correta.
Dessa forma, os quatro novos promotores especificos de fibra
que foram identificados, isolados e caracterizados no
presente estudo exibem diferentes niveis de expressdo: muito
alta (CT74), alta (CT9), moderada (CT4) e baixa expressao
(CT1l). Esses promotores foram mostrados como representando
diferentes padrdes de expressao: iniciacéo (CT4),
alongamento (CT9 e CT74) e expressdo constitutiva (CT11l).
EXEMPLO 11
AGROINJECAO DAS BOLAS DESENVOLVIDAS DE ALGODAO - UMA NOVA
FERRAMENTA PARA RAPIDA ANALISE DOS GENES E PROMOTORES
DIRETAMENTE EM FIBRAS DESENVOLVIDAS

Com a finalidade de demonstrar
a expressdo do gene relacionado de fibra, os genes devem ser
expressos em excesso no tecido relevante, o oévulo. Até
agora, um sistema de expressao transitdrio, gue usa os
6vulos/fibras de algoddo natural cultivados, n&ao existe. Os
presentes inventores consideraram um método para infectar as
células de o6vulo do algoddo usando a agroinjecado para
demonstrar a expressdo em excesso dos genes relacionados a
fibra no desenvolvimento de fibra, conforme segue.

Brevemente, o) ensaio & com
base na co-expressac de um gene marcador e um gene testado.
Uma proteina fluorescente verde (GFP) (SEQ ID N°:871) ou
GUS-intr&o (GUSint, SEQ ID N°:872) como um gene repdrter é
clonada sob regulacdo do promotor especifico de fibra CT2

(SEQ ID N°:873) (revelado no Pedido de Patente PCT N°
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IL2005/000627 para Evogene Ltd.) em cis aos genes testados
relacionados a fibra cT1, 2, 3, 6, 7, 9, 11, 20, 22, 27, 40,
71, 74, 75, 76, 81, 82, 84, e 4 (SEQ ID N°s:874-892)
(revelados no Pedido de Patente PCT N° IL2005/000627 para
Evogene Ltd.) sob regulacao do promotor constitutivo CaMV35S
(SEQ ID N°: 841). A expressdo do gene repdrter localiza as
fibras que foram transformadas de forma bem-sucedida com a
construcgao. Essas fibras “positivas de repoébrter” sdo
analisadas para as caracteristicas de fibra. O suporte do
vetor binario é pBI101.3 (Clontech, Acessdo N° Ul1l2640).
Procedimentos Experimentais

I. Clonagem dos genes selecionados em um vetor binario sob
regulacao constitutiva e em cis ao promotor CT2::expressao
recombinante GFP:

GFP de clonagem no vetor de expressdo de pGI - Para clonagem
do gene de GFP, os primers para o gene GFP foram projetados
para expandir todo o ORP a partir do vetor Dbinario
PGFP (+ATG)+35S. Os locals adiciocnais de endonuclease de
restricdo foram adicionados a extremidade 5’ de cada primer

(GFP_ORFJF sSsm2 e GFP R Sc) para facilitar a clonagem

adicional do GFP ao vetor binadrio (pGI). Os primers usados
para amplificacgéo de PCR foram: GFP_ORF F Sm2: 57 -
GACCCGGGAAACAATGAGTAAAGGAGAAGAAC-3' (dianteiro, SEQ ID
N°©:893) ; e GFP R Sc: 57 -

TTGAGCTGTCATEAGGTTGACTTGTATAGTTCATCCATG -3’ (reverso, SEQ ID
N°®:894) .
Os produtos de extremidade

plana de PCR resultante foram purificados usando o Kit de
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Purificacéao de PCR {(Qiagen, Alemanha), digeridos com
endonucleases de restricdo Smal/Sacl (Roche) e clonados no
vetor binadrio pGI (Figura 1), ao substituir o gene repédrter
existente GUSint. pGI ¢é uma versdo modificada de pBI101.3
(Clontech, Acessdo N° Ul12640). pGI foi construido ao inserir
uma sequéncia de sinal poli-(A) sintética, gque se originou
do vetor de plasmidio Basico pGL3 (Promega, Acessao GenBank
N° U47295, em que a sequéncia de sinal de poli-(A) sintética
estd localizada entre os nucleotideos 4658-4811), no local
de restricdo HindIII de pBI101.3 (ao reconstituir o local
Hindlll, a Jjusante da insercdc de poli-(A)inseri), para
evitar a possibilidade do efeito de 1leitura completa do
promotor Nos a montante e substituir GUS por GUSint. Para
substituir o gene GUSint pelo gene GFP no vetor binario pGI,
PGl foi digerido com as enzimas apropriadas de restricado {5’
de restricdo de prime Smal e 3’ enzima de restricdo de prime
Sacl (Roche - usando 0 protocolo fornecido pelo
fabricante)]. O vetor binario aberto fol purificado a partir
do gel usando o kit NucleoTrap (Macherey-Nagel). 5-75 ng de
um produtc de PCR do gene GFP e 100 ng do vetor de plasmidio
de pGI aberto foram ligados em 10 pl do volume de reacdo de
ligacdo wusando a enzima de ligase de DNA T4 (Roche),
seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Os produtos
de ligacdo foram introduzidos nas células de E. coli. As
novas construgdes foram designadas como pGFP(-35s).
Expressao recombinante na
bactéria - 60 nl de E. coli, células competentes DH5-o de

cepa (cerca de 10° células/ml) foram transformados usando 1
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nl da mistura de reacgdo de ligacdo por eletroporacdo, usando
um eletroporador MicroPulser (BioRad), 0,2 cm de cubetas
(BioRad) e programa de eletroporacdo EC-2 (BioRad). As
células de E. coli foram cultivadas no meio ligquido de 1 ml
LB em 37 °C por 1 hora e 0,2 ml da suspensdo de célula foram
laminadas em laminas LB-agar complementadas com o
antibiético canamicina de 50 mg/L (Sigma). As laminas foram
entdo incubadas em 37 °C por 16 horas. As coldnias de
bactéria foram cultivadas e a expressdo foli confirmada por
amplificacd@c de PCR usando primers dgque foram projetados para
expandir a sequéncia inserida no vetor bindrio. Os primers
usados para amplificacdo de DNA das insercgdes no vetor
bindrio pGFP(-35s) foram: 101F 5’'-GCTATGACCATGATTACGCC-3':
(dianteiro, SEQ ID N°:869) e NOS R; 57 -
GCGGGACTCTAATCATAARAAACC-S’ (reverso SEQ ID N°:895).

Os produtos de PCR foram
separados em géis de agarose de 1 % e os tamanhos de produto
foram estimados ao comparar a escada de DNA (MBI Fermentas).
Os produtos de PCR com o tamanho previsto foram sequenciados
usando os mesmos primers previamente  usados para
amplificacdo de PCR.

O sequenciamento da sequéncia
inserida fol realizado para checar se o0s clones foram
introduzidos na direcao correta, e para eliminar a
possibilidade de dque erros da sequéncia foram 1incluidos
durante a amplificagcdo de PCR. As sequéncias de DNA foram
determinadas usando o seqlUenciador de ABI377 (Amersham

Biosciences Inc).
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A sequéncia CT2 de promotor,
originada a partir do promotor pGI+CT2 (Pedido de Patente
PCT N° IL2005/000627 aos presentes inventores) foi clonada
ao digerir o vetor de promotor pGI+CT2 com as endonucleases
de restricdo Hindlll e BamHl (Roche) e ligada as construcdes
binadrias (pGFP(-35s)), digeridas com as mesmas enzimas. Os
produtos de 1ligacdo foram introduzidos nas células de E.
coli e com triagem para coldnias positivas com primers:
(dianteiro 101F, SEQ ID N°:869) e (reverso GFP _R1l, SEQ 1ID
N°:896 5’'- CACCTTCACCCTCTCCACTG -3'").

Os vetores de pCT, abrangendo
os genes testados [CT1, 2, 3, 6, 7, 9, 11, 20, 22, 27, 40,
71, 74, 175, 76, 81, 82, 84, 4, SEQ ID N°s. 874-892;
(revelados no Pedido de Patente PCT N° IL2005/000627 para
Evogene Ltd.)] foram digeridos com endonuclease de restricgao
Hindlll (Roche) e desfosforilados com Fosfatase Alcalina
(camarao; Roche). O promotor CT2::GFP foi amplificado usando
o primer incluindo o local de enzima de restricdo Hindlll.
Os primers usados para amplificacdo de PCR foram: CT2 pro H:
5/ -TTCAAGCTTTTTTTGTTTIGTTGTGGGGG-3’ (dianteiro, SEQ ID
N°:897) e NOS ter R H: 5'- GGTTAAGCTTCGACGGCCAGTGAATTCC -3’
(reverso, SEQ ID N°:898).

Os produtos resultantes de PCR
de extremidade plana foram purificados wusando o Kit de
Purificacdoc de PCR (Qiagen, Alemanha) digeridos com Hindlll
(Roche) e clonados em cada um dos vetores binadrios de
defosforilacdo de pCT (Vide Figura 6 para um vetor

exemplar). Os produtos de 1ligacdo foram introduzidos nas
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células de E. coli e passados por triagem para coldnias

positivas com primers: (dianteiro 101F, SEQ ID N°:869) e
35S R: 57 - GGACCACTGTCGGTAGAGGC -3 (reverso, SEQ ID
N°:899) .

II. Clonagem dos genes selecionados em um vetor binario sob
regulacd&o constitutiva e em cis para promotor CT2::expressao
recombinante de GUS:

Clonagem dos genes testados no
promotor vetor de expressdao pGI+CT2 - Para a clonagem dos
genes testados sob a regulacdo do promotor 35S, os primers
para o promotor 35S e terminador NOS foram projetados. Os
locais adicionais de endonuclease de restricdo Hindlll
(Roche) foram adicionados a extremidade 5’ de cada primer
para facilitar a clonagem adicional dos genes testados [CT1,
2, 3, 6, 7, 9, 11, 20, 22, 27, 40, 71, 74, 75, 76, 81, 82,
84, 4, SEQ ID N°s:874-892; (revelados no Pedido de Patente
PCT N° IL2005/000627 para Evogene Ltd.)], ao vetor binario
(promotor pGI+CT2). Primers usados para amplificacdoc de PCR
foram: 5’ -—-TTCTCTAAGCTTGCATGCCTGC -3’ (dianteiro, SEQ 1ID
N°:900) e 5’'-GGTTAAGCTTCGACGGCCAGTGAATTCC-3’ (reverso, SEQ
ID N°:901). Cada um dos genes acima fol clonado no promotor
CT2 GUS pGI+CT2-promotor (Pedido de Patente PCT No.
I1L2005/000627) . O plasmidio de Promotor CT2::GUS foi
digerido usando endonucleases Hindlll (Roche) e
defosforilacdo com Fosfatase Alcalina, camardo (Roche).

Os produtos de 1ligacao (vide
Figura 7 para um vetor exemplar) foram introduzidos nas

células de E. coli e passados por triagem para coldnias
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positivas conforme previamente descrito.

Transformacdo de Agrobacterium
dos plasmidios binarios abrangendo o©os dgenes de interesse e
expressdo em Ovulos de algoddo - Cada uma das 38 construcdes
bindrias, compreendendo o promotor 35S a montante de cada um
dos genes testados CTs e promotor CT2::GFP ou GUS foi
transformado em dvulos desenvolvidos do algodao via
transformacdo de Agrobacterium tumefacience.

60 pl das células competentes
C58 de Agrobacterium tumefaciens (cerca de 10° células/ml)
foram transformadas com 20 ng de plasmidio binario via
eletroporacdo, usando um eletroporador MicroPulser (BioRad),
0,2 cm de cubetas (BicRad) e programa de eletroporacadao EC-2
(BioRad) .

As células de Agrobacterium
foram cultivadas em 1 ml LB+ 50 mg/L de Carbenicillina + 50
mg/L de meio liquido de Rifampicillina em 28 °C por 3 horas
e 0,08 ml da suspensdo de célula foi laminado em laminas de
LB-agar complementadas com os antibidéticos 50 mg/L de
Carbenicillina + 50 mg/L de Rifampicillina + 50 mg/L de
Canamicina. As laminas foram entdo incubadas em 28 °C por 72
horas. As coldénias de Agrobacterium foram cultivadas e a
amplificacao de PCR foi realizada nas células de
Agrobacterium, usando primers gque foram projetados para
expandir a sequéncia 1nserida no vetor bindrio. Os primers
usados para amplificacdo de PCR foram para GUS:
pGI (promotor CT2)+CT20 (promotor 3583)

Dianteiro, CT20 F 2 (SEQ ID N°:902) 57 -
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ACGGAGTCAACTCAGAATCG - 3’; e Reverso, CT2 pro R 2 (SEQ 1ID
N°:903) 5" -TGCATTATTCAAACCCTGTCTCC - 3'.

pGI (promotor CT2)+CT82 (promotor 353)

Dianteiro, CT82JRTJF (SEQ ID N°:904) 5’

TCTCTAAGCGACGAAACGGGT - 3'; e Reverso, CT2Z pro R 2 (SEQ ID
N°:903) .

pGI (promotor CT2 + expansina (SEQ ID N°: 905) (promotor 35S)
Dianteiro, p35s R (SEQ ID N°:899) e Reverso, CT2 pro R 2
(SEQ ID N°903).

Para a construcao de GFP:
Dianteiro 101F, (SEQ ID N°:869) e Reverso, GFP Rl (SEQ ID
N°:896) 5"- CACCTTCACCCTCTCCACTG -3.'

Os produtos de PCR foram
separados em géis de agarose de 1 % e os tamanhos de produto
foram determinados por comparacao da escada de DNA (MBI
Fermentas) .

Ensaio transitério mediado por
Agrobacterium tumefaciens para bolas de algoddo - 5 ml das
culturas de Agrobacterium (C58) foram cultivados a noite de
coldénias individuais em 28 °C em meio LB mais antibidticos
seletivos. No préximo dia, as células de cultura foram
recuperadas por centrifugacdo, novamente suspensas em meio
de infiltracdo (10 mM de MgCl,, 10 mM de MES, 200 uM de
acetosiringona, pH 5,0) para densidade o6tica = 2, e
incubadas em temperatura ambiente com agitacdo suave (20
rpm) por um minimo de 2 horas. As culturas foram combinadas
quando exigidas, coletadas com uma seringa, e 300 pl foram

injetados nas bolas de algoddo ao usar uma agulha.
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Agroinjecédo - As bolas de
algodédo (Gossypium. hirsutum cv Coker/DP&L90) em diferentes
etapas de desenvolvimento 0, 2, 4 e 6 dias pds—-antese (DPA)
foram infiltradas (com a agrobactéria abrangendo o vetor
binadrio) usando uma seringa de 1-ml com uma agulha de 0, 5-
316-mm (BD Pastipak). A agulha foi introduzida em 1 a 2 mm
em profundidade no tecido de fruta, e a solugcdao de
infiltracdao fol suavemente injetada na fruta. O volume total
da solugdo injetada variou com o tamanho da fruta, com um
minimo de 0,1 ml e um maximo de 0,3 ml.

Coloracdo de GUS dos o6vulos de
algodao - As folhas foram fixadas em 90 % de acetona gelada
por 15 - 20 minutos (no gelo), seguido pela remocado da
acetona, o tecido foi enxaguado com a Sclucdo de Trabalho
[25 mM de Fosfato de Sdédio (Sigma, EUA) tampado pH = 7,
Ferricianeto (Sigma, EUA) 1,25 mM, Ferrocianeto (Sigma, EUA)
1,25 mM, Tritdo X-100 (Sigma, EUA) 0,25 %, EDTA (BiolLab,
Israel) 0,25 mM] por 15-20 minutos (repetir duas vezes). A
solucao de enxaguie foi removida, substituida pela solucido de
Coloracao [Solucdo de trabalho com &cido glucurdnico 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-glucuronic (X-GlcA, Duchefa)
solubilizada em N,N-Dimetilformamida (BioLab, Israel) 1,5
mg/ml e Ditiotreitol (DTT, Bio Lab) 100 mM] no estudo (tubos
envolvidos com papel aluminio) e incubados & noite em 37 °C.
B descoloracdo foili realizada ao afundar o tecido da planta
em etanol de 70 % e aquecer em 50 °C por cerca de 2 horas. A
etapa de descoloracdo é repetida até o tecido de a planta

Lornar-se transparente, exceto as regides coloridas de azul.
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As plantas descoladas foram armazenadas em 70 % de etanol
(BioLab, Israel) em temperatura ambiente.
Resultados Experimentais

Deteccéo da agroinjecao
positiva usando GUS - A validac&o do processo de agroinjecdo
foi realizada usando a agroinjecdo de GUS sob regulacdo dos
promotores CT2 e 355 em 1 e 8 DPA. Apds dois dias (3 e 10
DPA), a bola desenvolvida foi retirada e os évulos foram de
coloracdo de GUS (Figuras 4a-c).

Analise das fibras
desenvolvidas de algoddo - A primeira validacao da deteccédo
de gene fol realizada usando a agroinjecdo de 2 o6évulos de
DPA com duas construcdes: 355::CT20, CT2pro: :GFP;
35S: :expansina, CT2pro::GFP; Apds dois dias (4 DPA), a bola
desenvolvida foi retirada e os ¢évulos passaram por triagem
para analise de fibra. Com a finalidade de detectar o
comprimento da fibra desenvolvido, o©s presentes inventores
fizeram uma fatia com relacdo a largura de cerca de 0,2 mm.
As fatias passaram por triagem para expressao de GFP sob luz
UV usando lentes de microscépio de 10X. O GFP positivo foi
os pontos sobre a infiltracdo positiva. O comprimento da
fibra desenvolvido os 6vulos de GFP positivos foi
determinado (em micron) usando escala de lente. Com a
finalidade de medir o) efeito de cada um dos gene
selecionados sobre o desenvolvimento de fibra, trés
diferentes flores de agroinjecdo foram usados; em cada flor,
trés diferentes ©&6vulos foram medidos. As medigdes do

comprimento da fibra s&8o resumidas na Tabela 13, abaixo. A
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partir dos resultados, ¢é possivel wver gque a expansina
(Figura 5 c¢) e C(CT20 (Figura b5b) exibiram um efeito de
alongamento sobre as 4 fibras desenvolvidas de DPA conforme
comparado ao controle (Figura b5a). A dquantificacdo de tal
efeito de alongamento é ilustrada na Tabela 13 abaixo.
Tabela 13

Influéncia da expressdo em excesso dos novos genes em 4

fibras desenvolvidas de DPA sobre o comprimento da fibra

construgao Comprimento da fibra
35S::expansina, CT2pro::GFP 12,5
358::CT20, CT2pro.:GFP 11,8
CT2pro::GFP 10,6
Ao usar a agroinjecao, 0s

presentes inventores demonstraram a influéncia dos genes de
algoddo sobre o desenvolvimento de fibra, e a deteccédo da
expressao dos genes repérteres. Sob o} controle de
transcrigdo dos promotores da fibra de algoddo. Os estudos
prévios demonstraram gque as linhas de algodado transgénico
expressando em excesso a fibra produzida de Expansina do
comprimento aumentado (Pedido de Patente Norte-Americano N°
Us20040006794). Esse estudo mostra dgque a agroinjecadao da
expansina em 4 fibras desenvolvidas de DPA resulta em um
comprimento ampliado da fibra conforme comparado ao
controle. O alongamento das 4 fibras desenvolvidas de DPA
também foi observado por expressdo em excesso de CT20 (SEQ
ID N°:881). Nos estudos anteriores, os presentes inventores
demonstraram a possibilidade de usc do pelo de semente de
tomate como modelo para a fibra de algoddo e mostraram que o
pelo de semente de tomate significativamente alongado CT20

comparado ao tipo selvagem (0,366 = 0,006 mm comparado a
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0,319 + 0,008) (Pedido de Patente PCT N° IL2005/000627 aos
presentes inventores). Neste estudo, os presentes inventores
mostraram, pela primeira vez, que a expressao dos genes de
desenvolvimento de fibra, tal como, CT20 e expansina as
fibras J& desenvolvidas (p.ex., 2, 4 ou 8 DPA) podem
significativamente alongar as fibras de algodé&o.

Embora a invencdo tenha sido
descrita em conjunto com suas realizacgcdes especificas, é
evidente gue muitas alternativas, modificacdes e variacgdes
serdo aparentes para aqueles com habilidade na técnica. De
forma correspondente, é pretendida para abranger todas as
tals alternativas, modificacdes e variacdes que ficam dentro
do amplo espirito e escopo das reivindicag¢des anexas.

Todas as publicacgdes, patentes
e pedidos de patente mencionados nesta especificacdo sdo ora
incorporadas em sua totalidade por referéncia a
especificacdo, na mesma medida como se cada publicacao,
patente ou pedido de patente individual tenha sido
especifica e individualmente indicado como aqui incorporado
por referéncia. Além disso, a citacdo ou identificacédo de
qualquer referéncia neste pedido nédo serad interpretada como
uma admissdo de gque tal referéncia estéd disponivel como
técnica anterior da invencdo. Na medida em que os titulos
das secdes sdo usados, eles nao devem ser interpretados como
necessariamente limitantes.
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REIVINDICACOES

1. “CONSTRUCAO DE ACIDO
NUCLEICOS”, caracterizada ©pelo fato de compreender uma
sequéncia de acidos nucléicos conforme estabelecida na SEQ ID
5 N° 63 e suas degeneracgdes codificando um polipeptideo com uma
sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 192 e uma sequéncia
regulatdéria heterdloga operativamente ligada a mesma, em que
o referido polipeptideo é capaz de regular o desenvolvimento
de fibra, em que a referida sequéncia regulatdria heterdloga
10 é o promotor conforme estabelecido na SEQ ID NO: 841, 848,
851, 873, 857 ou 854.
2. “CONSTRUCAO DE ACIDO
NUCLEICOS” de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo
fato de que a referida sequéncia regulatdria compreende uma
15 sequéncia de &cidos nucléicos de SEQ ID N°: 851, 848, 857 ou
854.
3. “CONSTRUCAO DE ACIDO
NUCLEICOS” de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizada
pelo fato de que a referida fibra compreende uma fibra de
20 algodao.
4. “METODO PARA APRIMORAR O
COMPRIMENTO DE FIBRA DE UMA PLANTA QUE PRODUZ FIBRA”, o método
caracterizado pelo fato de compreender a transformacao de uma
planta produtora de fibra com uma construcgdo de acidos nucléicos
25 como definida na reivindicacao 1 ou 2, assim aprimorando o
comprimento de fibra da planta que produz fibra.
5. “METODO” de acordo com a

reivindicacao 4, caracterizado pelo fato de que a referida
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planta que produz fibra ¢é selecionada a partir do grupo
consistindo em algoddo, arvore de algoddao de seda, salgueiro
do deserto, arbusto de creosoto, winterfat (Krascheninnikovia
lanata), balsa, ramie, kenaf (Hibiscus cannabinus), canhamo,
5 roselle (Hibiscus sabdariffa), juta, abacd de sisal e linho.

6. “CONSTRUCAO DE ACIDO
NUCLEICOS”, de acordo com a reivindicacgdo 1 ou 2, caracterizada
pelo fato de que o referido desenvolvimento de fibra compreende
a formacao de fibra.

10 7. “CONSTRUCAO DE ACIDO
NUCLEICOS” de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizada
pelo fato de que o referido desenvolvimento de fibra compreende
o alongamento de fibra.

8. “METODO PARA PRODUZIR FIBRAS

15 DE ALGODAO”, o método caracterizado pelo fato de compreender:

(a) gerar uma planta
transgénica de algodédo transformada com a construgcdo de acidos
nucléicos como definida na reivindicacao 1 ou 2 e

(b) colher as fibras da referida

20 planta transgénica de algoddao, assim produzindo as fibras de

algodao.
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